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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito in vitro do carvacrol na inibicdo de
diferentes patogenos que afetam o cultivo de camardes, além de avaliar a influéncia in vivo da
racdo suplementada com carvacrol sobre os pardmetros zootécnicos e imunologicos do
Litopenaeus vannamei, e também sobre a microbiota intestinal e a resisténcia dos camarfes ao
desafio com Vibrio parahaemolyticus. Para isso, foi determinada a atividade inibitoria in vitro
do carvacrol através do método de Disco de difusdo em é&gar frente a diferentes bactérias,
como Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. Outra analise realizada foi a Concentracdo minima inibitéria (MIC) do
carvacrol frente aos mesmos patdgenos. Posteriormente, os camarfes foram alimentados por
quatro semanas com dietas contendo 1, 3, 4 e 6 mg/mL de carvacrol, além de um grupo
controle, sem a adicdo do carvacrol. Cada tratamento foi realizado em triplicata, em tanques
de 400 L povoados com 25 camardes com peso inicial médio de 4,96g + 0,14. Ao final do
experimento foram avaliados parametros zootécnicos, imunoldgicos, microbiota intestinal e
resisténcia dos animais frente a infeccdo com V. parahaemolyticus. Os maiores halos de
inibicdo foram obtidos frente aos patdgenos V. parahaemolyticus e V. harveyi engquanto V.
alginolyticus e S. aureus obtiveram os menores halos da analise. No MIC, o carvacrol
conseguiu inibir as bactérias V. alginolyticus e V. harveyi em uma concentracdo menor do que
as demais bactérias. Ao final do experimento, ndo foram encontradas diferencas significativas
nos parametros zootécnicos, imunoldgicos e nas mortalidades frente a infeccdo com o V.
parahaemolyticus. Igualmente, os tratamentos contendo carvacrol ndo apresentaram
diferencas nas contagens de Vibrio spp. e bactérias heterotroficas totais quando comparadas
com o grupo controle. Pode-se concluir que o carvacrol possui efeito inibitério in vitro frente
a todos os diferentes patdgenos analisados, embora a racdo suplementada com o composto
ndo influencie os parametros zootécnicos, microbiologicos e imunoldgicos do L. vannamei.
Os camarBes alimentados com diferentes concentragdes de carvacrol também néo
apresentaram maior resisténcia frente a infeccdo com V. parahaemolyticus.

Palavras-chave: Carvacrol. Litopenaeus vannamei. Concentracdo minima inibitdria.
Contagem microbiol6gica. Imunologia. Desafio.



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the in vitro effect of carvacrol on the
inhibition of different pathogens that affect shrimp cultivation, in addition to evaluating in
vivo the influence of the diet supplemented with carvacrol on the zootechnical and
immunological parameters of Litopenaeus vannamei, and also on the intestinal microbiota and
the resistance of shrimp to the challenge with Vibrio parahaemolyticus. For this purpose, the
in vitro inhibitory activity of carvacrol was determined using the Agar diffusion disk method
against different bacteria, such as Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
harveyi, Staphylococcus aureus and Escherichia coli. Another analysis carried out was that of
minimum inhibitory concentration (MIC) of carvacrol against the same pathogens.
Subsequently, the shrimps were fed for four weeks with diets containing 1, 3, 4 and 6 mg/mL
of carvacrol, in addition to a control group, without the addition of carvacrol. Each treatment
was carried out in triplicate, in 400 L tanks populated with 25 shrimp with an average initial
weight of 4.96g + 0.14. At the end of the experiment, zootechnical and immunological
parameters, intestinal microbiota and animal resistance to infection with V. parahaemolyticus
were evaluated. The highest halos of inhibition were obtained against the pathogens V.
parahaemolyticus and V. harveyi while V. alginolyticus and S. aureus obtained the smallest
halos of the analysis. In MIC, carvacrol was able to inhibit the bacteria V. alginolyticus and V.
harveyi in a lower concentration than the other bacteria. At the end of the experiment, no
significant differences were found in the zootechnical and immunological parameters and
mortality rates in relation to infection with V. parahaemolyticus. Likewise, treatments
containing carvacrol showed no difference in Vibrio spp. and heterotrophic bacteria when
compared to the control group. It can be concluded that carvacrol has an inhibitory effect in
vitro against all the different pathogens analyzed, although the diet supplemented with the
compound doesn’t influence the zootechnical, microbiological and immunological parameters
of L. vannamei. Shrimps fed with different concentrations of carvacrol also didn’t show
greater resistance to infection with V. parahaemolyticus.

