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Dentre os agentes etioldgicos envolvidos com doengas bacterianas na piscicultura destaca-se a Aeromonas hydrophila,
sendo o emprego de plantas com potencial bioativo uma alternativa para o seu controle em substituicdo ao uso de
antibidticos. Varias propriedades bioldgicas tém sido atribuidas ao dleo essencial e extratos de Lippia sidoides (Cham.)
Verbenaceae. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana do dleo essencial, extrato
aquoso e etandlico de L. sidoides, bem como de seu componente majoritario frente a A. hydrophila. Para isso, o extrato
etandlico foi obtido através do contato das folhas trituradas com alcool etilico e posterior filtragdo a vacuo e remogao
do solvente. O extrato aquoso por maceragdo com agua destilada e filtragdo a vacuo, e o 6leo essencial por
hidrodestilagio. Posteriormente, a atividade antibacteriana foi avaliada determinando-se a concentragdo inibitoria
minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) através da técnica de microdilui¢do. Os resultados deste
estudo permitiram evidenciar a atividade antibacteriana tanto dos dois tipos de extratos de L. sidoides, bem como de
seu 6leo essencial e do timol frente a A. hydrophila. Entretanto, verificou-se maior atividade do timol, seguida do
extrato etandlico, 6leo essencial e extrato aquoso. A CIM e a CBM para o timol foram de: 78,13 pg mL" e 104,17 pg mL”,
para o extrato etandlico: 520 ug mL" e 625 pg mL”, para o dleo essencial e extrato aquoso: 1.250 ug mL” para CIM e
CBM. Evidenciou-se neste estudo forte atividade antibacteriana do timol e extrato etandlico.

RESUMO

Palavras-chave: Concentracio inibitéria minima, concentragdo bactericida minima, alecrim-pimenta, terpeno.
Antibacterial activity of essential oil and extracts of Lippia sidoides and thymol against Aeromonas hydrophila

Among the aetiological agents involved in bacterial diseases in fish culture, Aeromonas hydrophila stands out, with the
use of bioactive potential plants as an alternative for its control, replacing the use of antibiotics. Several biological
properties have been attributed to the essential oil and extracts of Lippia sidoides (Cham.) Verbenaceae. Thus, the
objective of this study was to evaluate the antibacterial activity of the essential oil, aqueous and ethanolic extract of L.
sidoides, as well as its major component against A. hydrophila. For this, the ethanolic extract was obtained by contacting
the crushed leaves with Ethyl alcohol and subsequent vacuum filtration and solvent removal. The aqueous extract by
maceration with distilled water and vacuum filtration, and the essential oil by hydrodistillation. Subsequently, the
antibacterial activity was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) by the microdilution technique. The results of this study allowed to demonstrate the
antibacterial activity of both types of L. sidoides extracts, as well as of its essential oil and the thymol against A.
hydrophila. However, thymol activity was higher;, followed by ethanolic extract, essential oil and aqueous extract. The
MIC and MBC for thymol were: 78.13 pg mL" and 104.17 pg mLfor the ethanolic extract: 520 ug mL" and 625 ug mL
‘for the essential oil and for the aqueous extract were: 1,250 pug mL"* for MIC and MBC. A strong antibacterial activity of
thymol compound and ethanolic extract was evidenced in this study.
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Introducao
As bacterioses destacam-se como importantes fatores

espécie Aeromonas hydrophila, de ocorréncia mundial (NOGA,
2010; SAAVEDRA etal, 2004).

limitadores da produtividade em piscicultura, provocando
atraso no crescimento dos peixes e muitas vezes, sendo res-
ponsaveis por elevadas taxas de mortalidade (CARRASCHI et
al,2011).

O género Aeromonas sp. compreende bactérias ubiquas
que sdo conhecidas por desempenhar varios papéis no meio
ambiente, sendo descritas pela primeira vez como patégenos
de peixes (MARTINO et al,, 2015). As infec¢ces causadas por
Aeromonas estdo entre as doengas mais comuns na criagdo de
peixes, sendo as infecgdes por Aeromonas moéveis, como a

As aeromonoses tém ampla gama de hospedeiros e podem
causar alta mortalidade. Os tratamentos de populacdes criadas
em cativeiro usando antibacteriano sio limitados e geram
preocupagdes com o desenvolvimento da resisténcia bacteria-
na e disseminagdo ambiental (STARLIPER et al., 2015). Essa
resisténcia aos antibiéticos convencionais é um problema que
constitui uma grave preocupagdo global. O maior risco para a
satide do consumidor que envolve a utilizagdo de antibi6ticos
em animais ndo é dada pelos residuos, mas pelo desenvolvi-
mento de resisténcia em bactérias dos mesmos animais, e pode
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levar a falhas na terapéutica veterinaria, bem como o risco de
transferéncia de bactérias resistentes dos animais ao homem
ou genes portadores de informagio que codificam esta resis-
téncia (ERRECALDE, 2004).

