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RESUMO

Diante do atual quadro sanitário vivenciado na cadeia produtiva do camarão
Litopenaeus vannamei a estimulação da imunidade e melhoria da resistência a
doenças tornou-se primordial para o crescimento sustentável da indústria
carcinícola. Portanto, objetivou-se com o presente estudo indicar um
imunoestimulante natural derivado de plantas com capacidade de melhorar a
resistência de L. vannamei contra infecção do vírus da síndrome da mancha
branca (WSSV). Foram realizados estudos de caracterização química,
atividade antibacteriana, atividade antioxidante, e toxicidade aguda em
náuplios de Artemia salina, com os óleos essenciais (OEs) de Achyrocline
satureioides, Alpinia zerumbet, Cymbopogon citratus, C. winterianus, Lippia
alba, L. origanoides, Mesosphaerum suaveolens, Ocimum gratissimum, O.
basilicum, Pilocarpus microphyllus, Psidium guajava, Varronia curassavica,
Allium sativum, Citrus limon, Salvia officinalis e Thymus vulgaris. Também
foram utilizados os extratos etanólicos (EEs) das plantas Spondias mombin,
Myracrodruon urundeuva e Punica granatum. Com base nos resultados
preliminares, avaliou-se o efeito da suplementação dietética dos extratos
etanólicos de Myracrodruon urundeuva e Punica granatum (EEMP) na
modulação de genes imunorelacionados e na sobrevivência de L. vannamei
contra infecção causada por WSSV. Todos os OEs e EEs apresentaram
importante atividade antibacteriana contra Vibrio parahaemolyticus. Na mistura
dos EEs de Punica granatum e Myracrodruon urundeuva (1:3) foi observado o
melhor resultado de concentração bactericida mínima (0,078 mg.mL-1). Os EEs
apresentaram os maiores valores de atividade antioxidante, destacando-se a
aroeira (IC50 = 18,22 ± 0,39 µg.mL-1). Os EEs não apresentaram atividade
tóxica (CL50 > 1000 µg.mL-1) em náuplios de A. salina, enquanto os OEs foram
considerados tóxicos. A suplementação dietética de EEMP na dose de 1g.kg-1
promoveu aumento da atividade antibacteriana da hemolinfa dos camarões e
da contagem total de hemócitos, além de modular importantes genes
relacionados ao sistema imune de L. vannamei (Litvan ALF-A, Litvan ALF-C,
LvIMD, LvDcr1, LvAgo1, LvproPO2, LvPPAE2, Lvα2M-2 e LvCAT). O aumento
da concentração de EEMP não ocasionou efeito dose-resposta. A
sobrevivência dos animais alimentados com EEMP 1g.kg-1 foi
significativamente maior que a dos animais do grupo controle após cinco dias
de infecção. Em conclusão, sugere-se que o EEMP promove estimulação da
imunidade inata e melhoria da resistência contra infecção causada por WSSV
em L. vannamei. Apesar dos melhores resultados serem verificados com EE,
os OEs também possuem potencial de utilização na carcinicultura, tendo em
vista as atividades biológicas verificadas.

Palavras-chave: antimicrobiano; antioxidante; imunoestimulante; patógeno
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ABSTRACT

In view of the current health situation in the shrimp Litopenaeus vannamei
production chain, increased immunity and disease resistance has become
paramount for the sustainable growth of the carcass industry. Therefore, the
aim of this study is to indicate a plant-derived natural immunostimulator capable
of improving the resistance of L. vannamei against infection with white spot
syndrome virus (WSSV). Studies were performed of chemical characterization,
antibacterial activity, antioxidant activity, and acute toxicity in Artemia salina
nauplii with essential oils (OEs) of the species Achyrocline satureioides, Alpinia
zerumbet, Cymbopogon citratus, C. winterianus, Lippia alba, L. origanoides,
Mesosphaerum suaveolens, Ocimum gratissimum, O. basilicum, Pilocarpus
microphyllus, Psidium guajava, Varronia curassavica, Allium sativum, Citrus
limon, Salvia officinalis and Thymus vulgaris. Also the ethanolic extracts (EEs)
of the plants Spondias mombin, Myracrodruon urundeuva and Punica granatum
were used. Based on the preliminary results, the effect of dietary
supplementation of the ethanolic extracts of Myracrodruon urundeuva and
Punica granatum (EEMP) on the modulation of immunorelated genes and
survival of L. vannamei against WSSV infection was evaluated. All OEs and
EEs showed important antibacterial activity against Vibrio parahaemolyticus. In
the mixture of Punica granatum and Myracrodruon urundeuva (1: 3), the best
result of minimum bactericidal concentration (0.078 mg.mL-1) was observed.
The EEs presented the highest values of antioxidant activity, especially aroeira
(IC50 = 18.22 ± 0.39 µg.mL-1). The EEs showed no toxic activity (LC50> 1000
µg.mL-1) in A. salina nauplii, while the EOs were considered toxic. Dietary
supplementation of EEMP at a dose of 1g.kg-1 promoted increased antibacterial
activity of shrimp hemolymph and total hemocyte count, and modulated
important genes related to the L. vannamei immune system (Litvan ALF-A,
Litvan ALF-C, LvIMD, LvDcr1, LvAgo1, LvproPO2, LvPPAE2, Lvα2M-2 and
LvCAT). Increasing concentration of EEMP caused no dose response effect.
The survival of animals fed with 1g.kg-1 EEMP was significantly higher than that
of control animals after five days of infection. In conclusion, it is suggested that
EEMP promotes innate immunity stimulation and improved resistance against
WSSV infection in L. vannamei. Although the best results are verified with EE,
SOs also have potential for use in shrimp farming, considering as verified
biological activities.

Keywords: antimicrobial; antioxidant; immunostimulant; pathogen;



ix

LISTA DE ILUSTRAÇÕES

1 INTRODUÇÃO..........................................................................................................19
Figura 1 - Exemplares de Litopenaeus vannamei de uma fazenda de criação
do norte do Piauí...................................................................................................... 19

2 REVISÃO DE LITERATURA..................................................................................22
Figura 2 - Ilustração do complexo sistema de defesa inato dos camarões
sendo ativado pela desgranulação dos hemócitos devido ao reconhecimento
de padrões moleculares associados a agentes patogênicos............................27

CAPÍTULO I..................................................................................................................67
Figura 1 - Esquema de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger.............73

CAPÍTULO II.............................................................................................................. 106
Figura 1 - Fluxograma da obtenção dos extratos etanólicos.........................112
Figura 2 - Rendimento do processo de obtenção dos extratos etanólicos. 116

CAPÍTULO III............................................................................................................. 135
Figura 1 - Microplaca de 96 poços com soluções de DPPH em diferentes
concentrações para avaliação da estabilidade e construção de reta de
calibração................................................................................................................ 142
Figura 2 - Índices de Atividade Antioxidante (IAA) dos óleos essenciais
(OEs), extratos etanólicos (EEs) e Trolox..........................................................145

CAPÍTULO IV.............................................................................................................158
Figura 1 - CL50 (µg.mL-1) em náuplios de Artemia salina testando-se
diferentes óleos essenciais (OE) e extratos etanólicos (EE) de plantas
coletadas no Nordeste do Brasil e suplementos alimentares comerciais para
camarões marinhos (SACM)................................................................................167
Figura 2 - Curva dose-resposta da mortalidade de náuplios de Artemia salina
x concentração de óleo essencial, extrato etanólicos ou suplemento alimentar
comercial para camarões marinhos....................................................................168

CAPÍTULO V..............................................................................................................178
Figura 1 - Laboratório de cultivo experimental de camarões marinhos da
Embrapa Meio-Norte............................................................................................. 185
Figura 2 - Retirada da hemolinfa de Litopenaeus vannamei por meio de
punção no seio ventral.......................................................................................... 188
Figura 3 - Atividade antibacteriana, contra Vibrio parahaemolyticus (IOC
18950), da hemolinfa de Litopenaeus vannamei alimentado com diferentes
dietas experimentais a base de extratos etanólicos de Punica granatum L. e
Myracrodruon urundeuva Allemão...................................................................... 194
Figura 4 - Atividade antibacteriana da hemolinfa de Litopenaeus vannamei
alimentado com diferentes dietas experimentais a base de extratos etanólicos
de Punica granatum L. e Myracrodruon urundeuva Allemão contra Vibrio
parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarões de cativeiro............... 194



x

Figura 5 – Expressão relativa de genes (mRNA) imunorelacionados em
intestino médio de Litopenaeus vannamei.........................................................198
Figura 6 - Efeito da administração de extratos etanólicos de Punica granatum L.
e Myracrodruon urundeuva Allemão (EEMP) e suplemento alimentar comercial
(SAC) na sobrevivência de Litopenaeus vannamei experimentalmente infectado
com vírus da síndrome da mancha branca. . 200



xi

LISTA DE TABELAS

CAPÍTULO I..................................................................................................................67
Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba
(HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das
espécies vegetais coletadas para utilização neste estudo................................72
Tabela 2 – Concentração de compostos majoritários (%) identificados na
análise de composição química do óleo essencial de Achyrocline satureioides
(A), Allium sativum (B), Alpinia zerumbet (C), Citrus limon (D), Cymbopogon
citratus (E), C. winterianus (F), Lippia alba (G), L. origanoides (H),
Mesosphaerum suaveolens (I), Ocimum basilicum (J), O. gratissimum (K),
Pilocarpus microphyllus (L), Psidium guajava (M), Salvia officinalis (N),
Thymus vulgaris (O), Varronia curassavica (P)...................................................78
Tabela 3 - Componentes majoritários, concentração inibitória mínima (CIM) e
bactericida mínima (CBM) de óleos essenciais contra Vibrio
parahaemolyticus (IOC 18950), V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de
camarão de fazenda de criação.............................................................................81
Tabela 4 - Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM)
de óleos essenciais combinados em pares contra Vibrio parahaemolyticus
(IOC 18950), V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão de
fazenda de criação. Cada combinação é identificada por uma letra e número.
83

CAPÍTULO II.............................................................................................................. 106
Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba
(HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das
espécies vegetais coletadas para utilização neste estudo............................. 111
Tabela 2 - Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM)
de extratos etanólicos contra Vibrio parahaemolyticus (IOC 18950), V.
parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão de fazenda de criação.
120
Tabela 3 - Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM)
de extratos etanólicos combinados em pares contra Vibrio parahaemolyticus
(IOC 18950), V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão de
fazenda de criação. Cada combinação é identificada por uma letra maiúscula.
121

CAPÍTULO III............................................................................................................. 135
Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba
(HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das
espécies vegetais coletadas para utilização neste estudo. EE = extrato
etanólico; OE = óleo essencial............................................................................ 140

CAPÍTULO IV.............................................................................................................158
Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba
(HDELTA) da Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das
espécies vegetais coletadas para utilização neste estudo. EE = extrato
etanólico; OE = óleo essencial............................................................................ 163



xii

CAPÍTULO V..............................................................................................................178
Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário da Universidade
Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das espécies vegetais coletadas
para utilização neste estudo.................................................................................183
Tabela 2 – Informações nutricionais da ração comercial API Camarão
Antiestresse Total Brasil....................................................................................... 185
Tabela 3 - Dados da análise da atividade antibacteriana da hemolinfa de
Litopenaeus vannamei contra duas estirpes de Vibrio parahaemolyticus. .. 193
Tabela 4 - Contagem total de hemócitos (CTH) da hemolinfa de Litopenaeus
vannamei alimentados com diferentes doses de suplemento dietético a base
de extratos etanólicos de Punica granatum L. e Myracrodruon urundeuva
Allemão durante 15 dias....................................................................................... 195
Tabela 5 - Efeito da administração de extratos etanólicos de Myracrodruon
urundeuva Allemão e Punica granatum L. e (EEMP) e suplemento alimentar
comercial (SAC) na sobrevivência de Litopenaeus vannamei
experimentalmente infectado com vírus da mancha branca.......................... 201



xiii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAH
Abs
AHPND
LitvanALF A

LitvanALF C

ANOVA
ATP
BUG
Cat
CBM
cDNA
CG-EM

CIM
CL50
CLUE/EM

COHC
Cru
CTH
cytMnSOD
DL50
DMSO
DNA
DPPH
dsDNA
EAQ
EE
EEMP

Ef1α
EFS
EROs
GC
GPx
HCs
HDELTA
HHAP
HSP70
IAA
IC50
IF-B
iiPCR
IKK
IMD

Atividade antibacteriana da hemolinfa
Absorvância
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease
Litopenaeus vannamei gene Anti-lipopolissacarídeo factor
isoform A
Litopenaeus vannamei gene Anti-lipopolysaccharide factor
isoform C
Análise de variância
Trifosfato de adenosina
Biolog universal growth ágar
Catalase
Concentração bactericida mínima
DNA complementar
Cromatógrafo gasoso acoplado a espectrômetro de
massas
Concentração inibitória mínima
Concentração letal média
Cromatógrafo líquido de ultraeficiência acoplado a
espectrômetro de massas
Células ovarianas de hamster chinês
Crustin
Contagem total de hemócitos
Cytosolic manganese superoxide dismutase
Dose letal média
Dimetilsulfóxido
Ácido desoxirribonucleico
Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
Double stranded DNA
Extrato aquoso
Extrato etanólicos
Extrato etanólico de Myracrodruon urundeuva e Punica
granatum
Elongation factor 1 alfa
Extração em Fase Sólida
Espécies reativas de oxigênio
Células granulares
Glutationa peroxidase
Células hialinas
Herbário Delta do Parnaíba
Hemocyte homeostasis-associated protein
Heat shock protein 70kDa
Índice de atividade antioxidante
Concentração inibitória de 50% da absorvância
Inoculating fluid B
Reação em Cadeia da Polimerase isotérmica isolada
Quinase IkB
Protein immune deficiency



xiv

IOC
JAK
LGBP
LITAF
LPS
LvAgo1
LvAMP13.4

LvCactus
LvCAT
LvDcr1
LvPPAE2

LvPRDX
LvproPO2
LvRelish

Lvα2M-2
Lys
MDA
mtMnSOD
NF-κB
OE
PCR
Pen 3a
Pen 4
PG
PL14
PMAP
PO
ppA
proPO
proPO I
proPO II
PRP
Prx
PX
RB
Rho
RNAm cit-SOD
RT-qPCR

SAC
SACM

SGC
SIC-EDTA
SNHPA
SOD
TCBS

Instituto Oswaldo Cruz
Janus kinase
Lipopolysaccharide and beta-1,3-glucan binding protein
Lipopolysaccharide-induced TNF-α factor
Lipopolissacarídeos
Litopenaeus vannamei gene Argonaute 1
Litopenaeus vannamei cuticle protein AMP13.4 mRNA,
complete cds
Litopenaeus vannamei gene Cactus
Litopenaeus vannamei gene Catalase
Litopenaeus vannamei gene Dicer-1
Litopenaeus vannamei gene Prophenoloxidase-activating
enzyme 2
Litopenaeus vannamei gene Peroxiredoxin
Litopenaeus vannamei gene Prophenoloxidase 2
Litopenaeus vannamei gene Relish - Rel/NF-κB
transcription factor
Litopenaeus vannamei gene Alpha2-macroglobulin
Lysozyme
Malondialdeído
Mitochondrial manganese superoxide dismutase
Fator nuclear kappa B
Óleo essencial
Reação em Cadeia da Polimerase
Penaeidin 3ª
(Penaeidin 4
Peptidoglicano
Pós larvas de 14 dias
Padrões moleculares associados a agentes patogênicos
Fenoloxidase
Prophenoloxidase-activating enzyme
Profenoloxidase
Profenoloxidase I
Profenoloxidase II
Proteínas de reconhecimento de padrões
Peroxiredoxin
Peroxinectin
Burst respiratório
Ras-like protein
Cytosolic superoxide dismutase
Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
quantitativa
Suplemento alimentar comercial
Suplementos alimentares comerciais para camarões
marinhos
Células semi-granulares
Solução isotônica de ácido etilenodiamino tetra-acético
Síndrome da necrose hepatopancreática aguda
Superoxide dismutase
Ágar de tiossulfato, citrato, bílis e sacarose



xv

TGS I
TGS II
TRL 1
TRL 2
TRL 3
Trolox
TSA
TTC
UFC
UV
WSSV
WSV
α2-m
βG

Transglutaminase I
Transglutaminase II
Toll-like receptor 1
Toll-like receptor 2
Toll-like receptor 3
Ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico
Ágar tríptico de soja
Cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio
Unidades formadoras de colônia
Ultravioleta
White spot syndrome vírus
White spot vírus
α2-macroglobulin
β-1,3-glicana



xvi

SUMÁRIO

1 INTRODUÇÃO .............................................................................................. 19
2 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................22
2.1 PRINCIPAIS PATÓGENOS NA CARCINICULTURA ..............................22
2.1.1 Vírus da síndrome da mancha branca ..............................................22
2.1.2 Vibriose .............................................................................................23

2.2 RESPOSTA IMUNOLÓGICA EM CAMARÕES ......................................25
2.3 ANTIBIÓTICOS NA AQUICULTURA ......................................................28
2.4 PRODUTOS NATURAIS NA AQUICULTURA ........................................30
2.5 PLANTAS COM POTENCIAL FITOTERÁPICO ......................................32
2.5.1 Achyrocline satureioides (Lam.) DC. .................................................32
2.5.2 Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm. ..................................33
2.5.3 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf .....................................................33
2.5.4 Cymbopogon winterianus Jowitt & Bor. ............................................34
2.5.5 Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson .............................................34
2.5.6 Lippia origanoides Kunth ..................................................................35
2.5.7 Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze ............................................36
2.5.8 Ocimum gratissimum L. ....................................................................36
2.5.9 Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. ......................................37
2.5.10 Psidium guajava L. .......................................................................... 37
2.5.11 Varronia curassavica Jacq. .............................................................38
2.5.12 Allium sativum L. .............................................................................39
2.5.13 Citrus limon (L.) Osbeck .................................................................39
2.5.14 Ocimum basilicum L. .......................................................................40
2.5.15 Salvia officinalis L. ..........................................................................40
2.5.16 Thymus vulgaris L. ..........................................................................40
2.5.17 Spondias mombin Jacq. .................................................................. 41
2.5.18 Myracrodruon urundeuva Allemão ..................................................41
2.5.19 Punica granatum L. .........................................................................42

REFERÊNCIAS ................................................................................................43
3 OBJETIVOS .................................................................................................. 66
3.1 Objetivo geral ..........................................................................................66
3.2 Objetivos específicos ..............................................................................66

CAPÍTULO I ..................................................................................................... 67



xvii

Óleos essenciais com potencial de aplicação na carcinicultura: composição
química e atividade antibacteriana contra Vibrio parahaemolyticus*...............67

RESUMO.......................................................................................................................68
ABSTRACT...................................................................................................................69
1 INTRODUÇÃO..........................................................................................................70
2 MATERIAL E MÉTODOS....................................................................................... 72
2.1 Material vegetal..................................................................................................72
2.2 Obtenção do óleo essencial.............................................................................73
2.3 Caracterização química dos óleos essenciais.............................................. 74

2.4 Atividade antibacteriana................................................................................... 74

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO.............................................................................76
3.1 Caracterização dos óleos essenciais............................................................. 76

3.2 Atividade antibacteriana................................................................................... 80

4 CONCLUSÕES.........................................................................................................90
REFERÊNCIAS............................................................................................................91
CAPÍTULO II.............................................................................................................. 106
Composição química e atividade antibacteriana dos extratos etanólicos de
Spondias mombin L., Myracrodruon urundeuva Allemão e Punica granatum
L. contra Vibrio parahaemolyticus....................................................................... 106

RESUMO.....................................................................................................................107
ABSTRACT................................................................................................................ 108
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................109
2 MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................110
2.1 Material vegetal................................................................................................110
2.2 Obtenção do extrato etanólico (EE)............................................................. 111
2.3 Caracterização química dos extratos etanólicos........................................112

2.4 Atividade antibacteriana................................................................................. 114

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO...........................................................................116
3.1 Caracterização dos extratos etanólicos.......................................................116

3.2 Atividade antibacteriana................................................................................. 118

4 CONCLUSÕES.......................................................................................................124
REFERÊNCIAS......................................................................................................... 125
CAPÍTULO III............................................................................................................. 135
Atividade antioxidante in vitro de óleos essenciais e extratos etanólicos de
espécies vegetais...................................................................................................135

RESUMO.....................................................................................................................136



xviii

ABSTRACT................................................................................................................ 137
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................138
2 MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................139
2.1 Material vegetal................................................................................................139
2.2 Obtenção do óleo essencial.......................................................................... 140
2.3 Obtenção do extrato etanólico (EE)............................................................. 141
2.4 Atividade antioxidante.....................................................................................141

2.5 Análise estatística............................................................................................144

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO...........................................................................144
4 CONCLUSÕES.......................................................................................................150
REFERÊNCIAS......................................................................................................... 151
CAPÍTULO IV.............................................................................................................158
Toxicidade aguda de óleos essenciais e extratos etanólicos de plantas
náuplios de Artemia salina...........................................Erro! Indicador não definido.

RESUMO.....................................................................................................................159
ABSTRACT................................................................................................................ 160
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................161
2 MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................162
2.1 Material vegetal................................................................................................162
2.2 Obtenção do óleo essencial.......................................................................... 163
2.3 Obtenção do extrato etanólico (EE)............................................................. 164
2.4 Toxicidade aguda - Concentração Letal (CL50)......................................... 164

2.5 Análise estatística............................................................................................165

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO...........................................................................166
4 CONCLUSÕES.......................................................................................................172
REFERÊNCIAS......................................................................................................... 173
CAPÍTULO V..............................................................................................................178
Efeito da suplementação dietética de extratos etanólicos de Myracrodruon
urundeuva Allemão e Punica granatum L. na imunomodulação e resistência
de Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) contra o vírus da mancha branca
178

RESUMO.....................................................................................................................179
ABSTRACT................................................................................................................ 180
1 INTRODUÇÃO........................................................................................................181
2 MATERIAL E MÉTODOS.....................................................................................183
2.1 Material vegetal................................................................................................183



xix

2.2 Obtenção do extrato etanólico (EE)............................................................. 184
2.3 Design experimental....................................................................................... 184
2.4 Cultura de Vibrio parahaemolyticus..............................................................187

2.5 Determinação da atividade antibacteriana da hemolinfa (AAH)..............188
2.6 Contagem total de hemócitos (CTH)............................................................189
2.7 Expressão de genes imunorelacionados.....................................................190

2.8 Diagnóstico de WSSV.................................................................................... 191

2.9 Infecção por WSSV.........................................................................................192

2.10 Análise estatística......................................................................................... 192

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO...........................................................................193
4 CONCLUSÕES.......................................................................................................202
REFERÊNCIAS......................................................................................................... 202
CONSIDERAÇÕES FINAIS.....................................................................................210
APÊNDICES...............................................................................................................212
ANEXOS..................................................................................................................... 235



19

1 INTRODUÇÃO

O camarão branco do Pacífico Litopenaeus vannamei (Figura 1)

encontra-se naturalmente distribuído ao longo da costa do Pacífico na América

Central e do Sul, e tornou-se a espécie de cultivo mais importante em todo o

mundo devido ao desenvolvimento bem sucedido de técnicas de manejo em

cativeiro (TAYAG et al., 2010; CHEN et al., 2012). Em 2016 a produção

mundial desse crustáceo foi 12,46% maior que no ano de 2014, totalizando 4,1

bilhões de toneladas (FAO, 2018).