Keywords: Carvacrol. Litopenaeus vannamei. Minimum inhibitory concentration.
Microbiological count. Immunology. Challenge.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores de producdo de alimentos que mais cresceu no mundo,
sendo que em 2018 produziu mais de 82 milhdes de toneladas de pescado e gerou um volume
de 250 bilhdes de dolares, chegando proximo da pesca que captou pouco mais de 96 milhGes
de toneladas (FAQ, 2020).

O cultivo de camardo marinho, principalmente da espécie Litopenaeus vannamei,
impulsionou a aquicultura no Brasil, alcancando uma producéo de aproximadamente 60 mil
toneladas em 2016, sendo 7,4% maior em relagdo ao ano anterior (IBGE, 2016). Porém, em
2017, ocorreu uma queda dessa producdo, atingindo apenas 53 mil toneladas (FAO, 2018).
Uma das principais causas desse déficit na producdo é o surgimento de enfermidades
bacterianas que podem causar mortalidade dos animais e até a perda total da producéo,
dificultando assim o crescimento da atividade no pais (DE NEGREIROS; SANTOS, 2015).

Dentre os efeitos negativos que as infeccbes provocadas por bactérias podem causar,
estdo sintomas como anorexia, inatividade, a baixa taxa de crescimento, necrose do musculo,
e, consequentemente, mortalidades (LAFFERTY et al., 2015). Entre essas doencas, as
vibrioses (causadas por bactérias do género Vibrio) vem ganhando destaque. Estas bactérias
sdo caracterizadas por serem bacilos flagelados e Gram-negativos, que estdo presentes na
agua e no sedimento do viveiro e podem se aderir ao trato intestinal dos crustaceos. Além
disso, esses microrganismos sobrevivem e se reproduzem em &guas com alta salinidade e
temperaturas entre 10 a 30°C (MANJUSHA et al., 2005; MURRAY et al., 2017).

A nivel mundial, um exemplo de vibriose é a Doenca da Necrose Hepatopancreética
Aguda (AHPND, do inglés Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease) que teve seu primeiro
relato em 2009, na China (LIGHTNER et al., 2012). No entanto, apenas em 2013 descobriu-
se gque o agente etioldgico dessa enfermidade era o Vibrio parahaemolyticus (FAO, 2013).
Altamente patogénica, essa bactéria atinge principalmente as fases de camardes mais jovens,
liberando toxinas que causam disfunc¢des no hepatopancreas e em consequéncia podem levar a
mortalidades (TRAN et al., 2013). A AHPND, atualmente, tem sido a doenga bacteriana que
mais afeta 0os camardes cultivados, causando grandes perdas econdmicas (CHUMPOL et al.,
2016).

Para tratar as vibrioses, comumente sdo utilizados antibioticos (FLORES-MIRANDA
et al., 2011; WONGTAVATCHAI et al., 2010; WEN et al., 2014). Porém, além de ser uma

alternativa de alto custo, o uso indiscriminado deste quimioterapico € extremamente
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prejudicial, pois pode gerar a selecéo de bactérias resistentes, deixar residuos nos alimentos e
no meio ambiente e ainda afetar negativamente a saide dos consumidores (DEFOIRDT et al.,
2011; CHAKRABORTY et al., 2011).

