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RESUMO

Os compostos vegetais de origem vegetal como 6leos essenciais (OES) e extratos
de plantas sdo utilizados pelos seres humanos ha milhares de anos, tendo apresentado
propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, anestésicas e imunoestimulantes ja
comprovados em diversos trabalhos cientificos. Suas propriedades antimicrobianas sdo
interessantes na tentativa de substituir produtos comerciais e antimicrobianos
convencionais utilizados em pisciculturas, principalmente levando em consideracdo a
problematica envolvendo a presenca de resisténcia a antimicrobianos convencionais nos
microrganismos patogénicos comuns neste meio. No presente trabalho foram testados
Oleos essenciais comerciais e extratos de plantas frente a bactérias patogénicas que séo
comumente encontradas em pisciculturas comerciais. No primeiro estudo foi testado o
potencial antimicrobiano in vitro dos OEs de Cymbopogon nardus, Melaleuca
alternifélia, Thymus vulgaris, Artemisia vulgaris, Eucalyptus globulus, Ocimum
basilicum e Cananga odorata de forma isolada ou combinada frente a Flavobacterium
oreochromis, bactéria que acomete principalmente pele e nadadeira de peixes, através dos
testes de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima
(CBM). Foram também realizados o teste de citotoxicidade in vitro frente a eritrocitos de
tilapia-do-Nilo e o teste de tocididade aguda in vivo com a combinacdo de 6leos que
apresentaram os melhores resultados de CIM e CBM. Os OEs que apresentaram o maior
potencial antimicrobiano de forma isolada foram os de Ociumum basilicum e
Cymbopogon nardus, ja de forma combinada a melhor resposta obtida foi decorrente da
combinacdo dos OEs de Cymbopogon basilicum com Cananga odorata. No teste de
citotoxicidade os resultados observados foram dose dependente, sendo que nas
concentracdes observadas nos testes de CIM e CBM a citotoxicidade se apresentou baixa.
Ja no teste de toxicidade aguda in vivo foram observados efeitos toxicos aos animais a
partir da concentracdo de 22,67 pl/L. A partir destes resultados foi concluido neste
primeiro trabalho que a combinacdo de OEs se apresenta como uma alternativa ao uso de
desinfetantes comerciais contra a bactéria utilizada no estudo. No segundo estudo foram
verificados os potenciais antimicrobianos através dos testes de CIM e CBM de extratos
de folhas de Eugenia uniflora, Tamarindus indica e Persea americana, juntamente com
produtos comerciais Virkon®, formaldeido e permanganato de potéssio frente a 9
bactérias patogénicas de importancia em pisciculturas comerciais, sendo elas Aeromonas
veronii, Aeromonas caviae, Flavobacterium oreochromis, Francisella orientalis,
Lacotococus garvieae e Streptococcus agalactiae sorotipos Ib e I11. Foi também realizado
o teste de citotoxicidade frente a hemaécias de tilapia-do-Nilo com todos os extratos e
produtos utilizados. Os extratos de plantas utilizados apresentaram efeito antimicrobiano
contra a maioria dos patogenos, enquanto os produtos comerciais com os melhores
resultados de CIM e CBM foram o Virkon® e formaldeido. Os extratos e produtos
comerciais apresentaram baixa citotoxicidade em suas concentragdes de CIM e CBM. De
forma geral os melhores resultados foram observados com o Virkon® e o extrato de
Persea americana. Apesar dos resultados satisfatorios ainda se faz necessario o teste in
Vivo para assegurar 0 uso destes produtos junto aos animais de producdo. Sem esta
informacdo o recomendado é que sejam utilizados como desinfetantes ambientais, sem
contato direto com os animais.