Figura 1 - Exemplares de Litopenaeus vannamei de uma fazenda de criação do norte do Piauí.

Fonte: próprio autor.

A produção comercial dessa espécie de camarão tem sido dificultada

por infecções endêmicas e epidêmicas como vibrioses, doenças virais e

fúngicas, as quais provocam elevadas taxas de mortalidade (TASSANAKAJON

et al., 2018), e têm gerado significativo impacto sobre a rentabilidade da

indústria (POURMOZAFFAR; HAJIMORADLOO; MIANDARE, 2017).

A deterioração do ambiente aquícola, pelo emprego de altas densidades

de estocagem e uso indiscriminado de antibióticos, tem colaborado

significativamente para o aumento da susceptibilidade de ocorrências de surtos
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de doenças, devido ao estresse provocado nos animais somado ao aumento

da resistência bacteriana a antibióticos (YEH et al., 2009a; CHEN et al., 2016a).

As estratégias tradicionais de controle de doenças na carcinicultura

empregam antibióticos e desinfetantes químicos (MONTERO-ROCHA et al.,

2006; POURMOZAFFAR; HAJIMORADLOO; MIANDARE, 2017). Contudo,

essas práticas já não são recomendadas devido ao surgimento de resistência

bacteriana, à preocupações sobre o impacto ambiental e a proteção da vida

selvagem (HSIEH et al., 2013).

Diante do atual quadro sanitário da cadeia produtiva do camarão branco

do Pacífico, a melhoria da imunidade e da resistência a doenças tornou-se

imprescindível para o crescimento continuado e sustentável da indústria

carcinícola (TASSANAKAJON et al., 2018). Desse modo, a busca por métodos

alternativos para melhorar a imunidade de L. vannamei se faz necessária, a fim

de diminuir a incidência de surtos de doenças (RUNGRASSAMEE et al., 2014).

Surge, portanto, a possibilidade de uso de produtos naturais como forma mais

ecológica para o controle das doenças da carcinicultura (ISHWARYA et al.,

2018).

Na literatura científica são apresentados resultados relevantes

abordando a utilização de produtos naturais derivados de plantas na

aquicultura, seja como antimicrobiano ou como promotoras da melhoria do

sistema imunológico de peixes e camarões (WU et al., 2015; TREJO-FLORES

et al., 2016; PRABU et al., 2018). Dentre as espécies brasileiras com potencial

aplicação como antimicrobianos, como a Achyrocline satureioides (Lam.) DC.

(JORAY; PALACIOS; CARPINELLA, 2013), Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt

& R.M.Sm. (KERDUDO et al., 2016), Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

(PARTOVI et al., 2019), C. winterianus Jowitt & Bor. (SILVEIRA et al., 2012),

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson (NUNES et al., 2018), L. origanoides

Kunth (LOBO et al., 2014), Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze (MALAR et

al., 2012), Ocimum gratissimum L. (CHIMNOI et al., 2018), O. basilicum L.

(BALDIM et al., 2018), Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. (ROCHA et

al., 2017), Psidium guajava L. (SOLIMAN et al., 2016), Varronia curassavica

Jacq (MATIAS et al., 2016), Allium sativum L. (LAWAL et al., 2016), Citrus

limon (L.) Osbeck (CHUNG; CHO; RHEE, 2018), Salvia officinalis L.
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(WIJESUNDARA; RUPASINGHE, 2018), Thymus vulgaris L. (REYES-JURADO

et al., 2019), Spondias mombin L. (AROMOLARAN; BADEJO, 2014),

Myracrodruon urundeuva Allemão (PIRES et al., 2018) e Punica granatum L.

(YOUSSEF; EL-MAHMOUDY, 2019), as quais, em sua maioria, ainda não

foram investigadas quanto a sua ação antibacteriana contra Vibrio

parahaemolyticus, um patógeno causador de significativas perdas na

carcinicultura.

Ante o exposto, o presente trabalho objetivou investigar a composição

química e o efeito antibacteriano de produtos naturais a base de plantas

encontradas no Brasil contra estirpes de V. parahaemolyticus, a atividade

antioxidante e a toxicidade aguda em náuplios de Artemia salina. Os resultados

dos estudos citados anteriormente embasaram a escolha de um produto

natural para investigação de seus efeitos na melhoria do sistema imunológico

de camarões Litopenaeus vannamei.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 PRINCIPAIS PATÓGENOS NA CARCINICULTURA

2.1.1 Vírus da síndrome da mancha branca

Dentre as doenças virais que afetam o desenvolvimento da

carcinicultura, a virose da mancha branca tornou-se atualmente a maior

ameaça global (LI; WENG; HE, 2019). O agente causador da mancha branca é

o vírus da síndrome da mancha branca (sigla em inglês - WSSV) ou o vírus da

mancha branca (WSV). O WSSV é um vírus de DNA de cadeia dupla (dsDNA)

de envelope grande pertencente ao gênero Whispovirus e à família Nimaviridae

(LIGHTNER, 2011). Por se tratar de um vírus envelopado, o WSSV utiliza suas

proteínas do envelope para se conectar ao hospedeiro antes da infecção

(YANG et al., 2018). O WSSV é considerado um dos vírus mais onipresentes e

letais para camarões cultivados (WANG et al., 1999; YANG et al., 2018). As

variações genéticas desse patógeno resultam em cepas com diferentes

virulências (SUN et al., 2016).

O vírus da mancha branca possui uma vasta lista de hospedeiros, dentre

eles: todos os camarões peneídeos, Exopalaemon orientalis, Macrobrachium

rosenbergii e Procambarus clarkii (WANG et al., 1999). Esse vírus também já

foi detectado em caranguejos e lagostas selvagens, copépodos e Artemia

(CHANG; CHEN; WANG, 1998; WANG et al., 1998). Em temperaturas acima

de 32°C, o WSSV não se desenvolve em L. vannamei, porém quando abaixo

de 25°C a doença se desenvolve rapidamente com até 100% de mortalidade

(LIGHTNER, 2011).

Em Litopenaeus vannamei afetados pelo WSSV ocorre rápida redução

no consumo de alimentos, letargia e cutícula com alguns pontos brancos, que

representam depósitos anormais de sais de cálcio pelo epitélio cuticular

infectado (LIGHTNER, 2011). Um gene da proteína cuticular de L. vannamei

chamado LvAMP13.4, pode ser significativamente regulado durante uma

infecção aguda causada por WSSV (YANG et al., 2018). Também, em muitos
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casos, camarões moribundos podem apresentar uma coloração variando do

rosa ao castanho avermelhado, devido à expansão dos cromatóforos, com

poucas ou nenhuma mancha branca (MEDINA-FÉLIX et al., 2014).

Uma infecção primária causada por WSSV pode enfraquecer os

camarões, aumentando sua suscetibilidade a infecções bacterianas (infecções

secundárias), sendo normalmente as bactérias do gênero Vibrio agentes

oportunistas em infecções secundárias (SELVIN; LIPTON, 2003).

2.1.2 Vibriose

Vibriose é o nome geral para um grupo de condições clínicas de

gravidade variável, tipicamente associadas ao gênero Vibrio, cujos membros

são bacilos gram-negativos, positivos para citocromo oxidase, anaeróbios

facultativos, muitos dos quais requerem NaCl para o crescimento (JANDA;

NEWTON; BOPP, 2015).

Os membros do gênero Vibrio, que totalizam mais de 100 espécies,

estão predominantemente associados a uma variedade de habitats aquáticos,

sobretudo marinhos, sendo exceção limitada a essa regra as espécies V.

cholerae e V. mimicus não-halofílicas, que podem ser encontradas em

ambientes de água doce (CHAKRABORTY; NAIR; SHINODA, 1997; KIM et al.,

2019).

Em humanos as vibrioses podem variar de casos leves de gastroenterite

a situações de risco de vida, como septicemia e infecções invasivas da pele e

dos tecidos moles (JANDA; NEWTON; BOPP, 2015). Na indústria carcinícola,

as doenças infecciosas causadas pelas espécies de Vibrio representam

grandes desafios enfrentados em todo o mundo, causando perdas econômicas

consideráveis de até U$ 3 bilhões por ano (FÉLIX et al., 2017; SRINIVASAN;

RAMASAMY, 2017). Os principais patógenos oportunistas do camarão branco

do Pacífico são Vibrio harveyi, V. alginolyticus e V. parahaemolyticus,

conhecidos por causar sérios surtos (SAULNIER et al., 2000; WEN et al., 2014;

TEPAAMORNDECH et al., 2019).

Vibrio harveyi é uma bactéria marinha bioluminescente em forma de

bastonete, que pode causar vibriose tanto em vertebrados marinhos quanto em
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invertebrados, levando a perdas significativas nos sistemas de aquicultura

(THIRUGNANASAMBANDAM et al., 2019). A infecção por V. harveyi causa a

vibriose luminosa, doença da cauda branca ou síndrome vermelho-brilhante,

levando à mortalidade maciça em incubadoras de camarão

(TEPAAMORNDECH et al., 2019; CHUMPOL et al., 2019). Produtos

extracelulares incluindo proteases, fosfolipases, sideróforos e hemolisinas ou

exotoxinas podem ser considerados os causadores da sua patogenicidade

(STALIN; SRINIVASAN, 2017; THIRUGNANASAMBANDAM et al., 2019).

O V. alginolyticus é um importante patógeno em ambientes costeiros e

estuarinos (ZHU; SUN; WANG, 2019). Essa bactéria normalmente causa

infecção quando a imunidade do hospedeiro é comprometida, sendo, desta

forma, considerado um patógeno secundário e oportunista que causa alta

mortalidade de camarões em ambientes estressantes (ZHU; WANG; SUN,

2016). Tanto moluscos como crustáceos podem ser afetados por esse

patógeno, especialmente camarões, os quais podem sofrer danos na carapaça

(úlcera cutânea) e hepatopâncreas (BUNPA; SERMWITTAYAWONG;

VUDDHAKUL, 2016; KONG et al., 2018).

O V. parahaemolyticus é o patógeno causador da síndrome da necrose

hepatopancreática aguda (sigla em inglês AHPND), responsável por prejudicar

gravemente a produção de camarões e consequentemente a renda econômica

(THITAMADEE et al., 2016; WANGMAN et al., 2018). Esse patógeno atua

principalmente em ambientes costeiros e estuarinos (SHI et al., 2019).

A distribuição de V. parahaemolyticus nos ambientes marinhos

relaciona-se com a temperatura da água, sendo raramente encontrado em

locais com temperatura menor que 15°C (SU; LIU, 2007). A infecção causada

por essa bactéria em camarões pode provocar inatividade dos animais,

crescimento lento, estômago e intestino médio vazios, e atrofiamento

associado à palidez do hepatopâncreas (LEE et al., 2015; ELSHOPAKEY et al.,

2018).

Nos primeiros 20 a 30 dias após o povoamento com pós-larvas, a

AHPND pode causar até 100% de mortalidade (RAJA et al., 2017;

ELSHOPAKEY et al., 2018). Essa doença foi primeiramente relatada na China

em 2009 e subsequentemente no Vietnã (2010), Malásia (2011), Tailândia
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(2012), México (2013) e Filipinas (2014) (LEE et al., 2015; WANGMAN et al.,

2018).

2.2 RESPOSTA IMUNOLÓGICA EM CAMARÕES

Os camarões dependem de uma resposta imune inata para se defender

contra patógenos (ISHWARYA et al., 2018). A vacinação como estimulação

imunológica é amplamente usada para prevenir doenças em mamíferos e

outros vertebrados, mas não é adequada para invertebrados como camarões,

uma vez que esses animais possuem apenas imunidade inata e não têm

capacidade de produzir anticorpos (MOTAMEDI-SEDEH et al., 2017).

A presença de partículas estranhas na hemocele dos camarões provoca

uma resposta imunológica iniciada através do reconhecimento das moléculas

estranhas como lipopolissacarídeos (LPS) e peptidoglicano (PG) derivados de

paredes celulares de bactérias, e β-1,3-glicana (βG) derivada de fungos e

micélios de levedura, as quais são identificadas como padrões moleculares

associados a patógenos (PMAP) por moléculas de reconhecimento do

hospedeiro (proteínas de reconhecimento de padrões – PRP) (LEE;

SÖDERHÄLL, 2002; YUDIATI et al., 2016).

No sistema imunológico inespecífico dos crustáceos os hemócitos são

as principais células envolvidas na resposta imunitária, incluindo a atividade

fagocítica e a ativação do sistema profenoloxidase (proPO)

(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006; WU et al., 2017). Os

hemócitos podem ser classificados em 3 tipos, com base na presença de

grânulos citoplasmáticos: células hialinas (HCs), células semi-granulares

(SGC), e células granulares (GC) (TAYAG et al., 2010).

Nos crustáceos Decapoda as células semi-granulares e granulares são

induzidas à desgranulação por moléculas microbianas ou estranhas como LPS,

βG, e PG na presença de proteínas de reconhecimento de padrões específicos

(PPR), como por exemplo, as proteínas de ligação de βG (YEH et al., 2010a;

YUDIATI et al., 2016).

As PRP desencadeiam o sistema proPO na presença de polissacarídeos

microbianos, libertando proPO e outras proteínas. A conversão de proPO
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inativo ocorre através de proteólise de uma serino-protease do tipo tripsina para

fenoloxidase ativa (PO). A forma PO é uma oxidoredutase que catalisa duas

reações sucessivas: a primeira, de hidroxilação de um monofenol a o-difenol

(atividade monofenoloxidásica) e, a segunda, de oxidação do o-difenol a o-

quinona (atividade difenoloxidásica). A produção de o-quinonas resulta na

síntese de melanina através de uma cascata de reações químicas

intermediárias, sendo a maioria espontânea, não mediada por enzimas

(CERENIUS; SÖDERHÄLL, 2004; CHEN et al., 2012).

Desta forma o sistema proPO é ativado através da conversão

proteolítica de proPO à fenoloxidase (PO) por PPR ativas na presença de

PMAP que subsequentemente resultam na ativação de processos de

imunidade inata, tais como melanização, liberação de compostos citotóxicos e

encapsulação de agentes patogênicos (CERENIUS; LEE; SÖDERHÄLL, 2008).

A melanização é uma resposta imune de animais invertebrados,

especialmente artrópodes, à parasitas, que ocorre devido a atividade de uma

oxidoredutase, a fenoloxidase. Esta enzima faz parte de um sistema complexo

de proteinases, proteínas de reconhecimento de padrões e inibidores,

chamado de sistema de ativação da profenoloxidase (proPO) (SÖDERHÄLL;

CERENIUS, 1998). Nesse processo a conversão de profenoloxidase à enzima

ativa pode ser trazida por quantidades minúsculas de moléculas como

lipopolissacarídeos, peptidoglicano e β-1-3-glicana a partir de microorganismos

(SMITH; BROWN; HAUTON, 2003).

Quando uma partícula estranha entra na hemolinfa, os hemócitos

reconhecem o intruso como uma molécula não própria do organismo e

transformam-se em células adesivas, aderindo-se fortemente ao agente

invasor, ligando-se e espalhando-se pela superfície do intruso de modo a

formar uma bainha de células de várias camadas durante o encapsulamento

(figura 2) (JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006; YUDIATI et al.,

2016).
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Figura 2 - Ilustração do complexo sistema de defesa inato dos camarões sendo ativado pela
desgranulação dos hemócitos devido ao reconhecimento de padrões moleculares associados a
agentes patogênicos.

FONTE: adaptado de Jiravanichpaisal; Lee; Söderhäll (2006).

Como resultado da ativação do sistema proPO o parasita é enegrecido

na hemolinfa hospedeira pela deposição de melanina devido à ação da

fenoloxidase. Esta reação é chamada de melanização, e é facilmente

observada em torno de parasitas na hemolinfa ou no exoesqueleto (cutícula)

(JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2006). Após a ativação do sistema,

as proteínas associadas ganham atividade biológica e participam das reações

de defesa celular do animal hospedeiro, através da produção local de quinonas

ou semiquinonas citotóxicas através da cascata de ativação proPO, radicais

livres e peptídeos antibacterianos (SÖDERHÄLL; CERENIUS, 1998;

JIRAVANICHPAISAL; LEE; SÖDERHÄLL, 2008).

Outro fenômeno diretamente relacionado à resposta imunitária de

crustáceos diz respeito ao burst respiratório (RB), o qual pode ser induzido,

mediante estimulação adequada, por componentes solúveis tais como lectinas,

LPS ou por estímulos fagocíticos particulados. A estimulação conduz ao
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aumento abrupto do consumo de oxigênio, catalisado por uma enzima ligada à

membrana celular, NADPH-oxidase, que dá origem ao superóxido (O2-).

Iniciadas a partir do superóxido, uma série de reações levam à produção de

peróxido de hidrogênio (H2O2) e outros compostos reativos, os quais são

utilizados no combate aos agentes invasores (MUÑOZ et al., 2000; ESQUER-
MIRANDA et al., 2016).

O estresse oxidativo é uma condição fisiológica que resulta de um

desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio (EROs) e a concentração

de antioxidantes, que pode resultar em danos ao DNA, proteínas e lipídios (HE

et al., 2017). A eliminação eficaz e rápida das EROs é essencial para o bom

funcionamento e sobrevivência do organismo (HSIEH et al., 2013; WU et al.,

2015).

Após o estresse oxidativo natural, há a elevação da concentração da

enzima superóxido dismutase, que é responsável pela eliminação de ânion

superóxido, para que não haja prejuízos ao hospedeiro (danos celulares ou até

mesmo ao DNA) devido à elevada concentração de compostos reativos de

oxigênio (CHENG et al., 2005; ESQUER-MIRANDA et al., 2016). Portanto,

capacidade antioxidante do organismo diante do estresse oxidativo causado

pela resposta inflamatória à infecções é de suma importância para a

manutenção da saúde.

2.3 ANTIBIÓTICOS NA AQUICULTURA

A aquicultura enfrenta problemas crescentes com doenças bacterianas,

cujo tratamento requer o uso intensivo de antimicrobianos, os quais são

comumente usados durante todo ciclo de produção, tanto na fase larval quanto

na de crescimento (SAXENA et al., 2018). Não há antibióticos projetados

especificamente para a aquicultura, portanto, são utilizados produtos

autorizados desenvolvidos para outras áreas da medicina veterinária (SANTOS;

RAMOS, 2016). Na China, alguns antibióticos projetados apenas para seres

humanos, por exemplo, cloranfenicol, ciprofloxacina, eritromicina e furazolidona,

tem seu uso frequentemente relatado na aquicultura (LIU; STEELE; MENG,

2017).
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Na aquicultura, os antimicrobianos geralmente são administrados a

populações inteiras contendo indivíduos doentes e saudáveis, por um processo

conhecido como metafilaxia (SANTOS; RAMOS, 2018). Os antibióticos são

normalmente adicionados à água principalmente por meio de alimentos

enriquecidos com medicamentos, porém, os antibióticos não consumidos e

excretados podem permanecer na coluna de água ou atingir o sedimento

subjacente, aumentando continuamente sua concentração no ambiente

(MARTINS et al., 2019). Estima-se que um mínimo de 75% dos antibióticos

usados nos sistemas de aquicultura são exportados para o ambiente ao redor

acumulando-se nos sedimentos (LALUMERA et al., 2004)

Os níveis atuais de uso de antimicrobianos na aquicultura em todo o

mundo não são fáceis de determinar, porque diferentes países têm diferentes

sistemas de distribuição e registro (SAXENA et al., 2018). Por exemplo, na

China, o maior produtor aquícola do mundo, 13 antibióticos foram autorizados

para uso na aquicultura (doxiciclina, enrofloxacina, florfenicol, flumequina,

neomicina, norfloxacina, ácido oxolínico, sulfadiazina, sulfametazina,

sulfametoxazol, sulfamonometoxina, trimetofenicol e trimetofenicol), enquanto

apenas cinco (amoxicilina, ácido oxolínico, oxitetraciclina, sarafloxacina e

trimetoprim-sulfadiazina) foram autorizadas para uso no Reino Unido (SANTOS;

RAMOS, 2016; LIU; STEELE; MENG, 2017).

No Brasil, o órgão que regula o uso de medicamentos na aquicultura,

assim como nos demais setores de produção animal, é a Secretaria de Defesa

Agropecuária (SDA), que compõe o Ministério da Agricultura, Pecuária e

Abastecimento (CUNHA, 2017). Na aquicultura brasileira, os dois antibióticos

com registro para uso são o florfenicol e a oxitetraciclina, ambos com amplo

espectro de ação contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (PILARSKI;

GARCIA; SUTILI, 2017).

Muitas bactérias resistentes a antibióticos têm sido encontradas no

ambiente, representando um risco a saúde pública. O uso intensivo de

antibióticos é uma das principais causas para a introdução de resistência

bacteriana (HSIEH et al., 2013; ZHAI et al., 2019). O maior risco potencial à

saúde pública associado ao uso de antimicrobianos na aquicultura é o

desenvolvimento de um reservatório de genes de resistência transferíveis em

bactérias no ambiente aquático, uma vez que esses genes podem ser
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disseminados por transferência horizontal para outras bactérias e, finalmente,

atingir patógenos humanos (SANTOS; RAMOS, 2016).

Na criação de camarões uma grande quantidade de substâncias

antimicrobianas é administrada de forma imprudente, e por isso, muitas

estirpes de Vibrio têm sido relatadas como resistentes a antibióticos, mesmo

utilizando-se concentrações acima da concentração inibitória mínima indicada

(REBOUÇAS et al., 2011; ROCHA; SOUSA; VIEIRA, 2016).

Em vários países, os perfis de resistência a antibióticos mais

frequentemente observados em Vibrio envolvem ampicilina, penicilina e

tetraciclina (ELMAHDI; DA SILVA; PARVEEN, 2016). O uso de antibióticos

será, provavelmente, mantido nos cultivos de camarão por um longo tempo,

devido à facilidade de acesso aos produtos (ZHANG; LI; SUN, 2011). Portanto,

o monitoramento do uso de drogas antimicrobianas na aquicultura deve ser

incentivado, a fim de melhorar sua gestão para o benefício da saúde pública e

segurança alimentar (REBOUÇAS et al., 2011).

Considerando o dano potencial dos tratamentos com medicamentos

veterinários sobre o meio ambiente e a saúde humana e, em alguns casos, sua

eficácia limitada, o manejo das doenças deve se concentrar em métodos

inofensivos, preventivos e duradouros (REVERTER et al., 2014; ZHAI et al.,

2019).

Haja vista que o uso indiscriminado de antibióticos para o tratamento de

bacterioses pode levar a promoção de efeitos secundários indesejáveis, surge

a necessidade de utilização de compostos que não tragam riscos a saúde

coletiva e ao ambiente, o que pode ser alcançado pelo emprego de produtos

naturais (SMITH; BROWN; HAUTON, 2003; HAI, 2015).

2.4 PRODUTOS NATURAIS NA AQUICULTURA

Na aquicultura uso de óleos essenciais e extratos alcoólicos têm

mostrado resultados relevantes em testes de atividade antimicrobiana in vitro

(PILARSKI; GARCIA; SUTILI, 2017), porém testes in vivo são mais escassos.