Com isso, para que a carcinicultura continue se desenvolvendo sem o impacto causado
pelas enfermidades, faz-se necessario 0 uso de meios alternativos que ndo gerem resisténcia
bacteriana e que reduzam os impactos ambientais. Entre eles, temos os probidticos, sais
organicos, compostos bioativos, extratos de plantas e 6leos essenciais (REGO et al., 2012;
CORREA et al., 2018; CORONEL, 2016).

Os 6leos essenciais sdo utilizados ha muito tempo na industria farmacéutica e de
cosméticos e recentemente vém sendo utilizados como antimicrobianos em diversas areas
(HERNANDES et al., 2017). Sua a¢do se da devido aos principios ativos contidos nas plantas
como terpendides, alcaldides, taninos e fendis. Este Gltimo, possui caracteristica hidrofébica e
atua rompendo a parede celular microbiana, fazendo com que perca sua funcionalidade
(FORSYTHE, 2013; MORO et al., 2015). Dentre os fenois, um comumente utilizado é o
carvacrol, sendo um monoterpeno fenol (2-metil- 5-(1-metiletil) fenol) aprovado pelo FDA
(do inglés Food and Drug Administration) para uso alimentar e foi incluido pelo Conselho da
Europa na lista de aromas quimicos, categoria B, que pode ser adicionado aos alimentos
(FDA, 2017).

Muitos oOleos essenciais contendo carvacrol tém demonstrado eficiéncia contra
diferentes patdgenos e com isso, estudos que avaliam essa efetividade vém sendo realizados
com diferentes plantas, como os 6leos extraidos do alecrim (Salvia rosmarinus), tomilho
(Thymus vulgaris) e orégano (Origanum vulgare) (BASSANETTI et al., 2017; PESAVENTO
etal., 2015).

O 6leo essencial extraido do orégano (Origanium vulgaris) possui o carvacrol como
componente majoritario e este é o principal responsavel pela acdo antimicrobiana do 0leo, ndo
sO contra bactérias, mas também contra fungos e leveduras (LIOLIOS et al., 2009). Além
disso, o composto fenodlico tem acdo contra bactérias Gram-positivas onde atua
principalmente na membrana plasmatica e contra Gram-negativas, onde atua na desintegracdo
da membrana externa destes microrganismos, liberando os lipopolissacarideos da parede
celular (GURSOQY et al., 2009; LA STORIA et al., 2011). Além do efeito antimicrobiano, o
carvacrol possui  propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes, anticarcinogénicas,

antimutagénicas, antigenotdxicas e hepatoprotetoras (CIANDRINI et al., 2014).
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Nos ultimos anos, vérios estudos e relatérios vem sendo realizados na inddstria
alimenticia para comprovar a eficiéncia do carvacrol como antimicrobiano. Altan et al. (2018)
demonstraram que incluir o composto nas fibras de embalagens possibilita um aumento da
vida Gtil dos alimentos carregados e armazenados por estas, como paes e frutas. Constatou-se
também que a incluséo do carvacrol na forma de emulsdo permite uma ampliagdo do tempo
de prateleira de alimentos frescos como carne de frango e de peixe, pois retarda a deterioragdo
causada por microrganismos (KARAM et al., 2019; SYED et al., 2020; ALVES et al., 2018).
Alguns trabalhos anteriores comprovaram que a incorporacdo do carvacrol na dieta de
diferentes espécies como aves e peixes exerce um efeito benéfico em multiplos pardmetros na
criagédo destes animais (AHMADIFAR et al., 2011; HASHEMIPOUR et al., 2013).

Devido a relevancia da carcinicultura para a aquicultura brasileira, estudos que
busquem alternativas para reduzir os impactos das enfermidades bacterianas, além de evitar a
selecdo de cepas resistentes e 0 acumulo de residuos quimioterapicos nos animais e ambiente
é de extrema importancia para o setor. Assim, a utilizacdo de éleos essenciais e seus
compostos bioativos como o carvacrol, na qual é conhecido por suas propriedades
antimicrobianas, pode representar uma alternativa que visa capacitar 0os animais a responder
de forma mais eficiente aos agentes patogénicos presentes no cultivo. Além disso, estudos que
abordam a eficacia desse tipo de suplementagdo em camardes ainda sao escassos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso do carvacrol como agente antimicrobiano no cultivo de L. vannamei.