ABSTRACT

Plant-derived compounds such as essential oils (EOs) and plant extracts have been
utilized by humans for thousands of years, exhibiting proven antimicrobial, anti-
inflammatory, anesthetic, and immunostimulant properties in various scientific studies.
Their antimicrobial properties are of interest in attempting to replace commercial and
conventional antimicrobial products used in aquaculture, especially considering the issue
of resistance to conventional antimicrobials in common pathogens in this environment.
In the present study, commercial essential oils and plant extracts were tested against
pathogenic bacteria commonly found in commercial aquaculture settings. In the first
study, the in vitro antimicrobial potential of EOs from Cymbopogon nardus, Melaleuca
alternifolia, Thymus vulgaris, Artemisia vulgaris, Eucalyptus globulus, Ocimum
basilicum, and Cananga odorata, either alone or in combination, was tested against
Flavobacterium oreochromis, a bacterium that mainly affects the skin and fins of fish,
through minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) tests. In vitro cytotoxicity testing was also conducted against Nile
tilapia erythrocytes, and acute toxicity testing was performed in vivo with the
combination of oils that showed the best MIC and MBC results. The EOs that exhibited
the highest antimicrobial potential individually were those of Ocimum basilicum and
Cymbopogon nardus, while the best response obtained from combined EOs was due to
the combination of Cymbopogon basilicum with Cananga odorata. Cytotoxicity testing
results were dose-dependent, with low cytotoxicity observed at the concentrations tested
in the MIC and MBC tests. However, in vivo acute toxicity testing revealed toxic effects
on animals starting from a concentration of 22.67 pl/L. Based on these results, it was
concluded in this initial study that the combination of EOs presents an alternative to the
use of commercial disinfectants against the bacterium used in the study. In the second
study, the antimicrobial potentials of leaf extracts of Eugenia uniflora, Tamarindus indica,
and Persea americana, along with commercial products Virkon®, formaldehyde, and
potassium permanganate, were tested against 9 pathogenic bacteria of importance in
commercial aquaculture, including Aeromonas veronii, Aeromonas caviae,
Flavobacterium oreochromis, Francisella orientalis, Lactococcus garvieae, and
Streptococcus agalactiae serotypes Ib and 11, through MIC and MBC tests. Cytotoxicity
testing was also performed against Nile tilapia erythrocytes with all extracts and products
used. The plant extracts tested exhibited antimicrobial effects against most pathogens,
while the commercial products with the best MIC and MBC results were Virkon® and
formaldehyde. Both extracts and commercial products showed low cytotoxicity at their
MIC and MBC concentrations. Overall, the best results were observed with Virkon® and
the Persea americana extract. Despite the satisfactory results, in vivo testing is still
necessary to ensure the use of these products with production animals. Without this
information, it is recommended that they be used as environmental disinfectants, without
direct contact with the animals.



CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

A piscicultura no Brasil € um setor que vem crescendo de forma constante desde
que foi implantada como atividade comercial no pais, ndo s6 em volume como também
em valor de venda, sendo que em 2022 o pais produziu 617,3 mil toneladas de pescado,
faturando 5,7 bilhdes de reais (IBGE, 2023).

Na busca por manter o crescimento da producdo aquicola, os produtores
frequentemente priorizam o aumento do volume de produgdo sem necessariamente
considerar os cuidados essenciais e o bem-estar dos animais. Esta abordagem pode
resultar em problemas que afetam a satde dos animais, conforme observado por Garcia
et al. (2013). Dentre os fatores que afetam diretamente a salde dos peixes, podemos citar
a extrapolacdo da densidade de estocagem suportada pelo sistema, alimentacdo e
qualidade de &gua inadequadas, excesso de matéria organica, pontos de poluicdo
préximos a piscicultura, como industrias, dentre outros (Derome et al., 2016).

Com os animais estressados, existe maior probabilidade de infeccdo por diversos
agentes patogénicos, dentre eles as bactérias, que sdo um problema na cadeia produtiva
do pescado em todo 0 mundo. Os géneros bacterianos que comumente causam doenca e
afetam as pisciculturas sdéo Aeromonas, Flavobacterium, Edwardsiella, Francisella e
Streptococcus (Ture e Alp, 2016; Abdelsalam et al., 2022). Estima-se que em 2017, as
doencas bacterianas e parasitarias em criacbes comerciais de peixes no Brasil causaram a
perda anual direta e indireta de aproximadamente 84 milhGes de ddlares (Tavares-Dias e
Martins, 2017). Na tentativa de conter surtos de doencas e evitar perdas na producéo, o
produtor utiliza antimicrobianos, muitas vezes de uso autorizado para outras espécies
animais, colocando em risco o ambiente aquético e a saude do consumidor, ja que ndo
foram realizados estudos quanto a doses seguras e tempo de caréncia para animais
aquaticos.