Na carcinicultura, testes com produtos derivados de plantas têm aumentado,

com objetivo de investigar compostos com atividade antimicrobiana e que
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melhorem a resistência de camarões às infecções causadas por bactérias e

vírus (WU et al., 2017; ZHAI et al., 2019).

O uso de produtos naturais na aquicultura pode reduzir os custos de

tratamentos, além de ser uma prática ambientalmente amigável devido sua

maior biodegradabilidade e por serem menos propensos a produzir resistência

aos microrganismos devido à alta diversidade de moléculas (REVERTER et al.,

2014).

Os produtos naturais utilizados na aquiculltura incluem ervas,

especiarias, compostos extraídos de plantas e produtos comerciais derivados

de vegetais. Tais produtos podem ser administrados como um todo (planta

inteira), partes (folha, caule, raiz ou semente) ou compostos extraídos através

do uso da água ou outros solventes, quer isoladamente ou como uma

combinação de compostos (HAI, 2015). A seleção de compostos naturais

adequados com potenciais propriedades benéficas aos camarões mostra-se

como uma tarefa um tanto difícil, sendo, portanto, perfeitamente razoável que

indícios possam ser obtidos a partir de informações disponíveis sobre

bioprodutos com conhecida ação em vertebrados superiores (SMITH; BROWN;

HAUTON, 2003).

Nos últimos anos, a eficácia de produtos naturais de diferentes origens

tem sido extensivamente estudada na criação de camarões no que diz respeito

a performances zootécnicas e de saúde (PILOTTO et al., 2019). Pesquisas

também se concentram nos efeitos sinérgicos dos antibióticos e medicamentos

naturais, uma vez que as combinações de medicamentos também podem

reduzir substancialmente a probabilidade de desenvolvimento de resistência a

medicamentos e melhorar a eficácia do tratamento (ZHAI et al., 2019).

Muitas plantas têm sido relatadas como promotoras de ação anti-

estresse, de aumento do crescimento, estimulação do apetite, aumento da

tonicidade, imunoestimulação e propriedades anti-patogênicas em peixes e

camarões devido a grupos de compostos como alcalóides, terpenóides, taninos,

saponinas, glicosídeos, flavonóides, fenólicos ou esteróides (REVERTER et al.,

2014; PALANIKUMAR et al., 2018; WU et al., 2019).

Pesquisas têm relatado a melhoria de parâmentros zootécnicos (ganho

de peso, sobrevivência a infecções experimentais), parâmetros

hematoimunológicos (catalase, superóxido desmutase, atividade da
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profenoloxidase, glutationa peroxidase, contagem total de hemócitos e

atividade antibacteriana da hemolinfa) e parâmetros genéticos (modulação de

genes imunorelacionados) de L. vannamei pela administração de produtos

naturais derivados de plantas, como: suplementos alimentares a base de

Panax ginseng (LIU et al., 2011), de mananoligossacarídeos da farinha de

copra (RUNGRASSAMEE et al., 2014; LI et al., 2018), de polissacárideos de

Angelica sinensis (PAN; JIANG; WU, 2018) e Astragalus membranaceus (ZHAI

et al., 2019), Gynura bicolor (WU et al., 2015), Yucca schidigera (YANG et al.,

2015), Aloe vera (TREJO-FLORES et al., 2016), Syzygium cumini (PRABU et

al., 2018) e Rubus coreanus (SUBRAMANIAN et al., 2013); injeção no seio

ventral com solução contendo derivados de Gynura bicolor (HSIEH et al., 2013),

Cinnamomum kanehirae (YEH et al., 2009b) e Toona sinensis (HSIEH et al.,

2008) e imersão dos camarões em água do mar com produtos extraídos de

Camellia sinensis (KONGCHUM et al., 2016).

Países com rica biodiversidade de flora, como o Brasil, têm uma ampla

variedade de espécies de plantas, o que implica em uma grande diversidade

de biomoléculas com propriedades farmacológicas (GOMIDE et al., 2016), as

quais possuem potencial promissor para uso na aquicultura (BOIJINK et al.,

2016). Nas últimas décadas, óleos essenciais e diversos extratos vegetais têm

sido foco de grande interesse dos pesquisadores por representarem potenciais

recursos naturais com diversas aplicações (MICHIELIN et al., 2009).

2.5 PLANTAS COM POTENCIAL FITOTERÁPICO

2.5.1 Achyrocline satureioides (Lam.) DC.

A macela, Achyrocline satureioides (Asteraceae), é uma planta herbácea,

nativa da América tropical, rica em flavonóides e terpenos, com amplo uso na

medicina tradicional (SABINI et al., 2016). Seu potencial biológico somado à

baixa genotixicidade (SABINI et al., 2013; SALGUEIRO et al., 2016) se reflete

no fato das 175 moléculas aprovadas para tratamento de câncer
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entre 1940 e 2014, 49% são produtos naturais ou derivados dessa planta

(SOUZA et al., 2018).

Os compostos presentes nessa planta possuem potencial para o

tratamento de tumores gliais (SOUZA et al., 2018), ação antioxidante (GOLTZ

et al., 2018), atividade antiviral (SABINI et al., 2016), atividade antibacteriana

(JORAY; PALACIOS; CARPINELLA, 2013), cicatrizante (PEREIRA et al., 2017),

anti-inflamatório (RIBEIRO et al., 2018), propriedades vasorelaxantes

(HNATYSZYN et al., 2004), antiespasmódica (SIMÕES et al., 1988) e atividade

colerética (KADARIAN et al., 2002).

2.5.2 Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm.

A colônia, Alpinia zerumbet (Zingiberaceae), é uma planta que cresce

amplamente nas regiões subtropicais e tropicais (CAVALCANTI et al., 2012), e

é abundante no nordeste brasileiro (PINTO et al., 2009). As espécies do

gênero Alpinia geralmente possuem grandes rizomas que são usados como

alimento, temperos ou produtos medicinais (RAO et al., 2014).

Estudos mostram que os compostos bioativos dessa espécie possuem

potencial para prevenção e controle de doenças neurodegenerativas (RAO et

al., 2014), ação como agente hipotensor (CUNHA et al., 2013; TAO; HU; SHEN,

2013) e potencial antioxidante (CAVALCANTI et al., 2012). Essa planta

também pode ser utilizada como antidepressivo (MELO et al., 2015),

antiespasmódico no músculo intestinal e vascular (PINHO et al., 2005),

antihelmíntico (UPADHYAY et al., 2013) e antibacteriano (KURADE et al., 2010;

CASTRO et al,. 2016).

2.5.3 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf

Cymbopogon citratus, também conhecida como capim-limão, é uma erva

perene nativa da Índia e amplamente cultivada em outras regiões tropicais e

subtropicais (SAGRADAS et al., 2015) muito utilizada na medicina popular em

todo o mundo (COSTA et al., 2011).
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Essa planta possui potencial antimalárico (CHUKWUOCHA;

FERNÁNDEZ-RIVERA; LEGORRETA-HERRERA, 2016), antioxidante

(JAMUNA et al., 2017), anti-inflamatório (FRANCISCO et al., 2013; COSTA et

al., 2016), antibacteriano (NAIK et al., 2010; BASSOLÉ et al., 2011),

gastroprotetor (SAGRADAS et al., 2015), antinociceptivo (VIANA et al., 2000) e

atividade redutora do colesterol (COSTA et al., 2011).

2.5.4 Cymbopogon winterianus Jowitt & Bor.

A citronela, Cymbopogon winterianus (Cardiopteridaceae), é uma planta

aromática que produz um óleo essencial rico em biocompostos, sendo os mais

expressivos o citronelal, geraniol e limonemo (KAKARAPARTHI et al., 2014;

CRUZ et al., 2015).

Na literatura há relatos sobre importantes propriedades dos compostos

dessa planta, como atividade antibacteriana (SILVEIRA et al., 2012),

antifúngica (CRUZ et al., 2015), depressora do Sistema Nervoso Central

(MELO et al., 2010), anticonvulsivante (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2008),

inseticida (SILVA et al, 2016), repelente (CHELLAPPANDIAN et al., 2018), anti-

inflamatório (MELO et al., 2010), antioxidante (LEITE et al., 2010) e moluscicida

contra o transmissor da esquistossomose (RODRIGUES et al., 2013).

2.5.5 Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson

A erva cidreira, Lippia alba (Verbenaceae), é uma planta medicinal

amplamente utilizada em diferentes regiões da América Central e do Sul como

tranquilizante e para desordens digestivas, respiratórias e cardiovasculares

(GOMES et al., 2018). Os metabólitos secundários descritos para esta espécie

incluem flavonóides, taninos, saponinas triterpênicas iridóides e resinas

(AZAMBUJA et al., 2011). Seus compostos fenólicos possuem significativa

atividade antioxidante (NUNES et al., 2018).

O óleo essencial dessa planta tem efeito ansiolítico nos peixes Rhamdia

quelen e Danio rerio (JUNIOR et al., 2018). Tem ação no tratamento



35

antiparasitário das brânquias de tambaqui (SOARES et al., 2016), anestésico

para bagre prata Rhamdia quelen (BÜRGER et al., 2014), para o tambacu

(SENA et al., 2016) e pós-larvas de Litopenaeus vannamei (PARODI et al.,

2012), e como antioxidante para os breves períodos de hipóxia ou hiperóxia

que ocorrem durante o transporte de peixes (AZAMBUJA et al., 2011).

Pesquisas têm demonstrado que o OE apresenta atividade larvicida

contra o carrapato Rhipicephalus microplus (PEIXOTO et al., 2015), atividade

inseticida contra Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum (PEIXOTO et al.,

2015), antiulcerogênico (PASCUAL et al., 2001), além de possuir atividade

antimicrobiana contra várias bactérias do gênero Staphylococcus, Shigella,

Mycobacterium, e fungos do gênero Candida (HENNEBELLE et al., 2008).

2.5.6 Lippia origanoides Kunth

O alecrim pimenta, Lippia origanoides (Verbenaceae), é um arbusto com

folhas odoríferas, tipicamente encontrado na Caatinga do nordeste do Brasil

(VERAS et al., 2017). Estudos anteriores demonstraram que seu óleo essencial

ou extrato etanólico é um potencial inseticida contra cupim Cryptotermes brevis

(SANTOS et al., 2017), gorgulho-de-milho Sitophilus zeamais (OLIVEIRA et al.,

2017), ácaro Tetranychus urticae (CAVALCANTI et al., 2010) e carrapatos

Rhipicephalus sanguineus e Amblyomma cajennense (GOMES et al., 2014) e

antifúngico contra Candida albicans (FUNARI et al, 2012; FARIAS et al., 2012).

Os derivados dessa planta também possuem ação antiparasitária contra

Monogenoidea de Oreochromis niloticus (SOARES; TAVARES-DIAS, 2013),

anti-leishmania in vitro (MEDEIROS et al., 2011), antihelmítico (CAMURÇA-

VASCONCELOS et al., 2008), com efeitos positivos contra a resposta de

irritação dérmica e cicatrização de feridas (OLIVEIRA et al., 2014), anti-

inflamatório (MONTEIRO et al., 2007) e antibacteriano contra Staphylococcus

aureus (VERAS et al., 2012) e Streptococcus mutans (LOBO et al., 2014).
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2.5.7 Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze

O bamburral, Mesosphaerum suaveolens, é uma planta comumente

conhecida no Brasil, pertencente à família Lamiaceae, com comprovada ação

inibidora enzimática (enzimas CYP1A2, CYP2D6 e CYP3A4) (THOMFORD et

al., 2018), ação citotóxica contra células cancerígenas (ARAI et al., 2015),

atividade larvicida contra Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex

quinquefasciatus, (ELUMALAI et al., 2017).

Essa espécie de planta também possui propriedades antinociceptivas

(SANTOS et al., 2007; BEGUM; SAMA; DODLE, 2016), gastro-protetora em

diferentes modelos de úlcera gástrica aguda (JESUS et al., 2013), anti-

hiperglicêmica (MISHRA et al. 2011), antioxidante (GHAFFARI et al., 2012),

anti-inflamatória (JESUS et al., 2009), com atividade inibitória in vitro contra

Aeromonas formicans, A. hydrophilia, Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Klebsiella pneumonia e Pseudomonas aeruginosa isolados de tilápia

(Oreochromis niloticus) (MALAR et al., 2012), e inibidora de vários outros

microrganismos, incluindo bactérias e fungos (MONDAL et al., 2007).

2.5.8 Ocimum gratissimum L.

A alfavaca-cravo, Ocimum gratissimum (Lamiaceae), é uma erva

aromática amplamente distribuída em regiões tropicais, como a América do Sul,

a África e o sul e o sudeste da Ásia (CHIMNOI et al., 2018). Nesta planta são

encontrados vários compostos bioativos, como polifenóis, flavonóides e ácidos

graxos (VENUPRASAD et al., 2014).

Nesta planta já foi verificada ação hipoglicemiante (OKON; UMOREN,

2017), potencial fonte de antioxidantes naturais (HZOUNDA et al., 2016),

atividade anti-inflamatória (AJAYI et al., 2017), potencial atividade hipotensora

(SHAW; WU; WANG, 2017) e ação antifúngica (DAMBOLENA et al., 2010).

Também já foi estudado seu potencial antileishmanial (UEDA-

NAKAMURA et al, 2006), antidiarreico (OFFIAH; CHIKWENDU, 1999), anti-

inflamatório no tratamento da asma alérgica ocasionada pelo ácaro Blomia

tropicalis (COSTA et al, 2012), contra distúrbios digestivos (MADEIRA et al.,
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2002), inibidora da eclodibilidade de ovos de Haemonchus contortus (PESSOA

et al., 2002) e antibacteriano (CHIMNOI et al., 2018).

O óleo essencial dessa espécie pode ser utilizado na aquicultura como

anestésico e anti-helmíntico em tambaquis (Colossoma macropomum)

(BOIJINK et al., 2016), antiparasitário de peixes Gyrodactylus sp., além de

melhorar a resposta antioxidante do bagre prata (BANDEIRA JR et al., 2017) e

melhorar a sobrevivência do bagre africano à infecção causada por Listeria

monocytogenes (ABDEL-TAWWAB et al., 2018). Também pode ser utilizada

como anestésico em silver catfish Rhamdia quelen (SILVA et al., 2012) e na

melhoria da resistência da tilápia Oreochromis niloticus à infecção causada por

Streptococcus agalactiae (BRUM et al., 2017).

2.5.9 Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew.

O Pilocarpus microphyllus, de nome comum Jaborandi, é uma planta

historicamente usada para fins medicinais (CALDEIRA et al., 2017). As

espécies do gênero Pilocarpus apresentam uma ampla distribuição na América

Latina, ocorrendo do sul da América Central (México) ao sul da América do Sul

(CALDEIRA et al., 2017). Essa planta era tradicionalmente utilizada para tratar

úlceras na boca, resfriados e gripes, e mais recentemente, descobriu-se que o

jaborandi induz tanto a transpiração quanto a salivação (SKIRYCZ et al., 2016).

A pilocarpina é um alcalóide obtido das folhas das plantas desse gênero,

com importantes aplicações farmacêuticas no tratamento do glaucoma

(ANDREAZZA et al., 2015). Seus alcalóides podem ser utilizados como

estratégia terapêutica para danos gastrointestinais induzidos por naproxeno

(NICOLAU et al., 2017) e também demonstram potencial antidiabético

(FERRERES et al., 2015).

2.5.10 Psidium guajava L.

A goiabeira, Psidium guajava, é uma planta encontrada em regiões

tropicais e subtropicais, incluindo a América Latina, Europa, Ásia e África,



38

sendo tradicionalmente utilizado na medicina popular em todo o mundo no

tratamento de inúmeras doenças (KIM et al., 2016), principalmente como

antidiarreico (GUTIÉRREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008). Os produtos naturais da

goiabeira apresentaram flavonóides e fenóis solúveis em sua composição

(SOBRAL-SOUZA et al., 2019). As folhas dessa planta são tradicionalmente

utilizadas no tratamento dos distúrbios relacionados com o fígado, sistema

digestivo, coração, rim e intestino (BHAGAVATHY; MAHENDIRAN;

KANCHANA, 2019).

O óleo essencial dessa espécie possui atividade antimicrobiana contra

bactérias gram-positivas e gram-negativas (SOLIMAN et al., 2016, WELI et al.,

2018) e seu extrato já foi descrito com relevante atividade antioxidante (MILANI

et al., 2018), antifúngica (FERNANDES et al., 2014), antiviral (MORAIS-

BRAGA et al., 2016) e antinflamatória (MCCOOK-RUSSELL et al., 2012).

Os flavonóides isolados de folhas de goiabeira são capazes de inibir o

crescimento de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae isoladas de

peixes (RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2007). Seu extrato

também foi descrito com capacidade de ativar mecanismos imunitários não

específicos e melhorar a resistência de Oreochromis mossambicus à infecção

causada por Aeromonas hydrofila (GOBI et al., 2016).

2.5.11 Varronia curassavica Jacq.

A Varronia curassavica (Cordia verbenacea) (Boraginaceae) é uma

planta medicinal, nativa do Brasil, distribuída ao longo da costa leste da

Amazônia até o sul do estado do Rio Grande do Sul, comumente conhecida

como erva-baleeira, pimenteira ou erva-preta (SCIARRONE et al., 2017). As

partes aéreas dessa planta possuem um aroma muito forte e persistente, e têm

sido usadas na medicina popular na forma de extratos alcoólicos, decocções e

infusões por seus produtos anti-ulcerais, antimicrobianos, anti-inflamatórios,

antirreumáticos e analgésicos (PASSOS et al., 2007).

Essa planta possui atividade antitumoral (PARISOTTO et al. 2012),

potencial terapêutico em doenças alérgicas envolvendo histamina (OLIVEIRA

et al., 2011), atividade antiulcerogênica (ROLDÃO et al., 2008), efeitos
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analgésicos e antinflamatórios (SERTIÉ et al., 2005), atividade antibacteriana

forte contra cepas gram-positivas (MATIAS et al., 2016), além de ser uma

importante fonte de antioxidantes (MICHIELIN et al., 2011).

2.5.12 Allium sativum L.

O Allium sativum, comumente conhecido como alho, é uma planta de

floração perene que cresce até 30-60 cm de altura e é usado em todo o mundo

em diferentes doenças (MOHAMMADI; HEIDARPOUR; BORJI, 2018).

Pesquisas comprovaram que essa planta possui atividade inseticida

(SHAMSI et al., 2018), esquistossomicida (ALY et al, 2017), anti-helmíntica

(MOHAMMADI; HEIDARPOUR; BORJI, 2018), antibacteriana (LAWAL et al.,

2016), antifúngica (MENDOZA-JUACHE et al., 2017), imunoestimulante

(CHANDRASHEKARA; VENKATESH, 2016), atividade antioxidante (CHENG;

HUANG, 2018) e pode ser utilizada como agente preventivo contra infecção

monogênica na aquicultura (MILITZ et al., 2013).

2.5.13 Citrus limon (L.) Osbeck

O Citrus limon, pertencente à família Rutaceae, é uma fonte potencial de

vitamina C, e o óleo essencial é usado em várias preparações para tratamento

da pele (OTANG; AFOLAYAN, 2016). Os efeitos antibacterianos, antioxidantes

e anticancerígenos encontrados nas plantas cíttricas são devidos ao seu alto

conteúdo de compostos fenólicos, particularmente o limoneno, um dos

principais compostos de seu óleo essencial (BABA et al., 2016).

As folhas desta planta possuem atividade antifúngica (AMMAD et al.,
2018), imunoestimulante em tilápia (Oreochromis mossambicus) (BABA et al.,

2016), propriedades antidiarreicas (ADENIYI et al., 2017), antibacteriana

(OTANG; AFOLAYAN, 2016) e antioxidante (FANCELLO et al., 2016;

SMERIGLIO et al., 2019).
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2.5.14 Ocimum basilicum L.

O Ocimum basilicum, conhecido popularmente como manjericão ou

manjericão doce, originalmente encontrado na Ásia tropical e subtropical

(BALDIM et al, 2018). Esta é uma planta medicinal tradicionalmente importante

que pertence à família Lamiaceae cultivada em todo o mundo em várias

regiões (SUNDARARAJAN et al., 2018).

Pesquisas demonstraram que o manjericão possui atividade antifúngica,

fitotóxica, hemaglutinante (AHMAD et al., 2016), antibacteriana (BALDIM et al,

2018), antioxidante e larvicida (DRIS et al., 2017), antidiabética

(MALAPERMAL et al., 2017), anti-inflamatória (RODRIGUES et al., 2016;

2017), antileishmanial (KHAN et al., 2015), vasorelaxante (AMRANI et al.,

2009) e pode promover o crescimento e melhorias nas variáveis hematológicas

de Oreochromis niloticus (SOUZA et al., 2019).

2.5.15 Salvia officinalis L.

Salvia officinalis, também conhecida como salvia, é uma planta

aromática da família Lamiaceae nativa do Oriente Médio e Mediterrâneo e suas

partes aéreas têm uma longa história de uso na culinária e medicina tradicional

(GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).

Esta planta possui relevante atividade antioxidante (EL EUCH et al.,

2019), anti-inflamatórias (LI et al., 2019), antinociceptivas (GHORBANI;

ESMAEILIZADEH, 2017), atividade gastroprotetora (MAYER et al., 2009),

atividade antileishmanial (NIKMEHR et al., 2014), antifúngica (SOOKTO et al.,

2013), anticâncer (RUSSO et al., 2013) e antibacteriana (ADRAR; OUKIL;

BEDJOU, 2016).

2.5.16 Thymus vulgaris L.

O tomilho, Thymus vulgaris, é uma erva nativa do mediterrâneo que

possui significativa importância culinária e medicinal, devido a características
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como atividade antifúngica (KOHIYAMA et al., 2015), potencial antioxidante

(BANERJEE et al., 2019), ação antibacteriana (EGUCHI et al., 2016; REYES-

JURADO et al., 2019), atividade anti-inflamatória (HABASHY et al., 2018),

calmante (KOMAKI et al., 2016), anti-helmíntica (FERREIRA et al., 2016) e anti-

tumoral (NIKOLIĆ et al., 2014).

2.5.17 Spondias mombin Jacq.

Spondias mombin L. é uma planta pertencente à família Anacardiaceae

e nativa do Brasil, conhecida popularmente como cajá (CABRAL et al., 2016).

Todas as partes da árvore são medicinalmente importantes, utilizadas como

diurético, febrífugo, antidiarreico, no tratamento de hemorróidas e usado para

gonorréia e leucorréia (AYOKA et al., 2006).

Estudos tem demosntrado forte ação antibacteriana contra bactérias

gram-negativas como Klebsiella pneumonia, Serratia marcescens, Salmonella

typhi e Enterobacter aerogens; e bactérias gram-positivas como

Staphylococcus aureus (AROMOLARAN; BADEJO, 2014). As folhas e casca

dessa planta também possuem potencial benefício terapêutico na

hepatotoxicidade induzida por xenobióticos (NWIDU et al., 2018), além de

produzir efeitos ansiolíticos e antidepressivos (SAMPAIO et al., 2018).