1.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar in vitro o efeito do carvacrol na inibigdo de diferentes patdgenos que afetam

o cultivo de camardes.

Avaliar a influéncia da racdo suplementada com carvacrol sobre os parametros

zootécnicos e imunolégicos do L. vannamei.



14

Avaliar a influéncia da racdo suplementada com carvacrol sobre a microbiota

intestinal e a resisténcia dos camardes ao desafio com Vibrio parahaemolyticus.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Camarbes Marinhos (LCM) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), em um periodo de 4 semanas no més de

novembro de 2019.

2.1 COMPOSTO BIOATIVO

O carvacrol utilizado foi extraido do 6leo essencial do orégano (Origanum vulgare) e
doado pelo Laboratorio de Morfogénese e Bioguimica Vegetal da UFSC na concentracdo de
10 mg/mL. O composto bioativo foi disponibilizado na sua forma protegida por nanoemulsao,
previamente preparado por emulsificagdo com Tween® 80 (1:1), armazenado em frasco

ambar e mantido a temperatura ambiente.

2.2 BACTERIAS PATOGENICAS

Os patogenos testados in vitro foram: Vibrio alginolyticus BCCM 2068, Vibrio
parahaemolyticus ATCC 17802 e Vibrio harveyi ATCC 14126, como patdgenos com
importancia na aquicultura, e Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC
25102 como patdgenos padrdes Gram-positivo e Gram-negativo, respectivamente.

O patogeno escolhido para o desafio foi o V. parahaemolyticus devido seu grande

impacto nos cultivos de camardes.

2.3 EFEITOS IN VITRO DO CARVACROL FRENTE AOS DIFERENTES PATOGENOS

2.3.1 Analise por Disco de difusdo em agar

A inibic&o do carvacrol pelo método de disco de difusdo em agar foi avaliado frente

aos microrganismos descritos no item 2.2. Para isso, 0s patdgenos foram previamente

inoculados em caldo BHI (do inglés, Brain Heart Infusion) com 3% de NaCl para V.
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alginolyticus, V. parahaemolyticus e V. harveyi. Para as demais bactérias, foi utilizado caldo
BHI 0% e ambos incubados por 24 horas a 30°C. Em seguida, as suspensfes bacterianas
foram diluidas em solucéo salina (3% e 0%) e 100 pl de cada patégeno, em uma concentracdo
de aproximadamente 1 x 10° UFC mL™ foram semeados em placas contendo meio de cultura
TSA (do inglés, Agar Tryptic Soy). Posteriormente, o &gar foi perfurado formando trés pocos
de 0,8 milimetros (mm) de didmetro nos quais foram adicionados 50 pl de carvacrol, sendo
que cada amostra foi realizada em triplicata. As placas foram incubadas a 30°C e apos 24
horas os diametros dos halos de inibicdo formados ao redor de cada po¢o foram mensurados
em mm. Esta metodologia foi realizada de acordo com o NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards, 2006) com algumas modificagdes.