Diante dessa situacdo, o uso de produtos naturais vem
ganhando destaque na sanidade animal, pois podem ser fontes
promissoras de substdncias bioativas contra parasitos e
microrganismos. Além disso, tais produtos ndo sdo prejudiciais
ao meio ambiente e menos agressivos a saide do homem, com
relagdo aos residuos farmacoldgicos presentes nos alimentos
de origem animal. Por isso, espécies da familia Verbenaceae
especialmente o género Lippia L. vém sendo exploradas tam-
bém na medicina veterindria, microbiologia, parasitologia,
zootecnia e aquicultura, devido ao seu uso potencial e facilida-
de de produgdo agrondmica em escala (SOARES; TAVARES-
DIAS, 2013).

Diversas espécies desse género, tém sido utilizadas na
aquicultura devido ao seu potencial bioativo para o tratamento
de doengas parasitarias e bacterianas (HASHIMOTO et al,
2016; SOARES et al,, 2016; SUTILI et al, 2016). Dentre as espé-
cies, a L. sidoides se destaca em razdo da sua forte atividade
antibacteriana frente a A. hydrophila registrada por Majolo et al
(2017).

0 efeito terapéutico de L. sidoides se deve principalmente a
presenca de timol, uma substancia com forte atividade antimi-
crobiana, que é o principal componente no dleo essencial e
extratos da planta (MATOS; OLIVEIRA, 1998; MAJOLO et al,
2017). Dentre os micro-organismos sensiveis aos extratos ou
Oleo essencial de L. sidoides, destacam-se a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonie, Enterococcus faecalis e A. hydrophila (SILVA et al,
2010; CASTRO et al, 2011; FABRI et al, 2011; VERAS et al,
2014; MAJOLO etal, 2017).

Diante do exposto, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar
através de testes in vitro com extratos e 6leo essencial de L.
sidoides e seu componente majoritario timol frente a A. hydrop-
hila.

Material e Métodos

Localizagdo

0 estudo foi desenvolvido nos Laboratorios de Piscicultura
e no de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) Amazonia Ocidental,
localizada em Manaus, Estado do Amazonas.

Oleos essenciais e extratos

Partes aéreas de L. sidoides foram coletadas de plantas
adultas pertencentes a Colecdo de Plantas Medicinais da
Embrapa Amazonia Ocidental, onde as condi¢des de cultivo sdo
controladas e padronizadas de modo a produzir matéria prima
utilizada em estudos fitoterapicos. A planta foi identificada e
depositada no Instituto Agrondmico do Norte (IAN Herbari-
um), com Voucher n° 191733, de Lippia sidoides (Cham.) Ver-
benaceae depositado no Laboratdrio de Botinica da Embrapa
Amazodnia Oriental, localizado em Belém do Par4, estado do
Par4, com data de entrada em 04 de outubro de 2013 e Locali-
dade de coleta: Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, AM.

Ap0s as coletas dos materiais vegetais, foram realizadas as
extragdes dos dleos essenciais pelo método de hidrodestilagdo
avapor, em aparelho tipo Clevenger (Amitel). Em cada extragdo
foram colocadas amostras de 500 g de folhas e inflorescéncias
em baldo volumétrico de 12.000 mL acoplado a uma manta
aquecedora, sendo adicionada agua destilada até a imersao das
folhas. O tempo de extragdo foi de 2 horas, contado do momen-
to em que a adgua no baldo comegou a ferver. Ao final da extra-

¢do, o 6leo essencial foi coletado e armazenado a 4 °C para
posterior uso nos ensaios “in vitro”. Uma aliquota do 6leo
essencial foi utilizada para caracterizagdo quimica por croma-
tografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

Para o extrato etanolico, como solvente foi utilizando alcool
etilico 90%. Foram adicionados 100 g de folhas trituradas em
900 mL de solvente, acondicionado em um frasco ambar e
mantido em temperatura ambiente num periodo de 7 dias.
Decorrido o periodo de extragdo, foi realizada a filtragdo a
vacuo e posteriormente a remogdo do solvente com auxilio de
um rotaevaporador rotatério, em banho termostatizado em
temperatura de 50 C. Para eliminag¢do dos residuos de solven-
te o baldo foi mantido por 24 h em estufa a 50 °C por 24 h. Apds
estufa, o extrato foi resuspendido com Dimetil sulfoxide
(DMSO) (Dindmica®) 1:1, e mantido sob refrigeracio até o
momento dos bioensaios.