2.5.18 Myracrodruon urundeuva Allemão

A espécie Myracrodruon urundeuva Allemão, também conhecida como

aroeira-do-sertão, pertencente à família Anacardiaceae, é uma árvore nativa

que ocorre naturalmente no bioma Caatinga do semi-árido do nordeste

brasileiro (MATOS et al., 2019). É amplamente utilizada na medicina popular

(MONTEIRO et al., 2006), e possui comprovada ação antibacteriana (PIRES et

al., 2018), antifúngica (SÁ et al., 2009a), antiviral (CECÍLIO et al., 2016), anti-

leishmania (CARVALHO et al., 2017) gastroprotetora e antinflamatória

(GALVÃO et al., 2018).
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A casca desta árvore é usada para o tratamento de dores e infecções no

sistema genito-urinário, pele, tecidos subcutâneos e sistema digestivo (SÁ et

al., 2009b). Essa planta também possui grande importância econômica devido

à utilização de sua madeira para construções, mas está em risco de extinção

(SÁ et al., 2009c).

2.5.19 Punica granatum L.

A romã, Punica granatum L. (Lythraceae), é uma planta utilizada no

tratamento de várias doenças, como agente antiparasitário, no tratamento de

aftas, diarréia e úlceras (PAGLIARULO et al., 2016). As diferentes partes dessa

planta são conhecidas como reservatórios naturais de compostos bioativos

(BEKIR et al., 2013).

Propriedades antibacterianas já foram verificadas nos frutos, suco,

folhas, casca e raiz (GULUBE; PATEL, 2016; ELBATANONY et al, 2019) e

propriedades antivirais nas folhas (ANGAMUTHU et al., 2019).
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Produtos naturais com potencial uso na carcinicultura
e seus efeitos na imunoestimulação de Litopenaeus vannamei

(BOONE, 1931)

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Realizar a prospecção de um imunoestimulante natural derivado de

plantas visando melhorar a resistência de L. vannamei contra infecção do vírus

da síndrome da mancha branca

3.2 Objetivos específicos

 Investigar óleos essenciais com potencial de aplicação na carcinicultura,
com base na avaliação da composição química e atividade
antibacteriana contra V. parahaemolyticus.

 Pesquisar o potencial de aplicação na carcinicultura de extratos
etanólicos de plantas, com base na avaliação da composição química e
atividade antibacteriana contra V. parahaemolyticus.

 Avaliar a atividade antioxidante de óleos essenciais e extratos etanólicos
de espécies vegetais.

 Determinar a toxicidade aguda de óleos essenciais e extratos etanólicos
em náuplios de Artemia salina.

 Pesquisar sobre o efeito da suplementação dietética de extrato etanólico
de M. urundeuva e P. granatum na imunomodulação e resistência de L.
vannamei contra infecção causada pelo vírus da mancha branca.
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CAPÍTULO I

Óleos essenciais com potencial de aplicação na carcinicultura:
composição química e atividade antibacteriana contra Vibrio

parahaemolyticus
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RESUMO

Agentes patogênicos se tornaram grandes obstáculos à produção e
comercialização do camarão Litopenaeus vannamei. Devido aos problemas da
resistência microbiana aos antibióticos, buscam-se novas alternativas
utilizando-se compostos naturais. Portanto, este estudo objetivou avaliar a
composição química e atividade antibacteriana do óleo essencial (OE) das
espécies: Achyrocline satureioides, Alpinia zerumbet, Cymbopogon citratus, C.
winterianus, Lippia alba, L. origanoides, Mesosphaerum suaveolens, Ocimum
gratissimum, O. basilicum, Pilocarpus microphyllus, Psidium guajava, Varronia
curassavica, Allium sativum, Citrus limon, Salvia officinalis e Thymus vulgaris.
O OEs dos espécimes coletados foi obtido por hidrodestilação em aparelho tipo
Clevenger e a caracterização química foi realizada por cromatógrafia gasosa
com espectrometria de massas. A atividade antimicrobiana dos OEs foi
avaliada contra as cepas V. parahaemolyticus (IOC 18950) e V.
parahaemolyticus isolada a partir da hemolinfa de camarões L. vannamei de
uma fazenda de criação do Nordeste do Brasil. Após identificação das
bactérias no sistema OMNILOG GEN III, foi determinada a concentração
inibitória mínima (CIM), e nas amostras com atividade antibacteriana positiva
foi determinada a concentração bactericida mínima (CBM). Os antibióticos
oxitetraciclina, enrofloxacino e ampicilina foram utilizados como controle
positivo no ensaio. Foram identificados os seguintes compostos majoritários:
1,8-cineol, 2-tridecanona, acetato de trans-pinocarveíla, cânfora, citronelal,
citronelol, E-cariofileno, eugenol, geranial, germacreno D, geraniol, limoneno,
linalol, mirceno, neral, p-cimeno, sabineno, sulfeto de dialila, dissulfeto de
dialila, trissulfeto de dialila, terpinen-4-ol, timol, α-pineno, β-pineno e γ-
terpineno. Os valores de CIM e CBM variaram de 0,156 a 10 mg.mL-1 para as
estirpes bacterianas utilizadas. O OE de C. citratus mostrou a atividade
antibacteriana mais forte contra a cepa de V. parahaemolyticus (IOC 18950)
(CIM e CBM = 0,156 mg.mL-1). Contra a cepa de V. parahaemolyticus isolado
da hemolinfa de camarão os OE de C. citratus, C. winterianus e L. alba tiveram
o menor valor de CBM (0,313 mg.mL-1). Os OE de L. alba, C. winterianus, L.
origanoides, S. officinalis, A. zerumbet, O. basilicum e V. curassavica tiveram
atividade bactericida superior à ampicilina contra as duas cepas de V.
parahaemolyticus. Sugerem-se os compostos majoritários como potenciais
agentes microbicidas contra V. parahaemolyticus. Desta forma, os óleos
essenciais estudados têm potenciais aplicações no controle da bactéria V.
parahaemolyticus.

Palavras-chave: antibiótico; antimicrobiano natural; gastroenterite; patologia;
resistência bacteriana
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ABSTRACT

Pathogens have become major obstacles to the production and trade of shrimp
Litopenaeus vannamei. Due to the problems of microbial resistance to
antibiotics, new alternatives are sought using natural compounds. The objective
of this study was to evaluate the chemical composition and antibacterial activity
of the essential oil (EO) of the species: Achyrocline satureioides, Alpinia
zerumbet, Cymbopogon citratus, C. winterianus, Lippia alba, L. origanoides,
Mesosphaerum suaveolens, Ocimum gratissimum, O. basilicum, Pilocarpus
microphyllus, Psidium guajava, Varronia curassavica, Allium sativum, Citrus
limon, Salvia officinalis and Thymus vulgaris. The EO of the specimens
collected was obtained by hydrodistillation in a Clevenger type apparatus and
the chemical characterization of the EOs was performed using a gas
chromatograph coupled to a mass spectrometer. The antimicrobial activity of
EOs was evaluated against the V. parahaemolyticus (IOC 18950) and V.
parahaemolyticus isolated from the L. vannamei shrimp hemolymph from a
shrimp farm in the northeast of Brazil. After identification of the bacteria in the
OMNILOG GEN III system, the minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined, and in the samples with positive antibacterial activity the minimum
bactericidal concentration (MBC) was determined. The oxytetracycline,
enrofloxacin and ampicillin antibiotics were used as a positive control in the
assay. The following major compounds have been identified: 1,8-cineole, 2-
tridecanone, trans-pinocaroneyl acetate, camphor, citronellal, citronellol, E-
caryophyllene, eugenol, geranial, germacrene D, geraniol, limonene, linalool,
myrene, p-cymene, sabinene, diallel sulfide, diallyl disulfide, diallyl trisulfide,
terpinen-4-ol, thymol, α-pinene, β-pinene and γ-terpinene. MIC and MBC
ranged from 0.156 to 10 mg.mL-1 for the bacterial strains used. The EO of C.
citratus showed the strongest antibacterial activity against the V.
parahaemolyticus strain (IOC 18950) (MIC and MBC = 0.156 mg.mL-1). The EO
of C. citratus, C. winterianus and L. alba had the lowest MBC value (0.313
mg.mL-1) against V. parahaemolyticus strain isolated from shrimp hemolymph.
The EO of L. alba, C. winterianus, L. origanoides, S. officinalis, A. zerumbet, O.
basilicum and V. curassavica had bactericidal activity superior to ampicillin
against the 2 strains of V. parahaemolyticus. Major compounds are suggested
as potential microbicidal agents against the bacterial strains tested. In this way,
the essential oils studied may have potential applications in the control of V.
parahaemolyticus.

Keywords: natural antimicrobial; biosecurity; gastroenteritis; pathology;
bacterial resistance
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1 INTRODUÇÃO

O camarão branco do Pacífico Litopenaeus vannamei (Boone, 1931) é

uma das espécies marinhas comerciais mais importantes do mundo, e durante

as últimas duas décadas múltiplos agentes patogênicos se tornaram grandes

obstáculos à sua produção e comercialização (RAJA et al., 2017). As bactérias

do gênero Vibrio são frequentemente mencionadas nesse contexto, devido ao

seu grande impacto na produtividade da carcinicultura (WANGMAN et al.,

2018).

O Vibrio parahaemolyticus é uma bactéria gram-negativa halofílica,

mesófila, em forma de bastonete e autóctone do ambiente aquático marinho

(KUMAR et al., 2014). Essa bactéria é responsável por causar a síndrome da

mortalidade precoce, também conhecida como síndrome da necrose

hepatopancreática aguda em camarões (SNHPA) (KHIMMAKTHONG;

SUKKARUN, 2017).

Os camarões afetados pela SNHPA podem apresentar severa atrofia do

hepatopâncreas e descamação maciça de células epiteliais, o que provoca

necrose, anorexia, crescimento lento e mortalidade em grande escala nas

unidades de produção, e consequentemente grandes perdas econômicas

(RAJA et al., 2017; QIN et al., 2018). Além disso, também há grande

preocupação com a saúde humana, uma vez que V. parahaemolyticus é um

dos principais causadores de gastroenterite bacteriana transmitida por frutos do

mar em todo o mundo (ORTIZ-JIMÉNEZ, 2018; SILVA et al., 2018).

Uma vez que muitos patógenos impactam negativamente o crescimento

da produção aquícola, novas práticas de manejo, visando a biossegurança,

devem ser adotadas (LI et al., 2015; RAJA et al., 2017). Devido aos problemas

da resistência microbiana, são buscadas alternativas aos antibióticos,

principalmente compostos naturais, ervas e fitoquímicos, os quais atualmente

têm gerado grande demanda de pesquisas (BEGUM; SAMA; DODLE, 2016;

PRABU et al., 2018).

Na aquicultura, o uso de produtos naturais vem ganhando destaque, por

serem fontes promissoras de substâncias bioativas contra parasitos e

microrganismos, além de não serem prejudiciais ao meio ambiente (SOARES;

TAVARES-DIAS, 2013). Como por exemplo, o óleo essencial (OE) de L.
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origanoides possui forte atividade antimicrobiana, pode agir como modificador

de antibióticos (VERAS et al., 2017). E o OE de Ocimum gratissimum já foi

descrito com atividade anestésica e anti-helmíntica em tambaquis (Colossoma

macropomum) (BOIJINK et al., 2016).

Os OEs são geralmente considerados como aditivos seguros (GRAS -

Generally Recognized as Safe) (FDA, 2018). A Agência Nacional de Vigilância

Sanitária (ANVISA) do Brasil considera que os produtos aromatizantes e as

substâncias que se utilizem delas em sua elaboração devem responder, pelo

menos, aos requisitos de identidade e pureza e às demais especificações

reconhecendo-se como fonte bibliográfica base documentos como EFSA

(European Food Safety Authority), FAO/WHO (Expert Committee on Food

Additives) e USA Code of Federal Regulation (CFR/ Food and Drug

Administration – FDA) (ANVISA, 2007).

Relatos anteriores têm mostrado importante atividade antibacteriana de

compostos naturais extraídos de plantas encontradas no Brasil, como:

Achyrocline satureioides (JORAY; PALACIOS; CARPINELLA, 2013), Alpinia

zerumbet (KERDUDO et al., 2016), Cymbopogon citratus (PARTOVI et al.,

2019), C. winterianus (SILVEIRA et al., 2012), Lippia alba (NUNES et al.,

2018), L. origanoides (LOBO et al., 2014), Mesosphaerum suaveolens (MALAR

et al., 2012), Ocimum gratissimum (CHIMNOI et al., 2018), O. basilicum

(BALDIM et al., 2018), Pilocarpus microphyllus (ROCHA et al., 2017), Psidium

guajava (SOLIMAN et al., 2016), Varronia curassavica (MATIAS et al., 2016),

Allium sativum (LAWAL et al., 2016), Citrus limon (CHUNG; CHO; RHEE, 2018),

Salvia officinalis (WIJESUNDARA; RUPASINGHE, 2018) e Thymus vulgaris

(REYES-JURADO et al., 2019). Porém, não há muitos registros quanto

à ação antibacteriana contra Vibrio parahaemolyticus, um patógeno

responsável por provocar grandes perdas na carcinicultura.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a composição

química e atividade antibacteriana contra V. parahaemolyticus dos óleos

essenciais das espécies vegetais supracitadas, encontradas no Brasil, com

perspectivas de aplicação na carcinicultura.
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2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material vegetal

As espécies vegetais coletadas para utilização neste estudo estão

descritas na Tabela 1. A coleta das partes aéreas das plantas foi realizada no

mês de março de 2018, no período da manhã, em Parnaíba, Piauí, Brasil (03°

05' 12,5‖S 041° 47' 01,2‖W). O material botânico coletado foi herborizado de

acordo com os procedimentos descritos por Fidalgo e Bononi (1984).

A identificação do material se deu por meio de bibliografias

especializadas e uso de chaves específicas (GOMES; NEGRELLE, 2003;

LOEUILLE et al., 2013; SALIMENA; MÚLGURA, 2015), bem como, através de

comparações com materiais já identificados e depositados no Herbário HDelta.

O sistema adotado para classificação dos taxa foi o Angiosperm Phylogeny

Group (APG IV, 2016). A grafia correta dos nomes científicos foi realizada por

meio do banco de dados Missouri Botanical Garden (GARDEN, 2016). O

material botânico encontra-se depositado no acervo da Universidade Federal

do Delta do Parnaíba – UFDPar.

Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba (HDELTA) da
Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das espécies vegetais coletadas para
utilização neste estudo.
Nome comum Nome científico Registro HDelta

Macela Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 5464
Colônia Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm. 5475
Citronela Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 5472

Capim limão C. winterianus Jowitt & Bor. 5471
Erva cidreira Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson 5466

Alecrim pimenta L. origanoides Kunth 5469
Bamburral Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze 5463

Alfavaca cravo Ocimum gratissimum L. 5467
Jaborandi Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew. 0258
Goiabeira Psidium guajava L. 5473

Erva baleeira Varronia curassavica Jacq. 5468

Também foram utilizados óleos essenciais adquiridos comercialmente

(Sigma-Aldrich) das seguintes espécies: Allium sativum L., Citrus limon (L.)
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Osbeck, Ocimum basilicum L., Salvia officinalis L. e Thymus vulgaris L. Este

estudo foi aprovado pelo Conselho Brasileiro de Gestão do Patrimônio

Genético (CGEN) (acesso n° A00721D).

2.2 Obtenção do óleo essencial

O procedimento de obtenção dos óleos essenciais foi realizado no

Laboratório de Análises Clínicas Animal (LACA) da Embrapa Meio-Norte,

Parnaíba, Piauí, Brasil. O material botânico (folhas) coletado foi seco à sombra

em temperatura ambiente. Posteriormente 600 g da amostra desidratada foram

imersas em água destilada (3500 ml), e o óleo essencial (OE) obtido por

hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger adaptado a um balão de fundo

redondo de 5000 mL (Figura 1). O tempo de extração foi estabelecido em 240

minutos, a partir do ponto de ebulição da água. Após a extração o OE foi

armazenado em frasco âmbar a 4°C (adaptado de YEN e LIN, 2017).

Figura 1 - Esquema de hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger.

Fonte: próprio autor.
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2.3 Caracterização química dos óleos essenciais

A caracterização química dos óleos essenciais foi realizada no
Laboratório Multiusuário de Química de Produtos Naturais da EMBRAPA
Agroindústria Tropical em Fortaleza, Ceará Brasil. A análise da composição
quimica dos óleos essenciais foi realizada por cromatografia a gás acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em um instrumento Agilent modelo GC-
7890B/MSD-5977A (quadrupolo), com impacto de elétrons a 70 eV, coluna HP-
5MS metilpolissiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm, Agilent), gás carreador

hélio com fluxo 1,00 mL.min-1 (8,8 psi) e velocidade linear constante de 36,8

cm.s-1, temperatura do injetor 250°C, temperatura do detector 150°C,

temperatura da linha de transferência 280°C. A programação do forno
cromatográfico teve temperatura inicial de 70°C, com rampa de aquecimento de

4°C.min-1 até 180°C e acréscimo de 10°C.min-1 até 250°C ao término da

corrida (34,5 min).
Os índices de retenção dos componentes voláteis foram calculados por

injeção de uma mistura de padrões contendo uma série homóloga de alcanos

C7-C30 em uma coluna HP-5MS (SEIFI et al., 2014; HU et al., 2019). Os

analitos foram identificados com base na comparação com os dados obtidos a

partir de espectrometria de massa disponível no Instituto Nacional de Padrões

e Tecnologia (NIST, 2012), e de dados da literatura (ADAMS, 2017). A

concentração relativa de cada composto no óleo foi quantificada com base na

área do pico, que foi integrada no programa de análise.

2.4 Atividade antibacteriana

As análises foram realizadas no Laboratório de Análises Clínicas Animal

(LACA) da Embrapa Meio-Norte, Parnaíba, Piauí, Brasil. A atividade

antimicrobiana do OE de cada espécie vegetal foi avaliada contra uma cepa

padrão de Vibrio parahaemolyticus do Instituto Oswaldo Cruz (IOC 18950) e

um cepa de V. parahaemolyticus isolada a partir da hemolinfa de camarões

Litopenaeus vannamei de uma fazenda de criação do Nordeste do Brasil. Para

o isolamento da cepa proveniente da hemolinfa dos camarões, amostras foram
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retiradas por meio de punção no seio ventral com uma seringa de 1 mL

carregada com solução anticoagulante fria (2-8°C): Solução Isotônica para

Camarões (SIC-EDTA) (VARGAS-ALBORES; GUZMÁN; OCHOA, 1993). Em

seguida, a hemolinfa foi inoculada em placas com ágar de tiossulfato-citrato-

bílis-sacarose (TCBS) a 37°C durante 24h. As colônias verdes ou azul-

esverdeadas foram presuntivamente selecionadas como colônias de V.

parahaemolyticus e transferidas para placas de ágar tríptico de soja (TSA)

contendo 2% de NaCl (ALIPOUR; ISSAZADEH; SOLEIMANI, 2014).

As bactérias tiveram sua identificação confirmada utilizando-se o sistema

OMNILOG GEN III de acordo com as instruções do fabricante. As colônias de V.

parahaemolyticus utilizadas foram inoculadas em BUGTM Agar (Biolog) com 2%

de NaCl e incubadas a 34°C por 24 h. Após a incubação, uma única colônia foi

coletada e inoculada em 10 ml de fluido de inoculação (IF-B) (Biolog Inc., EUA). O

IF-B inoculado foi dispensado em uma microplaca de 96 poços (GEN

BI MicroPlate) usando um pipetador de repetição multicanal. A microplaca foi

incubada a 33°C por 24 horas. A leitura foi realizada automaticamente pelo

sistema computadorizado MicroStation™ (Biolog Inc., EUA) do software

(OmniLog® Data Collection).

A atividade antibacteriana do OE foi avaliada pelo método de

microdiluição em caldo nutritivo, adaptado de CLSI (2012). As cepas

bacterianas foram mantidas em ágar Mueller Hinton (Merck) e incubadas a

34±2°C. Uma solução estoque de OE de cada espécie foi preparada com 50%

de etanol P.A. e 1% Tween 80 (U.S.P.) em água destilada. O caldo Mueller

Hinton suplementado com 2% de NaCl foi previamente inoculado com uma

suspensão bacteriana padrão ajustada para 0.5 McFarland (aproximadamente

1,5x108 UFC mL-1). Em seguida, 180 µL do caldo nutriente com bactérias foram

pipetados em todos os poços da primeira linha da microplaca de 96 poços, e nos
demais poços 100 µL. Posteriormente, foram transferidas alíquotas de 20

μL da solução estoque (100 mg.mL−1) de OE nos poços da primeira linha da

placa de microtitulação (totalizando 200 µL). A partir do poço ―A‖ até o poço
―G‖, de cada coluna da microplaca, as soluções foram diluídas em série
(diluições por 2) com caldo nutriente, pipetando-se 100 µL de um poço para
outro. Ao final foi descartado 100 µL de solução de cada poço da última linha
da placa de microtitulação.
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Os antibióticos oxitetraciclina, enrofloxacino e ampicilina foram utilizados

como controle positivo no ensaio. Em cada microplaca foram mantidos

controles de esterilidade (caldo nutritivo sem adição de inóculo bacteriano) e

controles de crescimento (caldo nutritivo com inóculo bacteriano com e sem

Tween 1%). Todas as placas de microdiluição foram incubadas a 34 ± 2°C

durante 24 horas em condições de aerobiose. Todos os testes de avaliação da

atividade antimicrobiana foram realizados em triplicata.

O crescimento microbiano foi detectado visualmente e confirmado pela

adição de 20 µL de solução aquosa de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazólio (TTC) a

3% (m/v) com incubação adicional de 1 hora, à mesma temperatura. A

concentração inibitória mínima (CIM) foi definida como a menor concentração

do óleo essencial que inibiu totalmente o crescimento microbiano.

Para determinação da concentração bactericida mínima (CBM) amostras

de 10 µL foram obtidas dos poços nos quais se verificou inibição do

crescimento bacteriano e subcultivadas em placas de Petri contendo ágar

Mueller Hinton (2% NaCl) e incubadas a 34 ± 2°C durante 24h. A CBM foi

definida como a menor concentração de cada óleo essencial que inviabilizou

totalmente o crescimento bacteriano sobre o ágar sem a presença do agente

antimicrobiano.

Com base no desempenho individual da atividade antibacteriana dos

OEs, foi realizado um novo ensaio para verificar o possível sinergismo da

atividade antibacteriana (CIM e CBM) dos quatro melhores óleos (A. zerumbet,

C. citratus, C. winterianus e L. alba). Esses OEs foram testados aos pares em

misturas com diferentes proporções (25%-75%, 50%-50% e 75%-25%).

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Caracterização dos óleos essenciais

Os monoterpenos hidrocarbonetos representaram o principal grupo de

compostos das amostras de OEs em A. zerumbet (65,76%;), C. limon (98,67%),

M. suaveolens (77,42%), P. guajava (44,24%), S. officinalis (56,39%) e V.

curassavica (48,47%). Os monoterpenos oxigenados foram mais
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representativos em A. satureioides (67,98%), C. citratus (84,41%), C.

winterianus (87,27), L. alba (56,65%), L. origanoides (52,95%), O. basilicum

(84,5%) e T. vulgaris (59%). Em P. microphyllus a maioria dos compostos

foram sesquiterpenos hidrocarbonetos (58,38%). Os fenilpropanoides foram

predominantes em O. gratissimum (47,49%), e compostos sulfonados em A.

sativum (92,47%) (Tabela 2, Apêndice A).