2.3.2 Concentracdo minima inibitoria

A metodologia da concentracdo inibitéria minima (MIC, do inglés Minimum
Inhibitory Concentration) do carvacrol foi avaliada frente aos microrganismos descritos no
item 2.2. Para isso, os patogenos foram previamente inoculados em caldo BHI (do inglés,
Brain Heart Infusion) com 3% de NaCl para V. alginolyticus, V. parahaemolyticus e V.
harveyi. Para as demais bactérias, foi utilizado caldo BHI 0% e ambos incubados por 24 horas
a 30°C. Em seguida as suspensdes bacterianas foram centrifugadas (15 minutos a 1.800 xg) e
diluidas em solucdo salina (0 e 3%) até obtencdo da concentracdo 0,5 na escala de Mac
Farland, o que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™. Posteriormente,
utilizando microplacas de 96 pogos com fundo em “U”, foram adicionados 100 pL de meio de
cultura, sendo PWS (do inglés, Salt peptone water- 1% de peptona, 3% de NaCl, pH 7.4)
utilizado para Vibrios e PB (do inglés, Poor Broth - 1% de peptona, 0,5% de NaCl, pH 7.4)
para E. coli e S. aureus. Em seguida, foi adicionado 100 pL de carvacrol no primeiro pogo e
apos realizada uma diluicdo seriada até o 12° poco. Finalmente, foram adicionados em todos
0s pocos 20uL da bactéria patogénica na concentracdo de 0,5 na escala de Mac Farland. Os
testes foram realizados para cada bactéria patogénica em triplicata. Para os controles foram
utilizados somente os meios de cultura com os patdgenos (controle positivo) e sem 0s
patogenos (controle negativo). As microplacas foram incubadas a 30° por 24 horas e 0
crescimento dos microrganismos foi determinado através do método colorimétrico, no qual
foi adicionado 30 pL da solugdo de resazurina sodica (0,01%, Sigma) e apos 1 hora foi

realizado a leitura dos resultados, considerando a concentragdo imediata ao aparecimento da
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cor. A coloragdo azul demonstra a inatividade bacteriana e a rosa a atividade bacteriana
(ARAUJO et al., 2016).

2.4 MATERIAL BIOLOGICO

Foram utilizados juvenis de camardo-branco-do-pacifico (Litopenaeus vannamei) com
peso médio de 4,96 + 0,14 g cultivados no LCM. A linhagem antecessora destes individuos é
livre de pat6genos especificos (SPF — Specific Pathogen Free) de notificacdo obrigatéria pela
Organizacdo Mundial de Epizootias (OIE).

2.5 EFEITOS IN VIVO DO CARVACROL NO CAMARAO

2.5.1 Dietas experimentais

A racdo utilizada foi fabricada no Laboratorio de Nutricdo Animal (LABNUTRI). As
dietas utilizadas foram formuladas com o software Optimal Férmula 2000® atendendo as
exigéncias nutricionais da espécie (GONG et al., 2000; NRC, 2011; ZHOU et al., 2012). Para
0 experimento in vivo (item 2.5) foi testada uma dieta Controle (sem carvacrol) e as outras
dietas, contendo os mesmos ingredientes, foram acrescidas com diferentes concentracGes de
carvacrol, sendo 1, 3, 4 e 6 mg/mL. O carvacrol foi adicionado por aspersdo utilizando
micropipeta no momento de cada alimentacdo e as suas concentragcOes foram definidas de
acordo com os resultados obtidos nas andlises in vitro do presente estudo. Os ingredientes

utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Formulacéo da racdo utilizada.

Ingredientes g kgt
Farinha de trigo 150
Farelo de soja 324,63
Carboximetilcelulose 5
Lecitina de soja 25
Fosfato monocalcico 25
Oleo de soja 10

Vitamina C 0,7
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Premix vitaminico!
Premix mineral 2

Sulfato de magnésio 15
Caulim 100
Cloreto de sédio 12
Cloreto de potéssio 10
Metionina 5
Residuo de peixe 150
Farinha de visceras 125,67
Oleo de peixe 20
Carvacrol®

Composicao centesimal %
Umidade 9,04
Proteina bruta 36,6
Extrato etéreo 8,71
Fibra bruta 1,87
Cinzas 17,65

Premix vitaminico®: vit. A - 900 mg kg*; vit. D3 - 25 mg kg*; vit. E — 46.900 mg kg'*; vit. K3
— 1.400 mg kg?; cobalamina (B12) — 50 mg kg*; piridoxina (B6) — 33.000 mg kg*;
riboflavina — 20.000 mg kg; acido nicotinico — 70.000 mg kg; acido pantoténico — 40.000
mg kg*; biotina — 750 mg kg*; acido félico — 3.000 mg kg-1;