Para o extrato aquoso, como solvente foi utilizada agua
destilada. Foram adicionados 100 g de folhas trituradas em
900 mL de solvente, agitadas durante 30 minutos. Apés, o
material foi filtrado a vacuo e acondicionado em um frasco
dambar e mantido sob refrigeracdo até o momento dos bioensa-
ios.

Ensaios de atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos extratos (etandlico e aquo-
s0), 6leo essencial e timol foi avaliada pelo método de microdi-
lui¢do em caldo, utilizando microplacas de 96 pogos, conforme
NCCLS (M7-A6) (NCCLS, 2003), sendo a Concentragdo Inibité-
ria Minima (CIM) de cada composto frente a Aeromonas
hydrophila (ATCC 7966) definida como a menor concentragdo
que promove a inibicdo do crescimento bacteriano. A confir-
macdo do crescimento bacteriano nos pocos foi realizada por
meio da aplicacio da solugio aquosa estéril de Cloreto de Trife-
niltetrazélio-Exodo® 0,5% (TTC), revelada pelo aparecimento
de uma coloracgio avermelhada.

Para a determinac¢do da concentragdo bactericida minima
(CBM) dos extratos etandlico e aquoso, dleo essencial e timol,
foram realizadas semeaduras em placas de Petri contendo o
meio de cultura Agar Miiller Hinton (Difco®) a partir de todos
os pogos onde ndo houve revelagdo de crescimento bacteriano.
Apbs o periodo de incubagdo foi realizada a leitura das placas,
sendo a CBM correspondente a menor concentragdo onde nio
for evidenciado crescimento bacteriano.

Avaliagdo estatistica

Os resultados obtidos sdo apresentados com média * erro
padrdo da média. Os dados de Concentragio Inibitéria Minima
e Concentracio Bactericida Minima do 6leo essencial, extrato
aquoso e etanolico de L. sidoides, e do timol foram avaliados por
analise de variancia (one-way ANOVA) e teste de Tukey (P <
0.05) pelo software Sigmaplot 12.0.

Resultados e Discussao

Os compostos majoritarios encontrados no 6leo essencial
L. sidoides foram timol (76,6%), ortocimeno (6,3%) e beta-
cariofileno (5,0%), como ja relatado por Majolo et al (2017).
Este perfil também foi confirmado em outros estudos, com
variagGes apenas na proporg¢io dos componentes, o que pode
ter influéncia da condigdo climatica, sazonalidade, estagio de
desenvolvimento das plantas, entre outros fatores (SANTOS et
al, 2004; ESPER et al., 2015; MARCIAL et al., 2016). Nos estra-
tos etandlicos e aquoso tem sido descrito o componente timol
como majoritario, conforme Matos; Oliveira (1998), além da
presenca majoritaria de compostos fenélicos (GARMUS et al,
2015). A estes compostos fendlicos é atribuida a forte atividade
antimicrobiana dos extratos e 6leos essenciais; mas também
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deve-se ressaltar a existéncia de efeito sinérgico dos compostos
majoritarios e minoritarios (DIDRY et al, 1993; HYLDGAARD
etal, 2012).

Neste estudo foi confirmada a atividade antimicrobiana do
timol, extrato etandlico e aquoso e dleo essencial de L. sidoides,
bem como do composto isolado timol frente a Aeromonas
hydrophila. Os valores de concentragdo inibitdria e bactericida
minima sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do 6leo essencial e extratos de Lippia sidoides e do

composto Timol / Table 1. Antibacterial activity of essential oil and extracts of Lippia
sidoides and thymol against Aeromonas hydrophila.

Fragio ou componente CIM (pg mL1) CBM (ug mL1)
Timol 78,12° 104,17°
Extrato etanolico 520,83b 625b
Extrato aquoso 12502 12502
Oleo essencial 12502 12502

As médias de cada coluna seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. CIM = Concentragio Inibitéria Minima CBM = Concentragio
Bactericida Minima / The mean of each column followed by the same letter do not differ by
Tukey's test at 5% probabilityMIC = Minimum Inhibitory Concentration MBC = Minimum
Bactericidal Concentration

Avaliando-se as diferencas de atividades, verifica-se a
maior atividade do timol e do extrato etanolico, seguida do
extrato aquoso e 6leo essencial de L. sidoides. A CIM e a CBM
para o timol foram de 78,13 e 104,17 g mL", para o extrato
etanélico de 520 g mL" e 625 g mL", para o extrato aquoso e
6leo essencial de 1.250 g mL” tanto a CIM quanto a CBM. Ape-
sar desta variagdo significativa dos resultados, todas as CIM’s
apresentam-se abaixo de 5000 g mL", sendo considera-das,
portanto, com forte atividade de inibicdo bacteriana
(BUSSMANN etal,, 2010).