O perfil químico do OE de A. satureioides revelou 20 compostos, sendo

o acetato de trans-pinocarveíla (56,25%) e β-pineno (25,51%) os principais. Em

A. sativum foram descritos 8 compostos, com maior representatividade de

sulfeto, dissulfeto e trissulfeto de dialila (32,17%, 25,43% e 15,79%,

respectivamente). Dentre os 27 compostos identificados em A. zerumbet,

terpinen-4-ol (27,73%), 1,8-cineol (19,24%) e γ-terpineno (14,94%) estavam em

maior quantidade. No OE de C. limon o limoneno (74,18%) e β-pineno (12,22%)

foram predominantes dentre os 12 compostos identificados. No OE de C.

citratus foram encontrados 13 compostos, sendo o geranial (42,81%), neral

(33,37) e mirceno (13,31%) os mais abundantes. Em C. winterianus os

compostos citronelal (38,86%), geraniol (33,11%) e citronelol (12%) foram os

mais representativos dentre os 20 compostos identificados.

O óleo de L. alba apresentou geranial (23,01%), limoneno (17,01%) e

neral (15,46%) como compostos majoritários, dentre os 23 compostos

identificados. Do total de 23 compostos presentes no OE de L. origanoides,

timol (47,19%), p-cimeno (16,04%) e E-cariofileno (11,26%) predominaram. A

análise química do óleo de M. suaveolens evidenciou 28 compostos, sendo o

principal constituinte o 1,8-cineole (44,54%) seguido de sabineno (13,45%). O

perfil químico do óleo de O. basilicum revelou 14 compostos, sendo o linalol

(74,17%) o principal, enquanto o óleo de O. gratissimum continha 12

compostos, com o maior conteúdo de eugenol (47,49%) e 1,8-cineole (36,79%).
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Tabela 2 – Concentração de compostos majoritários (%) identificados na análise de composição química do óleo essencial de
Achyrocline satureioides (A), Allium sativum (B), Alpinia zerumbet (C), Citrus limon (D), Cymbopogon citratus (E), C. winterianus (F),
Lippia alba (G), L. origanoides (H), Mesosphaerum suaveolens (I), Ocimum basilicum (J), O. gratissimum (K), Pilocarpus
microphyllus (L), Psidium guajava (M), Salvia officinalis (N), Thymus vulgaris (O), Varronia curassavica (P).

A B C D E F G H I J K L M N O P
Sulfeto de dialila 32,2

α-Pineno 44,83
Sabineno 13,45
β-Pineno 25,51 12,2...
Mirceno 13,31....
p-Cimeno 16,04 26,41
Limoneno 74,2.. 17,0 27,0
1,8-Cineol 19,24 44,54 36,79 14,8 28,5
γ-Terpineno 14,94

Dissulfeto de dialila 25,4
Linalool 74,17
Cânfora 31,2
Citronelal 38,86

Terpinen-4-ol 27,73
Citronnelal 12,0

Timol
Neral 33,37.... 15,5

Geraniol 33,11
Geranial 42,81.... 23,0
Timol 47,19 51,5

Trans-pinocarveíla 56,25
Trissulfeto de dialila 15,8

Eugenol 47,49
E-Cariofileno 11,26 17,62... 16,8 12,27
Germacreno D 18,21
2-Tridecanona 27,29
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Em P. microphyllus foi descrito um perfil químico com 23 componentes,

dentre os quais predominaram 2-tridecanona (27,29%), germacreno D (18,21%)

e E-cariofileno (17,62%). Na descrição do perfil químico de P. guajava

obersvou-se em maior quantidade limoneno (27,03%), E-cariofileno (16,78%) e

1,8-cineole (14,76%) em um total de 34 compostos. No óleo de S. officinalis 19

compostos foram constatados, e o principal constituinte foi cânfora (31,23%)

seguido por 1,8-cineole (28,53%). No óleo de T. vulgaris, entre 17 constituintes

identificados, o timol foi o mais abundante (51,5%), seguido por p-cimeno

(26,41%). Os compostos α-pineno (44,83%) e E-cariofileno (12,27%) foram os

majoritários em relação ao total de 41 encontrados em V. curassavica.

Com relação ao perfil químico dos OEs das plantas utilizadas nesta

pesquisa, estudos anteriores relatam os mesmos compostos majoritários

identificados em A. satureioides (VIEIRA et al., 2006), A. zerumbet (LAHLOU et

al., 2003), C. limon (DĂNILĂ et al., 2018), C. citratus (BAYALA et al., 2018), C.

winterianus (KAKARAPARTHI et al., 2014), L. alba (BATISTA et al., 2018), L.

origanoides (DAMASCENO et al., 2018), M. suaveolens (sinônimo de Hyptis

suaveolens) (OLIVEIRA et al., 2005), O. basilicum (PIRAS et al., 2018), O.

gratissimum (CHIMNOI et al., 2018), P. microphyllus (TAVEIRA et al., 2003), P.

guajava (WELI et al., 2018), S. officinalis (EL EUCH et al., 2019), T. vulgaris

(MOHAMMADI et al., 2019), e V. curassavica (sinônimo de Cordia verbenacea)

(SCIARRONE et al., 2017).

Outras pesquisas também descrevem diferentes compostos majoritários

na constituição dos OEs utilizados neste estudo: em A. zerumbet (LEAL-

CARDOSO et al., 2004), C. limon (GUO et al., 2018), L. alba (TELES et al.,

2012), L. origanoides (MENEZES et al., 2018), M. suaveolens (SHARMA et al.,

2019), O. basilicum (PADALIA et al., 2017), O. gratissimum (BENELLI et al.,

2019), P. guajava (KHADHRI et al., 2014), S. officinalis (VOSOUGHI et al.,

2018) e A. satureiodes (LABUCKAS et al., 1999).

Pesquisas anteriores têm demonstrado que as variações na composição

química do OE das plantas são comuns, e podem ser amplamente

influenciadas por vários fatores, como o habitat (FARHAT; SOTOMAYOR;

JORDÁN, 2019), temperatura do dia (KAKARAPARTHI et al., 2014), estágio de

crescimento e estação do ano (SCHÖTT et al., 2017), o horário da coleta do

material botânico (De VASCONCELOS SILVA et al., 1999), variações
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climáticas, altitude, solo e variedades genéticas (SCIARRONE et al., 2017;

VAIČIULYTĖ et al., 2017).

3.2 Atividade antibacteriana

Todos os OEs exibiram atividade antibacteriana contra as duas cepas de
V. parahaemolyticos. Os valores de CIM e CBM variaram de 0,156 a 10

mg.mL-1 para as estirpes bacterianas utilizadas (Tabela 3). O OE de C. citratus

mostrou a atividade antibacteriana mais forte contra a cepa de V.

parahaemolyticus (IOC 18950) (MIC e CBM = 0,156 mg.mL-1). Frente à cepa

de V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão os OE de C. citratus,

C. winterianus e L. alba tiveram o melhor valor de CBM (0,313 mg.mL-1).

O OE de L. alba, C. winterianus, L. origanoides, S. officinalis, A.
zerumbet, O. basilicum e V. curassavica tiveram atividade bactericida superior

(CBM < 0,625 mg.mL-1) à ampicilina contra V. parahaemolyticus (IOC 18950),

porém não foram melhores que os resultados obtidos com enrofloxacino e
oxitetraciclina. Contra V. parahaemolyticus isolado de hemolinfa de camarão a
ampicilina não apresentou atividade bactericida na concentração máxima

testada (10 mg.mL-1), e portanto, todos os OE testados apresentaram

resultados melhores que a ampicilina, mas não superaram a atividade
antibacteriana de enrofloxacino e oxitetraciclina.

Ressalta-se que a cepa isolada a partir da hemolinfa de camarões de

fazenda de criação apresentou maior resistência contra os antibióticos

ampicilina e oxitetraciclina quando comparada a cepa V. parahaemolyticus

(IOC 18950). Uma vez que a cepa isolada da hemolinfa de camarões estava

em contato direto com o meio ambiente, pressupõe-se que o seu contato com

resíduos de antibióticos, bem como com outras bactérias, elevem as chances

do aumento da resistência a antibióticos.
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Tabela 3 - Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) de óleos essenciais contra Vibrio
parahaemolyticus (IOC 18950), V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão de fazenda de criação.

V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus

Espécies
(IOC 18950) isolado de camarão

CIM CBM CIM CBM
Óleo essencial (mg.mL-1)

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 0,625 0,625 1,25 1,25
Allium sativum L. 1,25 1,25 2,5 5,0

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm. 0,156 0,313 1,25 1,25
Citrus limon (L.) 1,25 2,5 5,0 5,0

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 0,156 0,156 0,313 0,313
C. winterianus Jowitt & Bor. 0,156 0,313 0,313 0,313

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson 0,156 0,313 0,313 0,313
L. origanoides Kunth 0,313 0,313 0,313 0,625

Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze 0,625 0,625 5,0 5,0
Ocimum basilicum L. 0,313 0,313 1,25 1,25
O. gratissimum L. 1,25 1,25 0,625 0,625

Pilocarpus microphyllus Stapf ex Wardlew 10 10 5,0 5,0
Psidium guajava L. 2,5 2,5 2,5 2,5
Salvia officinalis L. 0,313 0,313 0,625 0,625
Thymus vulgaris L. 1,25 1,25 0,313 0,625

Varronia curassavica Jacq 0,156 0,313 10 10
Antibióticos Antibiótico (µg.mL-1)
Ampicilina 625 625 10000 -

Enrofloxacino 0,15 0,3 0,15 0,31
Oxitetraciclina 0,00060 0,0012 1,22 2,44
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A administração de produtos antibióticos de forma imprudente na

produção de camarões é considerada determinante no surgimento de estirpes

de Vibrio resistentes a antibióticos (REBOUÇAS et al., 2011; ROCHA; SOUSA;

VIEIRA, 2016).

Todas as combinações de OEs exibiram atividade bactericida contra as
duas cepas de V. parahaemolyticos. Os valores de CIM e CBM variaram de

0,313 a 5 mg.mL-1 para as estirpes bacterianas testadas (Tabela 4). As

combinações de OEs A1, A2, A3, B1, B2, C1, C2, C3, D3, E3, F2 e F3 tiveram
a melhor atividade bactericida contra a cepa de V. parahaemolyticus (IOC

18950) (CBM = 0,313 mg.mL-1). As combinações de OEs B1, D1, D2, F2 e F3

mostraram melhor resultado (CBM = 0,313 mg.mL-1) frente à cepa de V.

parahaemolyticus isolada de camarão. Nenhuma combinação de OEs superou
o resultado obtido contra V. prahaemolyticus por C. citratus. Desta forma, não
se observou sinergismo nas combinações testadas.

Alguns OE utilizados neste estudo já foram descritos anteriormente com

atividade antibacteriana contra V. parahaemolyticus, como o OE de Allium

sativum (ROSS et al., 2001), Ocimum basilicum (HOSSAIN et al., 2010;

SNOUSSI et al., 2016), Salvia officinalis (KOGA; HIROTA; TAKUMI, 1999),

Thymus vulgaris (YANO; SATOMI; OIKAWA, 2006), O. gratissimum e Psidium

guajava (NASCIMENTO et al., 2007).
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Tabela 4 - Concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM) de óleos essenciais combinados em pares contra
Vibrio parahaemolyticus (IOC 18950), V. parahaemolyticus isolado da hemolinfa de camarão de fazenda de criação. Cada
combinação é identificada por uma letra e número.

V. parahaemolyticus V. parahaemolyticus

Espécies Identificação Proporção da (IOC 18950) isolado de camarão
mistura CIM CBM CIM CBM

Mix de óleos essenciais (mg.mL-1)
Alpinia zerumbet A1 25%-75% 0,313 0,313 0,313 0,625
+ Cymbopogon A2 50%-50% 0,313 0,313 0,313 0,625
winterianus A3 75%-25% 0,313 0,313 0,313 0,625

A. zerumbet + B1 25%-75% 0,313 0,313 0,313 0,313
Cymbopogon B2 50%-50% 0,313 0,313 0,313 0,625

citratus B3 75%-25% 0,625 1,25 0,625 0,625

A. zerumbet +
C1 25%-75% 0,313 0,313 0,625 0,625
C2 50%-50% 0,313 0,313 0,625 0,625Lippia alba
C3 75%-25% 0,313 0,313 0,625 0,625

C. winterianus +
D1 25%-75% 0,625 0,625 0,313 0,313
D2 50%-50% 0,313 0,625 0,313 0,313C. citratus
D3 75%-25% 0,313 0,313 0,313 0,625

C. winterianus +
E1 25%-75% 0,313 0,625 0,625 0,625
E2 50%-50% 0,625 0,625 0,625 2,5L. alba
E3 75%-25% 0,313 0,313 1,25 5

C. citratus +
F1 25%-75% 0,625 0,625 0,313 0,625
F2 50%-50% 0,313 0,313 0,313 0,313L. alba
F3 75%-25% 0,313 0,313 0,313 0,313
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Os componentes majoritários dos OEs utilizados nesta pesquisa são

descritos na literatura científica como potenciais substâncias antibacterianas,

como o 1,8-cineol (presente em A. zerumbet, M. suaveolens, O. gratissimum, P.

guajava e S. officinalis) que possui efeito antibacteriano contra cepas de S.

aureus resistentes à meticilina (MERGHNI et al., 2018), E. coli, P. aeruginosa

(MOGHIMI; ALIAHMADI; RAFATI, 2017), dentre outros (MULYANINGSIH et al.,

2010; SOUSA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015). Esse composto também

possui atividade antifúngica contra Aspergillus carbonarius (DAMMAK et al.,

2019), A. flavus (SHUKLA et al., 2012) e A. parasiticus (VILELA et al., 2009).

Estudos sobre a permeabilidade e fluidez da membrana celular bacteriana

revelaram a liberação de constituintes celulares para o meio externo e, portanto,

a morte de células bacterianas pela ação de 1,8-cineol (OLIVEIRA et al., 2015;

MOGHIMI; ALIAHMADI; RAFATI, 2017).

A 2-tridecanona (presente em P. microphyllus) já foi relatada como

agente fugistático contra Lasiodiplodia theobromae (MOTA et al., 2002) e

potencial repelente do inseto Tuta absoluta (GILARDÓN et al., 2001). O OE de

Aloysia gratíssima, com alto teor de trans-pinocarveíla (presente em A.

satureioides), foi relatado com atividade antibacteriana contra S. aureus

(FRANCO et al., 2007).

O composto γ-terpineno (presente em A. zerumbet) é um hidrocarboneto

isomérico classificado como monoterpênico, com relatos de atividade

antibacteriana (YOSHITOMI et al., 2016; MILADI et al., 2017) e antifúngica

(ESPINOSA-GARCÍA; LANGENHEIM, 1991). Assim como outros terpenos sua

ação antimicrobiana está associada a sua capacidade de causar danos nas

membranas celulares bacterianas (YOSHITOMI et al., 2016).

OEs ricos em cânfora são relatados como agentes antimicrobianos

eficazes contra as bactérias M. smegmatis, E. faecalis, E. coli, S. mutans, S.

epidermidis, S. aureus, K. oxytoca, A. baumannnii e os fungos Candida

albicans, C. kefyr, A. niger e A. flavus (BERTELLA et al., 2018; CHATURVEDI

et al., 2018). A cânfora (com 95% de pureza) apresenta atividade

antibacteriana contra S. aureus e E. coli (BADAWY et al., 2019).

O OE de C. winterianus, rico em citronelal, apresenta atividade

antibacteriana contra as cepas de S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis, B.

cereus, B. subtilis, P. vulgaris e Y. enterocolitica (SILVEIRA et al., 2012). O
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citronelol como composto majoritário do OE de Pelargonium graveolens

apresenta forte atividade antibacteriana contra E. coli (LIN; LEE; CHANG,

2016). Os derivados de citronelal e citronelol, como o α-fenilseleno citronelal e

α-fenilseleno citronelol (VICTORIA et al., 2012), e 3-(p-clorofenil) tio-citronelal

(GOLDBECK et al., 2014), assim como o composto puro (SANTOS et al., 2018)

apresentam promissora atividade antibacteriana contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas. O OE de C. winterianus com citronelal e citronelol

como principais constituintes apresenta atividade bactericida contra S. aureus,

E. coli (isolada de suínos), S. thyphimurium, P. aeruginosa e C. perfringens

(SCHERER et al., 2009).

O E-cariofileno (presente em L. origanoides, P. microphyllus e P.

guajava) possui efeito inibitório sobre o biofilme de S. mutans, reduzindo sua

virulência por meio da redução da produção de glucano através da diminuição

da expressão de Gtfs. (YOO; JWA, 2018) Esse sesquiterpeno também pode

suprimir a atividade de deterioração de P. fluorescens em alface minimamente

processada, por meio da inibição da produção de AIA (ácido indol-3-acético) e

da expressão do gene AIA-relacionado TTSS (MYSZKA et al., 2017). A ação

antibacteriana desse composto contra P. gingivalis, Tannerella forsythia e

Treponema denticola é justificada pela redução da expressão de

lipopolissacarídeos (LPS) e citocinas, que consequentemente inibe a ligação

de LPS a receptores toll-like interferindo com o complexo de LPS e CD14 ou

proteína de ligação a LPS (YOO; JWA, 2019).

A atividade antibacteriana do eugenol (presente em O. gratissimum) foi

demonstrada contra biofilmes simples e mistos de S. mutans resistente a

antibióticos, onde foi possível observar, por meio de microscopia eletrônica de

varredura, o rompimento da estrutura da membrana celular e da matriz

estrutural (JAFRI; KHAN; AHMAD, 2019). O mesmo resultado foi verificado por

Zhang et al. (2017), quando utilizaram eugenol contra P. gingivalis,

observando-se a lise das células do patógeno. O uso de eugenol contra S.

typhi reduziu completamente a capacidade de reprodução bacteriana após 1

hora de exposição (DEVI et al., 2010).

A atividade antibacteriana do eugenol é baseada na sua capacidade de
permeabilizar a membrana celular e interagir com as proteínas, o que é

evidenciado pelo vazamento de K+ e ATP da célula (DEVI et al., 2010;
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HEMAISWARYA; DOBLE, 2009; JAFRI; KHAN; AHMAD, 2019). Uma vez que

a interação do eugenol ocorre principalmente com a membrana citoplasmática

das bactérias, sua utilização é capaz de aumentar a atividade bactericida de

antibióticos, por meio do aumentando da permeabilidade não específica destes

(HEMAISWARYA; DOBLE, 2009).

O geranial ou citral (presente em C. citratus e L. alba) é um aldeído

monoterpênico que figura como um dos principais componentes do óleo

essencial extraído de C. citratus, e possui atividade antibacteriana contra S.

aureus resistente à meticilina (SADDIQ; KHAYYAT, 2010). Outro estudo

verificou sua atividade antibacteriana contra biofilmes de E. coli, L.

monocytogenes e S. aureus (ESPINA et al., 2017). Esse composto

proporcionou elevação da atividade antibacteriana de biofilme à base de kafirin

quando adicionado (GITERU et al., 2015).

O citral tem a capacidade de romper e penetrar na estrutura lipídica da

parede celular das bactérias, ocasionando desnaturação da proteína e

destruição da membrana celular, seguida por vazamento citoplasmático, lise

celular e morte (SADDIQ; KHAYYAT, 2010; LU et al., 2018). A atividade

antimicrobiana observada nesse composto foi significativamente afetada pela

formulação de nanoemulsões, aumentando sua ação bactericida contra S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, S. Typhimurium e L. monocytogenes

(LU et al., 2018). O terpenoide neral é o isômero do citral, diferindo apenas em

sua conformação, e quando investigados separadamente verifica-se que

induzem diferentes respostas moleculares intracelulares, como capacidade

antioxidante, atividade anti-inflamatória e expressão de moléculas inflamatórias

(pro-IL-1β, iNOS, COX-2 e NLRP-3) de macrófagos estimulados por LPS (LIAO

et al., 2015).

O germacreno D, um hidrocarboneto sesquiterpênico, é um constituinte

vegetal comumente encontrado entre plantas superiores e inferiores, micróbios

e organismos marinhos (PROSSER et al., 2004), sendo considerado um

intermediário chave na biossíntese de muitos sesquiterpenos (BÜLOW; KÖNIG,

2000; STELIOPOULOS et al., 2002). Pelo método da difusão em ágar o

germacreno D não exibe atividade antimicrobiana contra cepas de E. coli, B.

subtilis, B. cereus, M. roseus, M. luteus, S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans,

C. dubliniensis, C. krusei e Saccharomyces cerevisiae (BIAVATTI et al., 2001;
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DEUSCHLE et al., 2006; DEUSCHLE et al., 2007). Em outro estudo a atividade

antimicrobiana de OE contendo germacreno D como composto majoritário foi

moderada apenas contra C. krusei, sendo fraca ou inexistente contra outros

microorganismos (FRANCESCATO et al., 2007). Nesse estudo esse

constituinte foi encontrado apenas no OE de P. microphyllus (18,21%), o qual

mostrou baixa atividade antibacteriana contra as cepas utilizadas neste estudo.

O geraniol (presente em C. winterianus), um monoterpeno com

comprovadas propriedades biológicas, ocorre em um grande número de

plantas e é amplamente utilizada como fragrância química em produtos

cosméticos e domésticos (CHEN; VILJOEN, 2010). Esse terpeno tem

capacidade de inibir o crescimento de cepas de fungos, pelo fato de aumentar

a taxa de excreção de potássio de células inteiras e aumentar a fluidez da

membrana celular (BARD et al., 1988; KALEMBA; KUNICKA, 2003). Sua

capacidade antibacteriana também foi comprovada contra várias bactérias

(FRIEDMAN; HENIKA; MANDRELL, 2002; ARPUTHA; SELVAMANI; LATHA,

2012).

O limoneno (presente em C. limon, L. alba e P. guajava) é um

monoterpeno encontrado na maioria dos óleos essenciais de espécies

aromáticas e possui atividade antibacteriana comprovada contra E. coli, P.

aeruginosa, S. aureus e B. subtilis (SU et al., 2018; COSTA et al., 2019). Esse

composto pode provocar danos na membrana citoplasmática bacteriana,

induzindo o vazamento de constituintes intercelulares (SU et al., 2018).

Utilizando membranas bacterianas artificiais, Hąc-Wydro; Flasiński;

Romańczuk (2017) evidenciaram que o limoneno é capaz de incorporar ao

sistema lipídico e alterar suas propriedades, contudo, a fluidização induzida

pelo OE é determinada pela concentração de limoneno e composição da

membrana. Quando encapsulado em lipossomas pode apresentar atividade

antimicrobiana mais forte que a forma livre (UMAGILIYAGE et al., 2017).

O monoterpeno linalol (presente em O. basilicum) é ligeiramente volátil,

com aroma agradável (BEIER et al., 2014). Essa substância tem efeito

anestésico eficaz em juvenis de Cyprinus carpio (MIRGHAED; GHELICHPOUR;

HOSEINI, 2016; YOUSEF et al., 2018) e Rhamdia quelen (BIANCHINI et al.,

2019). Esse composto possui atividade antibacteriana contra E. coli, S. aureus

(ZHOU et al., 2016), Campylobacter spp. (DUARTE et
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al., 2016) e S. Typhimurium (PRAKASH et al., 2019). É muito utilizado como

anti-biofilme contra patógenos que contaminam alimentos, sendo uma das

razões pelas quais o linalol é frequentemente utilizado pela indústria alimentícia

(PEREIRA et al., 2018).