Premix mineral®: cobre — 2.330 mg kg; zinco — 10.000 mg kg; manganés — 6.500 mg kg?;
selénio - 125 mg kg; iodo — 1.000 mg kg?; cobalto — 50 mg kg*; magnésio — 20 g kg*;
potassio — 6,1 g kg™. DSM Produtos Nutricionais Brasil (Sd0 Paulo, SP, Brasil).

Carvacrol®: O carvacrol foi pipetado a cada alimentagdo obedecendo as concentracdes
definidas para os tratamentos (1, 3, 4 e 6 mg/mL).

2.5.2 Condicdes experimentais

O experimento avaliou o efeito in vivo do carvacrol no camardo L. vannamei mantidos
em agua clara. As dietas descritas no item 2.5.1 foram testadas em tanques de polietileno, com
volume Util de 400 L e equipados com um sistema de aeracdo e aquecedores individuais. Cada
tratamento foi realizado em triplicata, totalizando 15 tanques experimentais povoados com 25
animais em delineamento inteiramente ao acaso. Durante todo o experimento, a agua dos
tanques foi renovada em dias alternados até a total retirada de sélidos suspensos como restos
de alimento, fezes e mudas.

As alimentac6es foram administradas no inicio e final da manhé e da tarde, totalizando
quatro alimentacdes ao dia, que foram ajustadas de acordo com biometrias quinzenais e a
sobrevivéncia, seguindo uma conversao programada estimada (RAY et al., 2010). Além disso,

foram aferidos os parametros de qualidade de 4gua, como oxigénio dissolvido e temperatura
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uma vez ao dia (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH, EUA). Uma vez por semana
foram realizadas anélises de pH, salinidade (YSI 55, YSI Incorporated, Yellow Springs, OH,

EUA), alcalinidade, amonia total e nitrito, seguindo os protocolos padrées do LCM.

2.5.3 Andlise imunolégica e da microbiota do trato intestinal

Ap0s os 30 dias de alimentacdo foi coletada hemolinfa de dez camardes por tanque
(trés pool por tratamento) para analises dos parametros imunologicos como contagem total de
hemdcitos (THC), concentracdo de proteina na hemolinfa, atividade da fenoloxidase (PO) e
titulo aglutinante do soro.

A hemolinfa foi obtida do sinus ventral e foi coletada com seringas estéreis de 1 mL
com agulha 21G resfriadas a 4°C. A partir da hemolinfa coletada, 50 uL foram fixados em
solugdo anticoagulante Alsever modificado (MAS, do inglés Modified Alsever Solution -
citrato de sodio 27 mM, EDTA 9 mM, glicose 115 mM, NaCl 336 mM, pH 7.2) com 4% de
formaldeido para contagem total de hemdcitos (THC). O restante foi coagulado a 4°C,
macerado e centrifugado a 6.000 xg por 10 minutos para obtencdo do soro, no qual foi
aliquotado e estocado a -20 °C. O numero de hemdcitos por mililitro de hemolinfa foi
estimado por contagem direta em camara de Neubauer. A concentracdo total da proteina do
soro foi realizada em microplacas de 96 pocgos (fundo chato) e estimada pelo método de
Bradford (1976), utilizando soro-albumina bovina como padrdo. Este e os préximos ensaios
foram realizados em triplicatas. A atividade da enzima fenoloxidase (PO) foi determinada por
espectrofotometria (490 nm) pela formacdo do pigmento DOPA-cromo, apds a oxidacdo do
substrato L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). As amostras do soro foram diluidas (1:15) em
TBS-1 (Tris 1 mM, NaCl 336 mM, CaCl2 5 mM, MgCI2 10 mM, pH 7.6). Desta solucéo, 50
uL foram incubados em um volume igual de tripsina (Sigma, 1 mg mL™) indutor enzimatico,
em microplacas de 96 pocos (fundo chato) por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubagdo, foi adicionado 50 uL de L-DOPA (Sigma, 3 mg mL™) em todos os pogos. Nos
controles, a tripsina foi substituida por TBS e a formacdo do DOPA-cromo foi monitorada
apos 5, 10 e 15 minutos. A atividade da PO foi expressa em unidades de atividade da enzima
(U) através da variagdo de 0,001 na absorbancia/minuto/miligrama de proteina
(SODERHALL et al., 1984). Para a analise da capacidade aglutinante do soro, inicialmente
foram depositados 50 pL. da solugdo TBS-2 (Tris 50 mM, MgCI2 5 mM, CaCl2 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7.4) em todos os pogos da microplaca de fundo em “U”. Em seguida, foi
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adicionado no primeiro pogo o soro diluido (1:15) em TBS-2 e realizado as dilui¢des seriadas
até o 12° poco. Ao final, 50 pL da solucdo de eritrocitos caninos a 2% foram adicionados em
cada poc¢o, misturados e incubados por 2 horas em camara imida e a temperatura ambiente.
Nos pocos controle, o soro dos camardes foi substituido por TBS-2. O titulo aglutinante foi
definido como o reciproco da ultima diluigdo capaz de aglutinar os eritrécitos, de acordo com
(MAGGIONI et al., 2004).