0 timol representa o componente majoritario tanto do 6leo
essencial, como do extrato hidro-alcodlico de L. sioides (MATOS
E OLIVEIRA, 1998), e sabe-se que o timol, assim como outros
terpenos sdo capazes de causar a desintegragdo da membrana
externa de bactérias Gram-negativas, como A. hydrophila
liberando lipopolisacarideos e aumentando a permeabilidade
e a despolarizagdo da membrana citoplasmatica (BURT, 2004;
XU et al, 2008). Klein et al. (2013) relatam um estudo onde o
timol foi o componente mais efetivo frente a bactérias de
origem alimentar como A. hydrophila, cuja CIM foi 40 gmL” e a
CBM de 100 g mL", ja Veras et al. (2013) verificaram atividade
similar entre o 6leo essencial de L. sidoides e o timol contra
Pseudomonas aeruginosa com valores de CIM de 512 g mL".

Para os extratos de L.sidoides, as propriedades
antimicrobianas ja foram demostradas por bioautografia, como
dadas em seu extrato por flavonoides e terpenos, apresentando
um MIC de 625 pg mL" para Pseudomonas aeruginosa, que
também é Gram-negativa e oxidase positiva, assim como A.
hydrophila (FABRI et al, 2011), sendo este resultado muito
préximo ao obtido em nosso estudo para a CIM e CBM do
extrato etanolico de L. sidoides. Apesar do extrato aquoso ter
obtido desempenho inferior, assim como o 6leo essencial, o
mesmo possui a mais facil e rapida forma de obtencio,
utilizando apenas dgua como solvente, o que deve ser levado
em consideragdo na possivel aplicacdo “in vivo” deste extrato.
Como observado em outros trabalhos, a associa¢do entre 6leos
e extratos ou com o timol também poderia potencializar a
atividade antibacteriana, sendo uma sugestdo para novas
avaliacoes.

A atividade antibacteriana do 6leo essencial de L. sidoides
em paralelo ao timol frente a diferentes bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi relatada por Veras et al. (2017),
que observaram valores de CIM variando de 128 a 512 pg mL”,
resultado esse, proximo ao obtido neste estudo para o timol. Ja
para o 6leo essencial de L. sidoides, observou-se a atividade
antibacteriana superior a apresentada neste estudo, e isto pode
ser atribuida provavelmente ao maior percentual de timol em
sua composicdo (84,9%) do que o obtido neste estudo que foi

de 76,6%. Esses autores observaram também que a associagdo
do 6leo essencial de L. sidoides e do timol com antibi6ticos
convencionais melhora sua acdo antibacteriana.

0 dleo essencial de Origanum vulgare assim como o de L.
sidoides apresenta como componente majoritario o timol,
apresentando forte atividade antibacteriana frente a
Aeromonas sp., e o timol quando avaliado de forma isolada,
potencializou ainda mais a sua atividade com valores de CIM
variando de 10 a 80 pg mL" frente a Aeromonas salmonicida
(HEOetal, 2012).

Atualmente, a maioria dos antibiéticos ndo é mais eficaz no
controle de doengas na aqiiicultura, especialmente em doengas
bacterianas sistémicas de peixes, devido ao aumento da
incidéncia de resisténcia a antibidticos entre bactérias
patogénicas. Além disso, muitos paises proibiram antibiéticos
no uso da aquicultura devido a preocupagdes com a saude
publica e riscos ambientais (LEE et al,, 2009), e ja que produtos
derivados de plantas ndo sdo prejudiciais ao meio ambiente e
menos agressivos a saide do homem, no que refere-se aos
residuos farmacoldgicos presentes nos alimentos de origem
animal (SOARES; TAVARES DIAS, 2013), os resultados do
presente estudo indicam que o timol, extratos (etandlico e
aquoso) e oOleo essencial de L. sidoides apresentam um forte
potencial para substituir antibiéticos comerciais como agentes
antibacterianos para uso aquicola no controle de A. hydrophila.

Conclusoes

0 timol, extratos etandélico e aquoso de Lippia sidoides, bem
como seu Oleo essencial apresentaram forte atividade
antibacteriana frente Aeromonas hydrophila. A maior atividade
foi apresentada pelo timol e pelo extrato etandlico, seguida do
oleo essencial e extrato aquoso, sugerindo futuras aplicagdes in
vivo por meio de banhos ou aplicagdo em racdes para avaliar a
eficacia “in vivo” em peixes cultivados como método alternativo
para o controle de A. hydrophila, considerando avaliagcdes
prévias de toxicidade para estabelecer limites seguros de uso
comerecial, visto que, muitas vezes, a dosagem terapéutica para
o0 organismo-alvo pode ser préxima a dosagem letal para o
organismo ndo-alvo ou ainda causar alteragdes no crescimento
e desenvolvimento, na reprodugdo, nas respostas patolégicas,
fisioldgicas e comportamentais.
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