O mirceno é um monoterpeno de cheiro agradável que é encontrado em

muitas plantas, incluindo C. citratus (BONAMIN et al., 2014). Esse foi o

segundo composto mais abundante no OE de Pistacia khinjuk, o qual

apresentou atividade antibacteriana contra S. aureus, B. cereus, M. luteus, E.

coli, P. aeruginosa, S. typhi (TAGHIZADEH et al., 2018) e isoladamente contra

Helicobacter pylori (BONAMIN et al., 2014). O mirceno também possui efeito

anestésico em juvenis de Cyprinus carpio (MIRGHAED; GHELICHPOUR;

HOSEINI, 2016).

O para-cimeno (p-cimeno) (presente em L. origanoides) é um

hidrocarboneto aromático com atividade antibacteriana atestada contra estirpes

de S. aureus, S. mutans, S. constellatus, S. feacium, S. feacalis (MILADI et al.,

2017) e B. cereus (DELGADO et al., 2004). Esse composto aumenta

sinergicamente o efeito antibiótico da tetraciclina contra as estirpes orais e de

referência, observando-se rompimento e perda da integridade da membrana

celular bacteriana (MILADI et al., 2017).

O sabineno (presente em M. suaveolens), monoterpeno bicíclico natural,

possui atividade bactericida contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa

resistentes a antibióticos, sendo considerado um possível modulador de

resistência com potencial para ser explorado pela indústria farmacêutica em

formulações combinadas (MATIAS et al., 2016). Esse composto também

possui ação antifúngica (ESPINOSA-GARCIA; LANGENHEIM, 1991).

O OE de linhagens da planta Juniperus communis que continham como

componente majoritário o sabineno foi descrito na literatura com atividade

antimicrobiana contra B. cereus, E. coli, L. monocytogenes, Corynebacterium

sp., P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans, Alternaria sp., A. nidulans e A. niger

(GLIŠĆ et al., 2007). No OE da espécie vegetal Zornia diphylla, contendo

sabineno como principal constituinte, também se verificou atividade

antibacteriana contra expressivo número de cepas bacterianas (ARUNKUMAR

et al., 2014).
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O sulfeto, dissulfeto e trissulfeto de dialila são os pricipais componentes

responsáveis pela atividade antibacteriana do óleo essencial de A. sativum

(CORZO-MARTÍNEZ; CORZO; VILLAMIEL, 2007; SUNG et al., 2014).

Publicações cietificas relatam atividade antimicrobiana desses compostos

contra S. aureus resistente a antibiótico e contra fungos (SHEN et al., 1996;

TSAO; YIN, 2001).

O monoterpeno terpinen-4-ol (presente em A. zerumbet) tem capacidade

de desestabilizar a mebrana dos fungos Botrytis cinerea (HĄC-WYDRO;

BLECHARZ; WYDRO, 2018), Coccidioides posadasii e Histoplasma

capsulatum (BRILHANTE et al., 2016). A atividade antibacteriana desse

composto é atribuída à sua capacidade de aumentar a permeabilidade e

despolarizar a membrana citoplasmática das bactérias (CUNHA et al., 2019). A

adição de terpinen-4-ol em solução de eucaliptol, mesmo em baixa

concentração, aumenta o efeito fluidificante dos terpenos em modelo de

membrana bacteriana (HĄC-WYDRO; SZYDŁO, 2016).

A Organização Mundial de Saúde apontou que o timol (presente em L.

origanoides) adicionado em alimentos não gera nenhum dano à saúde dos

consumidores (CAI et al., 2019). Esse composto possui atividade

antibacteriana relatada contra Alicyclobacillus acidoterrestris (CAI et al., 2019),

S. sonnei, S. flexneri (BAGAMBOULA; UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004), S.

aureus, E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae, P. aeruginosa

(WATTANASATCHA; RENGPIPAT; WANICHWECHARUNGRUANG, 2012; LI

et al., 2018; ALAVI; KARIMI, 2019) dentre outros (JESUS et al., 2015; MILADI

et al., 2016; MARCET et al., 2018).

Os mecanismos antibacterianos do timol danificam a integridade da

célula e esporos inibindo o processo de crescimento, impedindo a biossíntese

de proteinas, aumentando a excreção de ácidos nucléicos e proteínas,

causando alterações nas proteínas celulares e danos irreversíveis à morfologia

bacteriana (MARCHESE et al., 2016; CAI et al., 2019).

O α e β-pineno (presentes em A. satureioides, C. limon e V. curassavica)

são compostos orgânicos da classe dos terpenos, isômeros, e possuem

atividade antibiótica de amplo espectro devido a sua capacidade de provocar

vazamentos nas membranas citoplásmicas (SILVA et al., 2012; LOŽIENĖ et al.,

2018; RAMAK; TALEI, 2018).
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Os mecanismos antibacterianos e antifúngicos dos componentes dos

OEs estão relacionados com a capacidade destas substâncias hidrofóbicas de

incorporar-se à membrana plasmática (KNOBLOCH et al., 1989; HĄC-WYDRO;

FLASIŃSKI; ROMAŃCZUK, 2017). Fica assim claro que o efeito antimicrobiano

dos OEs é determinado pela composição lipídica da membrana celular do

patógeno, bem como a estrutura do composto ativo que afeta as interações

entre membrana lipídica e OE (HĄC-WYDRO; FLASIŃSKI; ROMAŃCZUK,

2017).

A maioria das pesquisas considera a ruptura direta de membranas

celulares e efeitos citotóxicos pró-oxidantes dependentes da concentração de

OE, no entanto, alguns estudos sugerem que os componentes dos OEs podem

penetrar no microorganismo e reagir com sítios ativos de enzimas e/ou

interferir no metabolismo celular (CHATURVEDI et al., 2018).

Portanto, os possíveis mecanismos de ação antimicrobiana dos OEs

incluem a degradação da parede celular, aumento da fluidez e permeabilidade

da membrana, dano à membrana citoplasmática, perturbação das proteínas

incorporadas na membrana, inibição da respiração, alteração dos processos de

transporte de íons e excreção de materiais intracelulares, reduzindo a força

motriz do próton, reduzindo o pool de ATP intracelular via diminuição da

síntese de ATP (BADAWY et al., 2019).

Como os OEs são misturas complexas e impuras, suas atividades

biológicas variam de acordo com sua composição e a quantidade de pequenos

compostos não deve ser desprezada (NIKOLIC et al., 2014). Os constituintes

majoritários e minoritários presentes nos OEs podem ser responsáveis pela

atividade antimicrobiana, tendo em vista que possíveis propriedades sinérgicas

ou antagônicas dos compostos presentes devem ser levadas em consideração

(CHATURVEDI et al., 2018).

4 CONCLUSÕES

Este estudo mostra importante atividade antibacteriana dos OEs, além

de relatar pela primeira vez a ação bactericida do OE de A. satureioides, C.

winterianus, L. alba, L. origanoides, M. suaveolens, P. microphyllus e V.
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curassavica contra V. parahaemolyticus. A composição química dos OEs

utilizados nesse estudo sugere que a atividade antibacteriana pode ser

atribuída aos seus principais constituintes (geranial, mirceno, limoneno, neral,

timol, p-cimeno, E-cariofileno, linalol, cânfora e 1,8-cineol), os quais são

descritos na literatura como potenciais agentes antibacterianos, porém os

compostos minoritários também devem ser levados em consideração em

futuras pesquisas tendo em vista que sua interação pode resultar em efeitos

sinérgicos.

Quando testados em pares, os quatro óleos com melhores resultados

individuais não apresentram sinergismo e sua atividade antibacteriana. Os

cinco OEs que tiveram melhor desempenho contra as cepas bacterianas de V.

parahaemolyticus foram C.citratus, L. alba, L. origanoides, O. basilicum e S.

officinalis, indicando-os como potenciais agentes microbicidas contra as

estirpes bacterianas testadas. Desta forma, os óleos essenciais estudados têm

potenciais aplicações no controle da bactéria V. parahaemolyticus.
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CAPÍTULO III

Atividade antioxidante in vitro de óleos essenciais e extratos
etanólicos de espécies vegetais
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RESUMO

Os processos de oxidação nos sistemas vivos ocorrem principalmente devido à
produção de espécies reativas de oxigênio e radicais livres, os quais são
potencialmente prejudiciais aos tecidos, podendo danificar biomoléculas
essenciais como proteínas, DNA e lipídios. Muitos compostos derivados de
plantas são reconhecidos como potenciais agentes antioxidantes naturais,
sendo capazes de inibir a formação de radicais livres e eliminá-los. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante dos
óleos essenciais (OE) das plantas Cymbopogon citratus, Lippia alba, L.
origanoides, Ocimum basilicum, Salvia officinalis, e dos extratos etanólicos
(AE) das espécies Myracrodruon urundeuva, Spondias mombin e Punica
granatum. A coleta do material botânico foi realizada em Parnaíba, Piauí, Brasil
(03° 05' 12,5‖S 041° 47' 01,2‖W). A atividade antioxidante dos OEs e EEs foi
determinada por meio do método da atividade sequestradora de radicais livres,
utilizando o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Alíquotas de soluções
etanólicas dos OEs e EEs, em diferentes concentrações, foram adicionadas em
uma solução etanólica de DPPH (100 µM) e incubadas por 30 minutos, pra
posterior leitura espectrofotométrica. Os OEs foram testados nas
concentrações: 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062 e 0,031 mg.mL-1, e os EEs nas
concentrações 15,62 x 10-3; 7,81 x 10-3; 3,91 x 10-3; 1,95 x 10-3; 0,98 x 10-3;
0,49 x 10-3; 0,24 x 10-3 e 0,12 x 10-3 mg.mL-1. A IC50 (concentração que
proporciona 50% de inibição do radical livre DPPH) foi calculada graficamente
pelo ajuste de uma equação linear. Avaliando-se o índice de atividade
antioxidante (IAA) dos OEs, EEs e do controle (Trolox), foram verificadas
diferenças estatisticamente significativas (p < 0,05). Todos os OEs foram
classificados com IAA baixo, enquanto os EEs tiveram IAA alto. A capacidade
dos EEs e OEs de eliminar radicais livres sugere a presença de compostos
doadores de elétrons, que podem reagir com os radicais livres para convertê-
los em produtos mais estáveis. Os OEs e EEs analisados podem ser
considerados fontes naturais de substâncias antioxidantes com potencial de
uso nas indústrias alimentícia e farmacêutica.

Palavras-chave: antioxidante natural; método DPPH; oxidação; trolox
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ABSTRACT

Oxidation processes in living systems occur mainly due to the production of
reactive oxygen species and free radicals, which are potentially harmful to tissues,
and can damage essential biomolecules such as proteins, DNA and lipids. Many
plant-derived compounds are recognized as potential natural antioxidant agents,
being able to inhibit the formation of free radicals and eliminate them. The objective
of this work was to evaluate the antioxidant activity of the essential oils (EO) of the
Cymbopogon citratus, Lippia alba, L. origanoides, Ocimum basilicum, Salvia
officinalis and ethanolic extracts (EE) of the species Myracrodruon urundeuva,
Spondias mombin and Punica granatum. The botanical material was collected in
Parnaíba, Piauí, Brazil (03° 05 '12,5 "S 041° 47' 01,2" W). The EE of S. officinalis
were commercially purchased. The antioxidant activity of EOs and EEs was
determined using the free radical scavenger activity method using the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) radical. Aliquots of ethanolic solutions of EOs and EEs, at
different concentrations, were added in a DPPH ethanolic solution (100 µM) and
incubated for 30 minutes for further spectrophotometric reading. The OEs were
tested at concentrations: 4; 2; 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.062 and 0.031 mg.mL-1, and
the EEs at concentrations 15.62 x 10-3; 7.81 x 10-3; 3.91 x 10-3; 1.95 x 10-3; 0.98

x 10-3; 0.49 x 10-3; 0.24 x 10-3 and 0.12 x 10-3 mg.mL-1. The IC50
(concentration giving 50% inhibition of DPPH free radical) was calculated
graphically by a linear equation adjusted. Evaluating the AAIs of the EOs, EEs
and the control (Trolox), we found statistically significant differences (p<0.05).
All EOs had low AAI while EEs had very high AAI. The ability of EE and EO to
eliminate free radicals suggests the presence of electron-donor compounds,
which can react with free radicals to convert them into more stable products.
The OEs and EEs analyzed can be considered natural sources of antioxidant
substances with potential use in the food and pharmaceutical industries.

Keywords: natural antioxidant; DPPH method; oxidation; trolox
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1 INTRODUÇÃO

Radicais livres e espécies reativas de oxigênio (ERO) são fundamentais

no metabolismo celular, porém, quando presentes em excesso, podem causar

estresse oxidativo, provocando alterações celulares que, em última instância,

são responsáveis por afetar negativamente a saúde do organismo (TELES et

al., 2014). Os processos de oxidação nos sistemas vivos ocorrem

principalmente devido a produtos químicos altamente reativos e potencialmente

prejudiciais aos tecidos (TSHILANDA et al., 2016). Quando os radicais livres

superam o mecanismo de defesa, podem danificar biomoléculas essenciais,

como proteínas, DNA e lipídios (SILVA et al., 2012).

Em camarões, por exemplo, após a ativação do sistema imunológico por
agentes patogênicos, as proteínas associadas ganham atividade biológica e
participam das reações de defesa celular do animal, através da produção local
de quinonas citotóxicas, radicais livres e peptídeos antibacterianos (CERENIUS;
LEE; SÖDERHÄLL, 2008). Essa estimulação conduz ao aumento abrupto do
consumo de oxigênio, catalisado por uma enzima ligada à membrana celular,

NADPH-oxidase, que dá origem ao superóxido (O2-), desencadeando uma

séria de reações que levam à produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e

outros compostos reativos, os quais são utilizados no combate aos agentes
invasores (MUÑOZ et al., 2000). Posteriormente, há a elevação da síntese de
superóxido dismutase, uma molécula responsável pela eliminação de ânion
superóxido, para que não haja prejuízos ao hospedeiro (danos celulares ou até
mesmo ao DNA) devido à elevada concentração de EROs (CHENG et al., 2005;
WU et al., 2015).

Os antioxidantes desempenham um papel fundamental na captura de

radicais livres e na sua estabilização pela transferência de um átomo de

hidrogênio (KHIYA et al., 2018). Os antioxidantes naturais podem proteger as

células contra as EROs e, portanto, podem auxiliar na neutralização dos danos

nos tecidos mediados pelo estresse oxidativo (TSHILANDA et al., 2016;

GHORBANI; ESMAEILIZADEH, 2017).

Nos últimos anos muitos extratos e óleos essenciais de plantas têm

gerado grande interesse na medicina tradicional, uma vez que são fontes de

produtos naturais e potenciais agentes alternativos na prevenção e tratamento
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de muitas doenças infecciosas (KHIYA et al., 2018), na eliminação de radicais

livres e desempenhando um papel importante na prevenção do declínio do

sistema imunológico (EL EUCH et al., 2019).

A maioria dos compostos presentes em óleos essenciais (OEs) e

extratos etanólicos (EEs) (terpenoides, flavonóides, taninos e antocianinas) é

reconhecida como potenciais agentes antioxidantes naturais, sendo capazes

de inibir a formação de radicais livres e eliminá-los (TELES et al., 2014; SILVA

et al., 2012; BAJ; BARYLUKB; SIENIAWSKA, 2018).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade

antioxidante dos óleos essenciais das plantas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,

Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson, L. origanoides Kunth, Ocimum basilicum

L., Salvia officinalis L., e dos extratos etanólicos das espécies Myracrodruon

urundeuva Allemão, Spondias mombin L., e Punica granatum L. Essas foram

as espéceis com o melhor desempenho nos ensaios de atividade

antimicrobiana descritas nos capítulos anteriores.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material vegetal

O material botânico foi coletado no mês de março de 2018, pela manhã,

em Parnaíba, Piauí, Brasil (03° 05' 12,5‖S 041° 47' 01,2‖W). O material

coletado foi herborizado seguindo os procedimentos descritos por Fidalgo e

Bononi (1984). As plantas (tabela 1) foram identificadas por meio de chaves de

identificação específicas disponíbilizadas em bibliografias especializadas

(CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI, 1999; GOMES; NEGRELLE, 2003;

SALIMENA; MÚLGURA, 2015; SUZUKI, 2016; CÂNDIDO et al., 2019).

Exemplares identificados depositados no herbário HDelta também foram

utilizados para auxiliar na identificação. Os taxa foram classificados de acordo

com o sistema estabelecido pelo Angiosperm Phylogeny Group (APG IV, 2016).

A verificação da correta grafia dos nomes científicos foi realizada no

banco de dados Missouri Botanical Garden (GARDEN, 2016). Exemplares das
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espécies de plantas coletadas foram depositados no acervo da Universidade

Federal do Delta do Parnaíba – UFDPar. O óleo essencial de S. officinalis e O.

basilicum foram adquiridos comercialmente e doados pelo Instituto Português

do Mar e da Atmosfera (IPMA). Este estudo foi aprovado pelo Conselho

Brasileiro de Gestão do Patrimônio Genético (CGEN) (acesso n° A00721D).

Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba (HDELTA) da
Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das espécies vegetais coletadas para
utilização neste estudo. EE = extrato etanólico; OE = óleo essencial.
Nome comum Nome científico Farmacógeno Derivado Registro HDelta
Alecrim pimenta Lippia origanoides Kunth Folhas OE 5469

Aroeira Myracrodruon urundeuva Folhas EE 5477
Allemão Casca/caule EE

Cajá Spondias mombin L. Casca/caule EE 5465

Capim limão Cymbopogon citratus Folhas OE 5472(DC.) Stapf

Erva cidreira L. alba (Mill.) N.E.Br. ex Folhas OE 5466P. Wilson
Manjericão Ocimum basilicum L. Folhas OE *
Romã Punica granatum L. Folhas EE 5474
Sálvia Salvia officinalis L. Folhas OE *

*Adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich).

Todos os procedimentos experimentais do presente estudo foram

realizados no Laboratório de Análises Clínicas Animal (LACA) da Embrapa

Meio-Norte, Parnaíba, Piauí, Brasil.

2.2 Obtenção do óleo essencial

As folhas de cada espécie coletada (Lippia origanoides, L. alba e

Cymbopogon citratus) foram desidratadas em temperatura ambiente. O óleo

essencial (OE) foi obtido por hidrodestilação em aparelho tipo Clevenger

adaptado a um balão de fundo redondo de 5000 mL, utilizando-se 600 g de

folhas secas em 3500 mL água destilada. O tempo de extração foi estabelecido

em 240 minutos, a partir do inicio da ebulição da água. O OE foi armazenado

em frasco âmbar a 4°C (adaptado de YEN e LIN, 2017).
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2.3 Obtenção do extrato etanólico (EE)

Para obtenção dos EEs seguiu-se metodologia descrita por Carvalho et

al. (2019) e Poka et al. (2019), com adaptações. As folhas de M. urundeuva e P.

granatum, e casca do caule de M. urundeuva e S. mombin foram secas em

estufa com circulação de ar a 40°C. O material seco foi processado em moinho

de facas tipo cróton TE-650 (Tecnal). Em seguida, foi adicionado álcool etílico

P.A na proporção de 1:4 (m/v) ao pó obtido de cada planta e agitado durante 1

minuto. O EE foi obtido por maceração estática durante 24 horas.

Posteriormente, o macerado bruto foi filtrado e concentrado em banho Maria a

40°C. O extrato concentrado foi aquecimento em estufa a 40ºC até a completa

eliminação do etanol. O EE foi mantido sob refrigeração (4°C) até o momento

das análises.

2.4 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos óleos essenciais (OE) e extratos etanólicos

(AE) foi determinada in vitro por meio do método da atividade sequestradora de

radicais livres, utilizando o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil – DPPH (Sigma-

Aldrich, Brasil) adaptado de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

Alíquotas de 30µL de soluções etanólicas das amostras, em diferentes

concentrações, foram adicionadas a 200 µL de solução etanólica de DPPH, em

microplacas de 96 poços.

Os óleos essenciais foram testados nas concentrações: 4; 2; 1; 0,5;

0,25; 0,125; 0,062 e 0,031 mg.mL-1, e os extratos etanólicos nas

concentrações 15,62 x 10-3; 7,81 x 10-3; 3,91 x 10-3; 1,95 x 10-3; 0,98 x 10-3;

0,49 x 10-3; 0,24 x 10-3 e 0,12 x 10-3 mg.mL-1.
Previamente foi construída uma reta de calibração para avaliação da

estabilidade das soluções de DPPH. Uma solução estoque foi preparada

dissolvendo-se 9,07 mg de DPPH (MM 394,32 g/mol) em 100 mL de etanol

P.A., resultando na concentração molar de 230µM. Em seguida, alíquotas da

solução estoque foram pipetadas para uma microplaca de 96 poços, e diluídas

em etanol P.A., para obtenção das seguintes concentrações molares: 0, 50, 80,
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100, 150 e 200 µM (Figura 1). O volume final de solução em cada poço foi de
230 µL. As leituras da absorvância foram realizadas em um xMark™ Microplate

Absorbance Spectrophotometer utilizando o software Microplate Manager®, no

comprimento de onda de 517nm.
Os dados referentes à absorvância e concentrações molares utilizadas

foram plotados em gráfico de dispersão, e uma equação linear foi ajustada

(apêndice F). Foi obtida a seguinte equação: y = 0,0049x - 0,0051, onde y =

absorvância, e x = concentração da solução de DPPH (µM). O coeficiente de

determinação foi 0,999.

Figura 1 - Microplaca de 96 poços com soluções de DPPH em diferentes concentrações para
avaliação da estabilidade e construção de reta de calibração.

Fonte: próprio autor.

Na realização dos testes de verificação da atividade antioxidante o

DPPH foi utilizado na concentração de 100 µM. Conforme Scherer e Godoy

(2009), a concentração utilizada encontra-se dentro da faixa de linearidade das

soluções de DPPH, entre 50 µM e 200 µM. A absorvância foi aferida utilizando-

se comprimento de onda de 517 nm imediatamente após a adição dos

compostos a serem testados (tempo 0) e após período de incubação de 30 min

à temperatura ambiente na ausência de luz. As leituras de absorvância foram

realizadas da mesma forma citada anteriormente.
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A atividade sequestradora de radicais foi calculada da seguinte forma:

I% = [(Abs0 - Abs1) / Abs0] × 100, onde: Abs0 = a absorbância do controle

(solução etanólica de DPPH); Abs1 = absorvância na presença do composto de

teste a diferentes concentrações. A IC50 (concentração que proporciona 50%
de inibição do radical livre DPPH) foi calculada usando uma curva de
calibração na gama linear, representando a concentração do OE ou EE contra
o efeito de eliminação correspondente.

A atividade antioxidante foi expressa como índice de atividade
antioxidante (IAA), calculado da seguinte forma: IAA = concentração final de

DPPH (mg.L-1)/IC50 (mg.L-1), conforme Scherer e Godoy (2009). Assim, a IAA

foi calculada considerando a massa de DPPH e a massa do composto testado
na reação, resultando em uma constante para cada composto, independente
da concentração de DPPH e da amostra utilizada.

O ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox)
(Sigma-Aldrich, Brasil) foi utilizado como controle, nas concentrações molares

de 15,63; 7,81; 3,91; 1,95 e 0,98 µM (3,91 x 10-3; 1,96 x 10-3; 0,98 x 10-3; 0,49

x 10-3 e 0,24 x 10-3 mg.mL-1, respectivamente). Para expressar os resultados

em equivalentes de Trolox (mol.L-1 de Trolox/g de amostra ou mM de Trolox/g

de amostra) foi ajustada uma reta para verificação do padrão de atividade
antioxidante do composto. Alíquotas de 30 µL de solução etanólica de Trolox
foram adicionadas à solução etanólica de DPPH (100 µM), com volume final de
230 µL em cada poço. Após um período de incubação de 30 min à temperatura
ambiente no escuro foram realizadas leituras de absorvância, conforme
descrito anteriormente.

Os resultados de absorvância juntamente com as concentrações

molares de Trolox utilizadas foram plotados em gráfico de dispersão, e uma

equação linear foi ajustada (apêndice G). Foi obtida a seguinte equação: y = -

0,0191x + 0,5026, onde y = absorvância, e x = concentração da solução de

Trolox (µM). O coeficiente de determinação foi de 0,999. Em seguida, foi

determinada a absorbância referente à concentração de 10 µM de Trolox. O

valor da absorvância obtido foi substituído na equação linear obtida de cada

amostra testada, obtendo-se a diluição equivalente a 10 µM de Trolox,

permitindo assim, calcular quantos mols de Trolox equivalem a 1g de amostra.

Todas as análises foram realizadas em triplicata.
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2.5 Análise estatística

Uma one-way ANOVA com posterior teste de comparações múltiplas de

Tukey (α <0,05) foi realizada para verificar diferenças significativas entre o

Índice de Atividade Antioxidante (IAA) dos EEs e OEs das plantas e do controle

(Trolox). O teste de Shapiro-Wilk (p>0,05) foi utilizado para verificar a

distribuição dos dados quanto à normalidade e valores extremos foram

avaliados no boxplot. O software IBM-SPSS 20.0 foi utilizado para análise

estatística.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Avaliando-se o IAA, os dados foram normalmente distribuídos para cada

grupo, tal como avaliado pelo teste Shapiro-Wilk (p>0,05). As diferenças entre

os grupos foram estatisticamente significativas F(10, 32) = 484,22, p < 0,05

(Figura 2). O IAA dos EEs foi significativamente maior que o controle. Enquanto

o IAA dos OEs foi significativamente menor que o Trolox. O IAA das amostras

se comportou da seguinte forma: EE da Folha M. urundeuva > Casca S.

mombin = Casca M. urundeuva = Folha P. granatum > Trolox > OE de L.

origanoides > C. citratus > S. officinalis > O. basilicum > L. alba.

Segundo Scherer e Godoy (2009) os extratos vegetais podem ser

classificados quanto ao grau de atividade antioxidante como: baixa atividade

antioxidante, quando IAA < 0,5; moderada atividade antioxidante, quando IAA

entre 0,5 e 1,0; forte atividade antioxidante, quando IAA entre 1,0 e 2,0; e muito

forte, quando IAA > 2,0. Portanto, todos os OEs tiveram IAA baixa, enquanto os

EEs tiveram IAA muito forte (apêndices H e I).

A taxa de inibição do radical DPPH do extrato aquoso de L. alba, com

grande concentração de luteolina (2,1 μg.mL−1) e rotina (1,6 μg.mL−1), já foi

descrita por Nunes et al. (2018), de 56,13 ± 4,79% e 2436,45 ± 137,16 μM de
trolox/g de extrato. No presente trabalho o OE dessa espécie apresentou
atividade antioxidante superior (3420 ± 200 μM de trolox/g de OE) ao valor
relatado para o extrato.



Figura 2 - Índices de Atividade Antioxidante (IAA) dos óleos essenciais (OEs), extratos etanólicos (EEs) e Trolox.
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No estudo de Stashenko, Jaramillo e Martínez (2004) o OE de L. alba,

rico em limoneno (27-77%) e carvona (14–30%), exibiu atividade antioxidante

semelhante ao da vitamina E, um produto amplamente utilizado como aditivo

natural e sintético. Timotéo et al. (2015), observando diferentes quimiotipos de

L. alba, verificaram que os extratos etanólicos com maior quantidade de

polifenois, sobretudo os fenilpropanóides, possuiam a maior atividade

antioxidante.

Em um ensaio de genotoxicidade, Kampke et al. (2018) constataram no
OE de L. alba baixo nível de dano contra o DNA e proteínas, além da
capacidade inibitória do óxido nítrico (NO), o que pode evidenciar a ação
antioxidante desse produto.

Na presente pesquisa o valor de IC50 constatado para o OE de L.

origanoides (0,22 ± 0,02 mg.mL-1), utilizando-se uma solução de 100 µM de

DPPH, foi menor que o valor relatado por Bedoya et al. (2012) (5,58 ± 0,035

mg.mL-1), utilizando uma solução etanólica com 7 µM de DPPH. Ou seja, em

uma solução mais concentrada de DPPH o OE utilizado neste estudo
apresentou melhor potencial antioxidante. O OE dessa espécie, rico em timol
na sua composição, em combinação com quitosano, foi descrito com maior
atividade antioxidante diante do DPPH quando comparado ao quitosano
utilizado isoladamente (DAMASCENO et al., 2018).

Balasubramani et al. (2018), na Índia, verificaram no OE de O. basilicum

menor valor de IC50 (13,21 µg.mL-1) diante de uma solução de DPPH (25 µM)

quando comparado ao valor obtido nesse estudo (16,49 ± 3,88 mg.mL-1) em

solução de 100 µM de DPPH. Apesar de o presente estudo utilizar uma solução

quatro vezes mais concentrada de DPPH, o valor de IC50 relatado foi maior (na

ordem de 103), indicando menor potencial antioxidante em relação à pesquisa

supracitada. O potencial antioxidante do OE de O. basilicum, coletado na
Sérvia, também foi superior na pesquisa desenvolvida por Elgndi et al., (2017),

na qual foi constatado IC50 de 6,94 ± 1,27 µg.mL-1 utilizando solução de DPPH

a 90 µM. Tal fato pode ilustrar a grande variação que pode ocorrer no potencial
antioxidante da mesma espécie coletada em diferentes locais, além de
demonstrar o grande potencial oxidante que esssa espécie pode apresentar.

As diferenças na atividade antioxidante dos OEs de manjericão podem

ser explicadas pela diferença no conteúdo de eugenol, um dos principais
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compostos responsáveis pela atividade antioxidante dessa espécie (ELGNDI et

al. 2017), o qual foi menor no presente estudo. Comumente a atividade

antioxidante mais baixa observada correlaciona-se diretamente com as

menores concentrações fenólicas totais encontradas no manjericão (NGUYEN;

KWEE; NIEMEYER, 2010).

A composição individual de ácido fenólico é um fator importante que

influencia a capacidade antioxidante medida para cultivares de manjericão

(KWEE; NIEMEYER, 2011). A presença de monoterpenos oxigenados (linalol,

α-terpineol, etc.) proporciona maior atividade antioxidante que os

hidrocarbonetos monoterpênicos (pinenos), hidrocarbonetos sesquiterpênicos

ou seus derivados oxigenados (HAJLAOUI et al., 2016), o que pode justificar a

baixa atividade antioxidante do OE de O. basilicum.

No OE de S. officinalis, rico em cânfora e 1,8-cineole, diante de solução
de DPPH (200 µM) o IC50 foi de 8,31 ± 0,55 µg.mL-1 (EL EUCH et al., 2019),

enquanto Adrar; Oukil; Bedjou (2016) verificaram IC50 do OE dessa espécie de

1,99 ± 0,169 mg.mL-1, e Khiya et al. (2018), em DPPH a 60 µM, constataram

IC50 de 309,42 mg.mL-1. Na presente pesquisa foi verificado o valor de IC50 de

7,52 ± 1,07 mg.mL-1 em 100 µM de DPPH. É comum a grande variação do
potencial antioxidante da espécie, como constatado por Farhat et al. (2014),
onde o IC50 em solução de DPPH do extrato das folhas de S. officinalis em

diferentes fases de vida variou de 29,20 ± 3,70 µg.mL-1 (no estágio vegetativo)

a 58,44 ± 2,10 µg.mL-1 (fase de frutificação).

O OE de C. citratus foi mencionado com IC50 próximo de 75 µg.mL-1

(JAMUNA et al., 2017), enquanto IC50 do extrato foi relatado com valor de 0,31

± 0,02 mg.mL-1 (RORIZ et al., 2015), ou seja, com maior potencial, uma vez
que menores quantidades são exigidas para a inibição de 50% da absorvância da

solução de DPPH. Neste estudo o IC50 do OE de C. citratus foi verificado em

3,26 ± 0,36 mg.mL-1. Costa et al. (2016) observaram que o poder antioxidante

da infusão de C. citratus contra DPPH é fortemente dependente do mês da
colheita, com direta relação com os níveis de ácidos fenólicos.

O OE oriundo de diferentes cultivares de manjericão (O. basilicum), com

variados compostos majoritários em sua composiçao como 1,8-cineol, linalol,

eugenol, neral, geranial (citral) possuem significativa atividade antioxidante em

testes utilizando DPPH como radical livre, sendo eugenol o composto com
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maior potencial antioxidante quando testado isoladamente, além de

potencializar a atividade antioxidante de demais compostos quando testados

juntos (COUTO et al., 2019). Da mesma forma, o cimeno como composto

majoritário ou testado isoladamente apresenta relevante atividade antioxidante,

inclusive potencializando outros compostos (MILOS; MAKOTA, 2012).

Limoneno, linalol e citral são componentes terpenóides não fenólicos

comuns dos óleos essenciais, cuja cinética de sua atividade antioxidante indica

que o comportamento antioxidante desses compostos ocorre por co-oxidação

com o substrato, devido à auto-terminação e terminação cruzada da cadeia

oxidativa (BASCHIERI et al., 2017). A atividade antioxidante dos OEs pode ser

explicada pela presença dos compostos majoritários, mas também devido à

presença de componentes menores, os quais podem figurar entre os mais

potentes catadores de radicais livres (EL EUCH et al., 2019). Os altos valores

de atividade antioxidante apresentados por compostos como o timol, carvacrol

e óleos essenciais ricos dessas substâncias se devem à capacidade de doação

do átomo de hidrogênio da hidroxila fenólica, formando um radical fenólico

(TELES et al., 2014; BASCHIERI et al., 2017).

Seis diferentes espécies de Juniperus contendo diferentes compostos

majoritários na composição de seu OE tiveram diferentes atividades

antioxidantes, as quais tiveram correlação direta com o nível dos constituintes

majoritários como α-pineno, sabineno, β-mirceno, β-cariofileno, germacreno-D,

α-humuleno e terpinen-4-ol (ZHELJAZKOV et al., 2018). Da mesma forma, o

OE de uma variante de Ocimum spp. com predominio de eugenol e 1,8-cineol

em sua composição, apresentou significativo potencial antioxidante, assim

como populações dominadas pelo linalol ou cânfora (CHATURVEDI et al.,

2018).

Segundo Bekir et al. (2013), os valores de IC50 no teste contra o radical

DPPH (200 µM) foram de 5,62 ± 0,23 µg.mL-1 e 9,25 ± 0,72 µg.mL-1 para o

extrato metanólico e etanólico das folhas de romã, respectivamente, os quais
são significativamente melhores que os valores verificados utilizando-se o
extrato de acetato de etila, diclorometano e hexano. No presente estudo foi

verificado valor muito próximo de IC50 (2,20± 0,06 µg.mL-1). A atividade

antioxidante verificada no EE de romã pode possuir correlação direta com seu
conteúdo total de fenóis, como verificado em outros estudos (KHARCHOUF et



149

al., 2018; HANANIA; YEE; NOR-KHAIZURA, 2019). Os taninos hidrolizáveis

são os polifenóis mais abundantes responsáveis pela capacidade antioxidante

em romãs e incluem galotaninos, elagitaninos e ésteres de galagil, como

punicalagina e punicalina (MADRIGAL-CARBALLO et al., 2009).

O extrato metanólico das folhas de S. mombin foi anteriormente descrito

com IC50 de 417 ± 10 µg.mL-1 frente à solução de DPPH (65 µM) (SILVA et al.,

2012). Já em solução de 300 µM de DPPH o IC50 descrito foi de 11,8 ± 0,3

µg.mL-1 (CRISTOFOLI et al, 2019). No presente estudo o EE da casca do
caule de S. mombin, composto exclusivamente por procianidinas, apresentou

IC50 de 1,88± 0,17 µg.mL-1, o que pode demonstrar superior potencial do
extrato da casca em relação ás folhas. Cabral et al. (2016) verificaram que o

extrato das folhas S. mombin na concentração de 60 µg.mL-1 reduziu
aproximadamente 70% da absorvância em solução de DPPH, sugerindo que
os ácidos fenólicos presentes no extrato e nas frações são responsáveis pela
atividade sequestradora de radicais.

Analisando a atividade antioxidante do extrato de M. urundeuva
fracionado por n-butanol, etanol e metanol em solução de DPPH, Machado et

al. (2014) constataram que todas as frações apresentaram IC50 < 4 µg.mL-1.

Resultados próximos foram obtidos por Vieira et al. (2015), onde o extrato

metanólico das folhas e da casca do caule tiveram IC50 de 12,9 ± 0,2 µg.mL-1

e 10,9 ± 0,5 µg.mL-1, respectivamente, em solução de DPPH, os quais

apresentaram alto conteúdo de fenóis e consequentemente possuem grande
potencial para sequestrar radicais livres.

No EE das folhas de M. urundeuva (rica em fenóis, flavonoides e taninos

condensados) Junior et al. (2017) detectaram IC50 em solução de DPPH (65

µM) de 217 ± 0,0 mg.mL-1. O presente estudo também verificou forte atividade

antioxidante do EE das folhas e da casca do caule dessa espécie, com IC50 de

1,33± 0,05 e 2,16± 0,05 µg.mL-1, respectivamente, sendo que o maior valor

verificado nesta pesquisa foi para o EE das folhas. Assim como nos trabalhos
citados anteriormente (VIEIRA et al., 2015; JUNIOR et al., 2017), os EEs das
folhas e casca de aroeira utilizados nesta pesquisa são ricos em taninos,
ácidos fenólicos flavonoides e chalconas, os quais podem ser sugeridos como
principais responsáveis pelo potencial antioxidante verificado.
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Os principais compostos descritos nos EEs do presente estudo (vide

capítulo II) têm significativo potencial antioxidante relatado em pesquisas

anteriores, como no caso dos taninos hidrolisáveis (FIGUEROA-ESPINOZA et

al., 2015; BENZIDIA et al., 2018; VIGNAULT et al., 2018), derivados de ácido

gálico (RAJAN; MURALEEDHARAN, 2017; LUZI et al., 2018; CHUNSHOM et

al., 2019), ácidos anacárdicos (KUBO et al., 2006; GOMES JÚNIOR et al.,

2018), flavonoides (CHEN et al., 2018; MOON et al., 2018; CHEN et al., 2019;

DONG et al., 2019; LI et al., 2019), ácidos fenólicos (AGATONOVIC-

KUSTRIN;KUSTRIN; MORTON, 2018; BOGUCKA-KOCKA et al., 2018; XIANG

et al., 2019), chalconas (TAJAMMAL et al., 2017; WANG et al., 2019) e

procianidinas (MIZUNO et al., 2017; ZHOU et al., 2018; MUÑOZ-LABRADOR;

PRODANOV; VILLAMIEL, 2019).

Os ácidos anacárdicos atuam como antioxidantes de várias maneiras,
incluindo a inibição de várias enzimas pró-oxidantes envolvidas na produção de

espécies reativas de oxigênio e quelantes de metais divalentes, como Fe2+ ou

Cu2+ (KUBO et al., 2006). O número e a posição de hidroxila fenólica

mostraram grande influência na atividade antioxidante dos flavonóides, e os
flavonóides que possuem ambos os grupos hidroxila C3 e catecol exibem
atividade antioxidante mais forte do que com um ou nenhum deles (CHEN et al.,
2018). A relação entre concentração de fenóis totais e a capacidade de
sequestrar radicais livres dos extratos parece ser bastante significativa, visto
que extratos com maior conteúdo de fenóis totais são os que possuem maior
atividade antioxidante (VIEIRA et al., 2015).

4 CONCLUSÕES

Em conclusão, o presente estudo demonstra que a capacidade de

eliminar radicais livres in vitro dos óleos essenciais das plantas C. citratus, L.

alba, L. origanoides, O. gratissimum, S. officinalis, e sobretudo dos extratos

etanólicos de M. urundeuva, S. mombin e P. granatum sugere a presença de

compostos doadores de elétrons, que podem reagir com os radicais livres para

convertê-los em produtos mais estáveis.
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No presente trabalho os EEs demonstraram uma maior atividade

oxidante que os OEs, uma tendência também verificada na literatura científica.

O EE das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemão apresentou o maior

índice de atividade antioxidante. Futuras pesquisas são necessárias para

avaliação da atividade antioxidante dos componentes majoritários de sua

composição.
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CAPÍTULO IV

Toxicidade aguda de óleos essenciais e extratos etanólicos de
plantas em náuplios de Artemia salina
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RESUMO

Os bioensaios com Artemia salina oferecem uma maneira rápida, simples e
econômica de testar a toxicidade de produtos naturais oriundos de vegetais,
como requisitos de monitoramento industrial ou para fins regulatórios. Portanto,
o presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda do óleo
essencial (OE) das plantas Cymbopogon citratus, Lippia alba, L. origanoides,
Ocimum basilicum, Salvia officinalis, e do extrato etanólicos (EE) das espécies
Myracrodruon urundeuva, Spondias mombin e Punica granatum. Uma vez que
este estudo compõe de uma série de testes com intuito de utilizar OEs e/ou
EEs como suplementos alimentares para camarões marinhos, também foi
verificada a toxicidade de dois suplementos alimentares comerciais para
camarões marinhos (aditivo A e B). A coleta do material botânico foi realizada
em Parnaíba, Piauí, Brasil (03° 05' 12,5‖S 041° 47' 01,2‖W). Os OEs e EEs
foram diluídos em água do mar pré-filtrada, utilizando-se 0,1% de Tween 80
U.S.P. nas soluções com OEs, e 1% de Dimetilsulfóxido (DMSO) nas soluções
com EE. Para realização dos testes, 10 náuplios de A. salina foram
adicionados em 200 µL soluções com diferentes concentrações de OE e EE. O
experimento teve três grupos controle: controle 1: náuplios e água do mar
filtrada; controle 2: náuplios e água do mar filtrada com Tween 0,1%; e controle
3: náuplios e água do mar filtrada com DMSO 1%. Todos os testes foram
realizados em quadruplicata. Após 24 horas de incubação, o número de larvas
vivas e mortas em cada poço foi contado. Por não haver mortalidade
significativa nos testes com EEs após 24 horas, os resultados foram verificados
após 48 horas. A concentração letal média (CL50) foi determinada pela análise
de regressão Probit com limites de confiança estabelecidos em 95%.
Posteriormente, foi realizada análise de variância seguida de teste de
comparações múltiplas de Tukey (α <0,05) para verificação de diferenças
significativas. Todos os OEs e suplementos alimentares para camarões
marinhos utilizados nesta pesquisa foram classificados como tóxicos (CL50 <
1000 μg.mL-1) para A. salina. Enquanto os EEs, mesmo após 48 horas de
incubação, são classificados como não tóxicos (CL50 > 1000 μg.mL-1). Os
baixos índices de toxicidade constatados nos EEs abrem perspectivas para sua
utilização em experimentos com camarões de cativeiro, de modo a investigar
seus efeitos antimicrobianos no âmbito da aquicultura.

Palavras-chave: concentração letal média; náuplios; microplaca; toxicologia
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ABSTRACT

Artemia salina bioassays provide a quick, simple and cost-effective way to test
the toxicity of natural plant products, such as industrial monitoring requirements
or for regulatory purposes. The objective of this study was to evaluate the acute
toxicity of essential oils (EO) of Cymbopogon citratus, Lippia alba, L.
origanoides, Ocimum basilicum, Salvia officinalis, and ethanolic extract (EE)
species of Myracrodruon urundeuva, Spondias mombin and Punica granatum.
Since this study is part of a series of tests to use EOs and/or EEs as dietary
supplements for shrimps, the toxicity of two commercial seafood supplements
(additive A and B) was also verified. The botanical material was collected in
Parnaíba, Piauí, Brazil (03° 05 '12,5 "S 041° 47' 01,2" W). The EOs and EEs
were diluted in prefiltered seawater using 0.1% Tween 80 U.S.P. in solutions
with EOs, and 1% Dimethylsulfoxide (DMSO) in solutions with EE. To perform
the tests, ten A. salina nauplii were added in 200 µL solutions with different
concentrations of EO and EE. The experiment had three control groups: control
1: nauplii and filtered seawater; control 2: nauplii and 0.1% Tween filtered
seawater; and control 3: nauplii and 1% DMSO filtered seawater. All tests were
performed in quadruplicate. After 24 hours of incubation, the number of live and
dead larvae in each well was counted. As there was no significant mortality in
the tests with EES after 24 hours, the results were verified after 48 hours. The
mean lethal concentration (LC50) was determined by Probit regression analysis
with 95% confidence limits. Subsequently, variance analysis was performed
followed by Tukey's multiple comparisons test (α <0.05) to verify significant
differences. All EOs and food supplements for sea shrimp used in this research
were classified as toxic (LC50 <1000 μg.mL-1) to A. salina. While EEs, even
after 48 hours of incubation, are classified as non-toxic (LC50> 1000 μg.mL-1).
The low toxicity rates found in the EEs open perspectives for its use in
experiments with captive shrimps, in order to investigate its antimicrobial effects
on aquaculture.

Keywords: mean lethal concentration; microplate; nauplii; toxicology
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1 INTRODUÇÃO

Testes de toxicidade são ensaios laboratoriais realizados sob condições
experimentais específicas e controladas, utilizados para estimar a toxicidade de
substâncias, efluentes industriais e amostras ambientais (COSTA et al., 2008).
Os testes de toxicidade aguda abrangem um período relativamente curto da
vida de um organismo, que no caso de peixes, dáfnias, ratos e aves pode ser
de 24 a 48 horas, e o efeito da amostra testada é medido com base no seu

efeito letal (LANDIS et al., 2003). A concentração letal média (CL50) é definida

como a concentração de amostra que causa mortalidade de 50% dos
organismos no tempo de exposição e nas condições do teste, estimada por
meio gráfico ou computacional (LANDIS et al., 2003; COSTA et al., 2008).

Atualmente, muitos estudos sobre a aplicação de plantas medicinais no

controle de doenças e imunoestimulação em aquicultura estão sendo

realizados (DASHTIANNASB; YEGANEH, 2017; TREJO-FLORES et al., 2016;

PRABU et al., 2018; ZHAI; LI, 2019). O uso de plantas para fins medicinais,

terapêuticos ou agrícolas (inseticidas, larvicidas) exige a realização de ensaios

de toxicidade para verificar a segurança de sua utilização (ROSA et al., 2016;

ZORAL et al., 2018).