O registro de novos produtos veterinarios de natureza farmacéutica no pais é
complexo, uma vez que requere diversos relatorios em conformidade com vérias portarias
e instru¢fes normativas. Dentre os temas que devem constar nestes relatérios podemos
citar aqueles que comprovem a eficacia para as indicacbes contidas nas rotulagens e
também que comprovem a seguranca para as espécies alvo. Desta forma, a adocdo de
medidas preventivas, como o uso de aditivos alimentares como os imunoestimulantes,
probidticos, prebidticos, &cidos organicos e Oleos essenciais se mostram como
alternativas interessantes ao uso de antimicrobianos convencionais (Bondad-Reantaso et
al., 2023).

No Brasil estdo licenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento apenas duas moléculas para uso em aquicultura: o florfenicol e a
oxitetraciclina, sendo que em tilapias-do-Nilo somente o florfenicol tem autorizacdo
para ser utilizado (SINDAN, 2022). A utilizag&o incorreta destes produtos, como 0 uso
profilatico pode desencadear reacdes negativas, como por exemplo a selecdo de
bactérias resistentes e multirresistentes, situacao que vem crescendo exponencialmente
nos ultimos anos em todo o0 mundo (Hossain et al., 2022). Porém, este fenémeno
também pode ocorrer de forma natural pela presséo de selecdo aumentada pelos



antimicrobianos. Ainda, é possivel a transmissdo de genes de resisténcia entre as
bactérias até mesmo de diferentes espécies, através de plasmideos e dos mecanismos de
conjugacéo, transformacéo ou transducdo (Larsson e Flach, 2022; Wang et al., 2020).

Tudo isso pode resultar em maiores problemas, ndo apenas para a producgéo de
peixes, mas pode afetar inclusive a saude humana, uma vez que estes genes de
resisténcia podem ser transmitidos a patégenos de importancia na satde humana. I1sso
pode ocorrer ja que esta transferéncia de genes de resisténcia ultrapassa a barreira de
espécies bacterianas, de forma que bactérias patogénicas de importancia na saude
humana podem receber genes de resisténcia de espécies de bactérias patogénicas para
peixes por exemplo. Agregado ao fato de que a producdo destes animais ocorre na &gua,
ambiente rico em diversos microrganismos e que faz parte do uso basico dos seres
humanos, temos um problema de escala global (Gomes et al., 2020).

Cada dia mais os consumidores estdo cientes destes problemas e riscos, e vem
exigindo alternativas mais sustentaveis do mercado, como o uso de vacinas, prebidticos,
probidticos, terapias com fagos e uso de 6leos essenciais (Barrett et al., 2021). Essa linha
de pensamento vai de encontro ao conceito de Sadde Unica (One Health) que vem
crescendo em importéncia nos ultimos anos (Tiedje et al., 2019). Este termo foi
inicialmente utilizado entre os anos de 2003 e 2004, periodo em que houve o0 surgimento
de uma sindrome respiratéria aguda ligada ao virus influenza aviario H5N1, e que deixou
clara a ligacdo entre saude animal e saude humana (Hernando-Amado et al., 2019).
Inicialmente o conceito era ligado a questdo de doencas infecciosas e zoonoses, porém
evolui de forma a incluir outros problemas que podem afetar negativamente a salde de
seres vivos de um modo geral, como por exemplo a problematica envolvendo a crescente
resisténcia bacteriana a antimicrobianos convencionais (Mackenzie et al., 2019).

Os 0leos essenciais tém um grande apelo, por serem produtos naturais, renovaveis
e sustentaveis. Sdo conhecidos ha tempos por terem propriedades bactericidas, virucidas,
fungicidas, antioxidantes, anti-inflamatdrias, sedativas, analgésicas etc. Atualmente, séo
conhecidos aproximadamente 3000 tipos de 0leos essenciais, sendo que 300 deles tem
importancia comercial, principalmente para a indastria farmacéutica, agronémica e
cosmética (Bakkali et al., 2008). As suas composi¢des variam, mas a maioria dos 6leos
essenciais possuem dois ou trés compostos majoritarios, que aparecem em maior
quantidade, e outros compostos em menores quantidades, podendo chegar até 60
componentes no total (Dhifi et al., 2016).

Com a propagacéo da resisténcia antimicrobiana em bactérias patogénicas e até
mesmo nado patogénicas nos setores de producao animal, que pode afetar também a salde
publica, se faz necessario a busca de soluc@es alternativas a este problema, como o0 uso
dos oOleos essenciais, uma possivel solugdo, ou mais um aliado para solucionar este
problema e tornar toda a cadeia de producdo mais segura e ecologicamente mais
sustentavel.
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