A partir dos mesmos camardes utilizados para os testes imunologicos descritos acima,
os intestinos dos dez camarfes foram assepticamente extraidos, homogeneizados em um gral
e diluidos serialmente (1/10) em solugdo salina estéril 3%. Posteriormente, foram semeados
em meio de cultura TSA e TCBS (do inglés, Thiosulfate citrate bile salts sucrose agar),
ambos com 3% de NaCl, para contagem de bactérias heterotroficas totais e Vibrio spp. totais,
respectivamente. Os intestinos semeados nas placas foram incubados em estufa a 30°C, por
24 horas e posteriormente foi realizada as contagens totais de unidades formadoras de
colénias (UFC).

2.5.4 Desafio experimental com V. parahaemolyticus

Ao final do experimento, 10 camar@es de cada tanque (totalizando 30 por tratamento)
foram transferidos para o Nucleo de Estudos em Patologia Aquicola (NEPAQ) onde foram
distribuidos em tanques de 100L de agua com aeracdo e aquecimento controlados. Pela parte
dorsal do primeiro segmento abdominal dos camardes foram injetados com 100 pL de solugéo
de V. parahaemolyticus em uma concentracio de 1 x 10’ UFC/mL segundo teste DL50
realizado previamente. Os animais foram monitorados por 48 horas e ap0ds esse periodo foi

avaliado a mortalidade.
2.5.5 Desempenho zootécnico

Ao final do experimento foi realizado a biometria final de todos os camardes
cultivados em cada unidade experimental para obtencdo dos pardmetros zootécnicos,

conforme indicado abaixo:

a) Ganho de peso total
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Ganho de peso total (g) = Pf — Pi
Onde, Pf — peso final (g) e Pi — peso inicial (g).

b)Sobrevivéncia

Nf

Sobrevivéncia (%) = N .100

Onde, Nf — n° final de animais e Ni — n° inicial de animais.

C)FCA

QR
Bf — Bi

Onde, QR — quantidade total de racdo fornecida (g), Bf — biomassa final (g) e Bi —

FCA =

biomassa inicial (g).

Além destes, também foi avaliado individualmente o peso final de cada tratamento.