Para entender melhor o comportamento de novos agentes terapêuticos,

estudos sobre toxicidade são de grande importância, tendo em vista que a

exposição a agentes tóxicos pode resultar no comprometimento da saúde dos

organismos (KAMPKE et al., 2018). Embora muitos produtos à base de plantas

possuam relevantes atividades biológicas, podem causar alguns efeitos

neurotóxicos, hepatotóxicos ou danos a órgãos (HALICIOGLU et al., 2011;

SHIRMOHAMMADLIA; EFHAMISISIA; PIZZI, 2018). Alguns grupos de

compostos extremamente tóxicos derivados de plantas podem incluir alcalóides,

glicosídeos e ésteres de forbol (NDHLALA et al., 2013).

Os invertebrados são organismos experimentais úteis para estudar

questões biológicas e toxicológicas que são mais difíceis ou demoradas de

investigar usando mamíferos, devido às suas características biológicas únicas,

tais como estruturas e sistemas corporais relativamente simples, ciclos de vida

mais curtos e diversas estratégias reprodutivas (WU; LI, 2018). Os bioensaios

com o crustáceo Artemia salina (Linnaeus, 1758) oferecem uma maneira
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rápida, simples e econômica de testar a toxicidade de produtos naturais

oriundos de vegetais, como requisitos de monitoramento industrial ou para fins

regulatórios (NUNES et al., 2006; BUSSMANN et al., 2011).

A principal razão pela qual este crustáceo de água salgada é

amplamente utilizado para testes de toxicidade é devido à disponibilidade

comercial de ovos dormentes (cistos), as larvas eclodidas dos cistos são

utilizadas mundialmente na aquicultura como alimento vivo, os ovos dormentes

permanecem viáveis por muitos anos e são, portanto, uma fonte biológica

adequada para bioensaios rápidos, simples e baratos (NUNES et al., 2006;

MAYORGA et al., 2010).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade aguda

em náuplios de Artemia salina dos óleos essenciais das plantas Cymbopogon

citratus (DC.) Stapf, Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex P. Wilson, L. origanoides

Kunth, Ocimum basilicum L., Salvia officinalis L., do extrato etanólico das

espécies Myracrodruon urundeuva Allemão, Spondias mombin L., Punica

granatum L. Essas foram as plantas que apresentaram melhor desempenho

nos ensaios de atividade antimicrobiana descritas nos capítulos anteriores.

Também foram realizados testes de toxicidade com dois produtos comerciais

indicados como suplementos alimentares para camarões marinhos.

2 MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Material vegetal

As plantas foram coletadas em Parnaíba, Piauí, Brasil (03° 05' 12,5‖S

041° 47' 01,2‖W), no mês de março de 2018, no período da manhã. A

herborização do material foi realizada conforme orientações descritas por

Fidalgo e Bononi (1984). As espécies foram identificadas com base em chaves

de identificação específicas disponíveis em bibliografias especializadas

(CARMELLO-GUERREIRO; PAOLI, 1999; GOMES; NEGRELLE, 2003;

SALIMENA; MÚLGURA, 2015; SUZUKI, 2016; CÂNDIDO et al., 2019).

Exemplares já identificados pertencentes à coleção botânica do herbário

HDelta também foram utilizados para auxiliar na identificação.
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A classificação dos grupos foi realizada conforme sistema estabelecido

pelo Angiosperm Phylogeny Group (APG IV, 2016). A correta grafia dos nomes

científicos foi feita com base no banco de dados Missouri Botanical Garden

(GARDEN, 2016). Exemplares das espécies vegetais coletadas foram

depositados no acervo da Universidade Federal do Delta do Parnaíba –

UFDPar (tabela 1). Os óleos essenciais de S. officinalis e O. basilicum foram

adquiridos comercialmente e doados pelo Instituto Português do Mar e da

Atmosfera (IPMA).

Tabela 1 - Identificação e número de registro do herbário Delta do Parnaíba (HDELTA) da
Universidade Federal do Delta do Parnaíba (UFDPar) das espécies vegetais coletadas para
utilização neste estudo. EE = extrato etanólico; OE = óleo essencial.
Nome comum Nome científico Farmacógeno Derivado Registro HDelta
Alecrim pimenta Lippia origanoides Kunth Folhas OE 5469

Aroeira Myracrodruon urundeuva Folhas EE 5477
Allemão Casca/caule EE

Cajá Spondias mombin L. Casca/caule EE 5465

Capim limão Cymbopogon citratus Folhas OE 5472(DC.) Stapf

Erva cidreira L. alba (Mill.) N.E.Br. ex Folhas OE 5466P. Wilson
Manjericão Ocimum basilicum L. Folhas OE *
Romã Punica granatum L. Folhas EE 5474
Sálvia Salvia officinalis L. Folhas OE *

*Adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich).

Os procedimentos experimentais do presente trabalho foram realizados

no Laboratório de Análises Clínicas Animal (LACA) da Embrapa Meio-Norte,

Parnaíba, Piauí, Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Conselho Brasileiro de

Gestão do Patrimônio Genético (CGEN) (acesso n° A00721D).

2.2 Obtenção do óleo essencial

O material vegetal coletado (Lippia alba, L. origanoides e Cymbopogon

citratus) foi seco em temperatura ambiente. O óleo essencial (OE) foi extraído

das folhas secas de cada planta por meio de hidrodestilação em aparelho tipo

Clevenger adaptado a um balão de fundo redondo, seguindo recomendações

de Yen e Lin (2017) com modificações. Para tal, foram adicionados 600 g de
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folhas secas no balão de fundo redondo juntamente com 3500mL de água

destilada. Após o inicio da ebulição da água o processo de extração foi mantido

por 240 minutos. O OE extraído foi armazenado em frasco âmbar e mantido

sob refrigeração até o momento das análises.

2.3 Obtenção do extrato etanólico (EE)

Os EEs foram obtidos conforme recomendações de Carvalho et al. (2019)

e Poka et al. (2019), com modificações. O material coletado (casca do caule de

S. mombin e M. urundeuva, e folhas de P. granatum e M. urundeuva) foi seco

em estufa a 40°C com circulação de ar. O material seco foi triturado em um

moinho de facas tipo cróton TE-650 (Tecnal). O pó obtido do farmacógeno de

cada espécie foi misturado com etanol P. A. na proporção 1:4 (m/v) e agitado

manualmente por 1 minuto. Após permanecer sob maceração estática por 24

horas, no escuro, o macerado bruto foi filtrado, descartando-se o pó residual. A

solução etanólica filtrada foi concentrada em banho Maria a 40°C. O extrato

concentrado foi aquecido em estufa a 40ºC até a eliminação completa do

solvente. O EE final foi mantido refrigerado até o momento das análises.

2.4 Toxicidade aguda - Concentração Letal (CL50)

Os cistos de Artemia salina (INVE Aquaculture , Bélgica) foram mantidos

a 5°C até a execução do experimento. A toxicidade dos OEs/EEs foi

determinada utilizando A. salina recém-eclodida de cistos secos. Os cistos

foram incubados em água do mar natural (salinidade 35 g/L; oxigênio

dissolvido 5,3 mg/L; pH 8,2; e temperatura 27,5°C) previamente filtrada através

de um filtro de porosidade de 0,22 μm em condições de iluminação e aeração

contínuas. Após 24 horas os náuplios de A. salina foram separados das cascas

dos ovos usando uma pipeta Pasteur. Os ensaios de toxicidade foram

realizados em microplacas de 96 poços.
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Os OEs foram diluídos em água do mar com 0,1% de Tween 80 U.S.P.,

e os EEs foram diluídos em água do mar com 1% de dimetilsulfóxido (DMSO).

Toda água utilizada no experimento foi pré-filtrada em filtro de porosidade de

0,22 μm. Cada linha vertical da placa de 96 poços correspondeu a uma

repetição do experimento, e em cada poço foram adicionados 200 µL de

solução com OE ou EE e 10 náuplios de A. salina.

Os OEs/EEs foram testados nas concentrações de 2000; 1000; 500; 250;

125; 62,5; 31,2; e 15,6 µg/mL. O experimento contou com 3 grupos controle:

controle 1 – contendo apenas náuplios e água do mar filtrada; controle 2 –

contendo náuplios e água do mar filtrada com Tween 0,1%; controle 3 -

contendo náuplios e água do mar filtrada com DMSO 1%.

Uma vez que este estudo faz parte de uma série de pré-testes com

intuito de utilizar OEs e/ou EEs como suplementos alimentares para camarões

marinhos, também foi verificada a toxicidade de dois suplementos alimentares

comerciais para camarões marinhos, identificados como aditivo A e B. Cada

teste de toxicidade aguda, inclusive os controles, foi realizado em quadruplicata.

Após 24 horas de incubação, em condições normais de fotoperíodo e
temperatura ambiental variando de 27 a 30°C, o número de larvas vivas e
mortas em cada poço foi contado, com auxilio de um microscópio
estereoscópio. Foram consideradas mortas as larvas que não exibiram nenhum
movimento interno ou externo ao longo de 30 segundos de observação. Por
não haver mortalidade significativa nos testes com EEs após 24 horas, os
resultados foram verificados após 48 horas. A classificação dos OEs/EEs

seguiu os critérios estabelecidos por Meyer et al. (1982): ―tóxico‖ se CL50 <

1000 μg.mL-1 e ―não tóxico‖ se CL50 > 1000 μg.mL-1.

2.5 Análise estatística

A determinação da CL50 foi realizada pelo método de análise de

regressão Probit com limites de confiança estabelecidos em 95% (FINNEY,

1971). Posteriormente uma one-way ANOVA seguida de teste de comparações

múltiplas de Tukey (α <0,05) foi realizada para verificar diferenças significativas
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entre a CL50 dos EEs, OEs e dos aditivos comerciais. O teste de Shapiro-Wilk

(p>0,05) foi utilizado para verificar a distribuição dos dados quanto à
normalidade. O software IBM-SPSS 20.0 foi utilizado para análise estatística.

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Conforme Meyer et al. (1982), todos os OEs e suplementos alimentares
para camarões marinhos utilizados nesta pesquisa podem ser classificados

como tóxicos para A. salina (CL50 < 1000 μg.mL-1). Enquanto os EEs, mesmo

após 48 horas de incubação, são classificados como não tóxicos (CL50 > 1000

μg.mL-1). Nos grupos controle não foi verificada mortalidade.

Os dados referentes à CL50 dos OEs, EEs e suplementos comerciais

tiveram distribuição normal, tal como avaliado pelo teste Shapiro-Wilk (p>0,05).
As diferenças entre grupos foram estatisticamente significativas F(11, 46) =

338,83, p < 0,05 (apêndice J). As CL50 dos suplementos comerciais e OEs
foram significativamente menores que as demais, e iguais entre si, com

exceção do OE de S. officinalis, o qual foi estatisticamente igual a CL50 do EE

das folhas de M. urundeuva (Figura 1). A CL50 do EE de S. mombin não teve
diferença significativa entre o EE da casca do caule de M. urundeuva e das
folhas de P. granatum.

Resumidamente, a CL50 do aditivo A = aditivo B = OE de C. citratus = L.

origanoides = L. alba = O. basilicum < S. officinalis = EE das folhas de M.

urundeuva < S. mombin = EE da casca do caule de M. urundeuva = EE das

folhas de P. granatum.
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Figura 1 - CL50 (µg.mL-1) em náuplios de Artemia salina testando-se diferentes óleos
essenciais (OE) e extratos etanólicos (EE) de plantas coletadas no Nordeste do Brasil e
suplementos alimentares comerciais para camarões marinhos (SACM).
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*EE das folhas; **EE da casca do caule. Letras diferentes indicam diferença estatística
significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Na Figura 2 é possível perceber que as curvas dose-resposta dos EEs

são mais inclinadas, indicando maiores valores de CL50, enquanto os OEs e
suplementos alimentares comerciais possuem a curva mais vertical, indicando

menores valores de CL50, e, portanto maior toxicidade.
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Figura 2 - Curva dose-resposta da mortalidade de náuplios de Artemia salina x concentração
de óleo essencial, extrato etanólicos ou suplemento alimentar comercial para camarões
marinhos.
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O OE de C. citratus apresentou atividade biológica contra A. salina

relatada por Queiroga et al. (2019), com CL50 de 18,85 μg.mL-1, enquanto o

presente estudo verificou CL50 de 279,46 ± 11,78 μg.mL-1. O mirceno e citral,
compostos comuns no OE de C. citratus já foram relatados com agentes
tóxicos em ratos (DELGADO et al., 1993; NOGUEIRA et al., 1995).

Em testes de viabilidade de células ovarianas de hamster chinês (COHC)
os OEs de C. citratus (rico em geranial, neral e mirceno) e L. alba (rico em
geranial, neral e geraniol) foram classificados com baixa toxicidade durante o
tratamento de 24 horas (TOFIÑO-RIVERA et al., 2016). Testando o OE de C.

citratus, Kpoviessi et al. (2014) verificaram CL50 moderada de 10,63 μg.mL-1

em COHC, da mesma forma que seus constituintes majoritários, neral e

geranial (CL50 = 20,62 μg.mL-1). Os mesmo autores também constataram forte

toxicidade do β-pineno (CL50 de 50 μg.mL-1), outro componente encontrado no

OE dessa espécie.
Efeitos tóxicos do OE de L. origanides já foram relatados contra o inseto

Tribolium castaneum de forma dose e tempo-dependente, pelo método de

impregnação de papel filtro (CABALLERO-GALLARDO; OLIVERO-VERBEL;

STASHENKO, 2012). O OE de alecrim pimenta, tendo como constituintes
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majoritários o carvacrol, timol e γ- terpineno, foi utilizado em um ensaio de
toxicidade contra macrófagos peritoneais de camundongos, e não apresentou

toxicidade forte contra células de mamíferos (concentração citotóxica - CC50 >

100 μg.mL-1) (BORGES et al., 2012). Porém, em um ensaio de toxicidade

utilizando Artemia franciscana, o OE de L. origanoides e L. alba apresentaram

CL50 variando de 8,87-20,13 μg.mL-1 e 10,29-34,90 μg.mL-1, respectivamente

(OLIVERO-VERBEL; GÜETTE-FERNANDEZ; STASHENKO, 2009). No
presente estudo, o OE de L. alba também foi considerado tóxico diante de A.
salina.

O OE de L. alba já foi relatada com atividade biológica tóxica contra A.

salina por Queiroga et al. (2019), com CL50 de 41,56 μg.mL-1, contra 307,95 ±

17,18 μg.mL-1 encontrada na presente pesquisa. Os efeitos tóxicos agudos do
hidrolato de L. alba (rico em neral e geranial) foram testados por Maia et al.

(2019) em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), constatando-se

CL50-96h de 74,3 mg.mL-1, observando-se ao longo do período de teste a

perda de íons e o aumento da densidade de células mucosas das brânquias.
A ação genotóxica do OE de erva cidreira (com predomínio de linalol,

eucaliptol, γ-muuroleno e cariofileno em sua composição) foi observada por

meio de um ensaio cometa nas doses de 100, 200 e 300 mg.Kg-1, mostrando

maior dano em peixes (Oreochromis niloticus) do que em mamíferos (Mus
musculus) (KAMPKE et al., 2018). O citral e carvona, bem como OEs de L.
alba contendo esses compostos como constituintes majoritários apresentaram
efeitos tóxicos aos artrópodos Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum,

sobretudo os compostos ricos em carvona, os quais podem ter sua toxicidade
mediada por mecanismos neurológicos (PEIXOTO et al., 2015).

Em A. salina, Barbosa (2018) verificou que os efeitos tóxicos do OE de

diferentes quimiotipos de O. basilicum proporcionaram CL50 variando de 47,13

a 562,27 µg.mL-1, sendo quimiotipo rico em linalol responsável pelo CL50 de

520,35 µg.mL-1. Outra pesquisa determinou CL50 do OE de O. basilicum em A.

salina variando de 68,45 a 73,95 µg.mL-1, sendo que esses óleos também
tinham predomínio de linalol (ALVES; FREIRE FILHO; MORAES, 2007).
Enquanto o presente estudo verificou a dose letal capaz de eliminar 50% das

amostras de A. salina foi de 218,10 ± 11,53 µg.mL-1. O OE dessa espécie,
utilizado no presente estudo, também teve predomínio de linalol em sua
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composição química. O linalol já foi descrito com capacidade de causar efeitos
tóxicos em peixes, apresentando concentração letal média inferior a 46,4

µg.mL-1 (PEREIRA et al., 2018), e efeitos larvicidas em Aedes aegypti

(FUJIWARA et al., 2017).
Com predomínio de α-tujona e cânfora, o OE de S. officinalis foi descrito

com baixa toxicidade para A. salina, indicando outros constituintes, presentes
em menor quantidade, como responsáveis pelos efeitos tóxicos, apesar do
melhor desempenho da atividade antimicrobiana dos compostos majoritários
citados (RADULOVIC et al., 2017). Quando testado em suspensões de
hepatócitos de ratos o OE de sálvia (rico em α-humuleno e tujona) não
apresentou efeito tóxico (LIMA et al., 2004). Abd-Elmageed e Hussein (2008)

verificaram forte efeito tóxico do extrato dessa planta em A. salina (CL50 = 5,51

± 3,12 μg.mL-1), enquanto o presente estudo constatou efeito tóxico moderado

(CL50 = 896,60 ± 32,74 μg.mL-1). Diferentemente dos outros OEs testados, o
OE de salvia apresentou o menor potencial tóxico.

Chaves et al. (2018), constataram CL50 do EE da casca do caule de S.

mombin (rico em polifenóis) com moderada ação tóxica contra A. salina
(893,62

μg.mL-1). Na presente pesquisa o EE da casca do caule dessa planta (rica em

flavonas) apresentou CL50 = 1339,88 ± 32,73 μg.mL-1, que segundo Meyer et al.

(1982) é considerado não tóxico (CL50 >1000 μg.mL-1). Enquanto Luna et al.
(2005) constataram ação tóxica do extrato das sementes e S. mombin (rica em

fenóis e flavonas). O referido estudo verificou correlação direta entre a

toxicidade contra A. salina e seu efeito larvicida contra Aedes aegypti.

O extrato bruto hidroalcoólico da casca de M. urundeuva diante de A.

salina foi mencionado como tóxico, com CL50 entre 20 e 50 μg.mL-1 por Freitas

et al. (2018). Utilizando náuplios de A. salina no 2° estágio larval, Lacerda et al.
(2011) testaram a toxicidade do EE de folhas juntamente com galhos de M.
urundeuva e observaram CL50 de 39,38 µg.mL-1. Diferente dos trabalhos

citados acima, o presente estudo verificou CL50 = 1470,60 ± 00,00 μg.mL-1 (EE

da casca do caule) e CL50 = 1023,09 ± 19,25 μg.mL-1 (EE das folhas),
considerados não tóxicos.

Os taninos, comumente presentes no EE de M. urundeuva, já foram

mencionados por Libralato; Avezzu; Ghirardini (2011) como agentes tóxicos em

Phaeodactylum tricornutum, uma microalga marinha, podendo causar



171

alterações em seu morfotipo e completa inibição do crescimento. Além disso,

em mamíferos, altas doses de taninos podem causar náuseas, um provável

resultado da ligação de proteínas no estômago, e quando presentes no sangue

podem causar constipação, hepatotoxicidade ou danos a outros órgãos

(SHIRMOHAMMADLIA; EFHAMISISIA; PIZZI, 2018).

A administração de ácido gálico, um dos principais componentes do EE

de M. urundeuva, a ratos albinos propiciou dose letal média (DL50) maior que

2000 mg.kg-1, além de não causar alterações hematológicas e histopatológicas
nos tecidos, indicando baixos níveis de toxicidade em mamíferos (VARIYA et

al., 2019). A DL50 do ácido anacárdico administrado a camundongos foi

semelhante, apresentando DL50 maior que 2000 mg.kg-1, não produzindo
quaisquer efeitos mutagênicos (CARVALHO et al., 2011).

Em outra pesquisa sobre toxicidade aguda, a fração de flavonóides de

Lithocarpus polystachyus não causou sintomas tóxicos significativos, nem

mortalidade em camundongos (LIANG et al., 2017; ZHANG et al., 2017), sendo

considerado um composto pouco tóxico (NAGULA; WAIRKAR, 2019). Já as

chalconas e seus derivados podem afetar células hepáticas humanas, com

aumento dos efeitos pró-apoptóticos ou antiproliferativos (ZENGER et al.,

2015). A baixa toxicidade verificada no EE das folhas de M. urundeuva obtido

no presente estudo pode ser considerada reflexo de sua composição, o qual

possui taninos hidrolisáveis, derivados de ácido gálico, ácidos anacárdicos e

um biflavonol. Enquanto a presença de chalconas pode ser indicada como

justificativa para o EE da casca dessa planta apresentar toxicidade

estatisticamente maior, em relação ao EE das folhas.

Fontenele et al. (1988) verificaram que o extrato hidroalcoólico oriundo
de P. granatum apresentou baixa toxicidade contra A. salina. Da mesma forma,

De lima (2018) verificou CL50 > 1000 μg. mL-1 no EE das folhas de P.

granatum diante de náuplios de A. salina. No extrato hidroalcoólico das frutas
também foi verificado mesmo padrão de toxicidade contra esse microcrustáceo

(HASAN et al., 2009). No presente trabalho a CL50 obtida testando-se o EE das

folhas de romã foi de 1504,13 ± 51,88 μg. mL-1 utilizando o mesmo modelo

animal. Assim, sugere-se que os produtos derivados da romã P. granatum
podem apresentar, em geral, baixa toxicidade contra A. salina. Nascimento et al.
(2009) considerou a presença de taninos determinante na baixa toxicidade
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verificada no extrato de diferentes plantas medicinais contra A. salina. Tal fato

foi verificado no EE das folhas de romã da presente pesquisa, com predomínio

de taninos.

Os fabricantes dos suplementos alimentares A e B recomendam a

dosagem de 1 mL.kg-1 de ração e 1 a 5 mL.kg-1 de ração, respectivamente.

Tendo em vista uma taxa média de alimentação diária de 5% da biomassa de
Litopenaeus vannamei, e a inserção de 5mL de suplemento em 1 kg de ração,
significa que os animais receberiam a dose diária de suplemento de 0,25 µL.g

de camarão-1, e o uso de 1 mL.kg de ração-1 resulta na dose de 0,05 µL.g de

camarão-1. Portanto, doses elevadas devem ser evitadas, a fim de não causar

possíveis efeitos deletérios na saúde dos animais, tendo em vista o poder de
toxicidade de tais aditivos. A composição química e bromatológica dos aditivos
comerciais não são disponibilizadas no produto.

4 CONCLUSÕES

O presente estudo demonstra que os OEs de C. citratus, L. alba, L.

origanoides, O. basilicum, S. officinalis, bem como os suplementos alimentares

comerciais possuem atividade tóxica contra náuplios de A. salina, e que os EEs

de M. urundeuva, S. mombin e P. granatum não apresentam atividade toxica

relevante.

Tendo em vista que os suplementos alimentares comerciais

apresentaram os menores valores de CL50, os demais produtos naturais

testados possuem potencial de uso em camarões de aquicultura, desde que
respeitada a dosagem. Pode-se sugerir que o grau de toxicidade verificado nos
OEs e EES deve-se, principalmente aos compostos majoritários de sua
composição.

Os baixos índices de toxicidade constatados nos EEs abrem

perspectivas para sua utilização em experimentos com camarões de cativeiro,

de modo a investigar seus efeitos no âmbito da aquicultura.
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