2.5.6 Andlises estatisticas

A homocedasticidade e normalidade de todos os dados foram avaliados através do
Teste de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Quando considerados paramétricos, estes
dados foram analisados por meio de Andlise de variancia unifatorial (ANOVA - one way),
seguido pelo teste de Tukey. Quando considerados ndo paramétricos, os dados foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis. Para a contagem de bactérias do trato intestinal os
dados foram transformados para log*® (x + 1), e os de titulo aglutinante foram transformados
em log? (x + 1) antes de serem submetidos a analise estatistica. Todos os testes estatisticos
foram realizados no programa Statistica 13.5 (StatSoft®), utilizando o nivel de significancia
de 5%.

3RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITOS IN VITRO DO CARVACROL CONTRA DIFERENTES PATOGENOS

3.1.1 Analise por Disco de difusdo em agar
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Os resultados do disco de difusdo em &gar do carvacrol frente aos diferentes
microrganismos estao descritos na Tabela 2. A anélise apresentou diferencas estatisticas, onde
0s maiores halos de inibicdo foram obtidos frente aos patdgenos V. parahaemolyticus e V.
harveyi com 13,75 + 0,12 e 12,92 + 0,82 mm, respectivamente. Enquanto a E. coli apresentou
um halo de 9,92 £ 2,0 mm, os patégenos V. alginolyticus e S. aureus obtiveram os menores

halos da analise, com 9,63 + 0,18 e 9,17 + 0,47 mm, respectivamente.

Tabela 2. Halos de inibi¢cdo (mm) formados pela acéo do carvacrol frente a diferentes
bactérias patogénicas.

Patdgenos Médias
(1x108 UFC mL™Y) (mm)
V. alginolyticus 9,63 +0,18"
V. harveyi 12,92 + 0,822
V. parahaemolyticus 13,75 + 0,122
S. aureus 9,17 +0,47°
E. coli 9,92 +2, 0%

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo em triplicatas. As diferencas
estatisticas estdo indicadas por letras diferentes. p = 0,0028.

O carvacrol possui forte atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de
bactérias. Isso ja foi demonstrado no estudo feito por Dorman e Deans (2000), que testaram o
efeito do carvacrol através do método de disco de difusdo sobre 25 bactérias, sendo que
destas, 16 eram Gram-negativas, 9 Gram-positivas e todas apresentaram sensibilidade ao
composto. Sotelo-Boyas et al. (2017) constataram que o o6leo essencial de tomilho
nanoparticulado, tendo como principais compostos o carvacrol e o timol, possui acao
antimicrobiana sobre as 6 bactérias testadas, entre elas a E. coli e S. aureus. Esta Ultima,
apresentou um halo de inibicdo de 43 mm demonstrando ser, entre as testadas, a bactéria mais
sensivel ao o6leo.

O resultado do presente estudo esta de acordo com Gracia-valenzuela et al. (2014) que
mostraram que o 0Oleo essencial de orégano contendo 40% de carvacrol e 25% de timol possui
atividade antimicrobiana frente ao V. vulnificus, V. cholerae e V. parahaemolyticus, todas
Gram-negativas. Isso acontece pois o carvacrol é hidrofébico e pode obter acesso ao
periplasma de bactérias Gram-negativas através das proteinas porinas da membrana externa,
desestabilizando-a (Helander et al., 1998).
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Snoussi et al. (2008) também mostraram através da metodologia de disco de difusdo
em &gar que o Oleo essencial de Thymus vulgaris contendo 60,27% de carvacrol é mais
efetivo contra 0 V. parahaemolyticus do que contra o V. alginolyticus, resultado este que esta
de acordo com o do presente estudo. Os diametros dos halos mensurados no estudo
mencionado foram de 14,66 e 13,33 mm, respectivamente.

La Storia et al. (2011) testaram o poder de inibicdo do carvacrol em diferentes
concentracgdes (1,3; 3,3 e 6,6 mM) sobre 8 bactérias Gram-positivas e negativas, incluindo a
E. coli. Através do método de disco difusdo em agar, todas as bactérias apresentaram halos de
inibicdo, sendo que na maior concentragdo de carvacrol todas as bactérias foram

completamente erradicadas.

3.1.2 Analise da concentracao inibitéria minima (MIC)

Os resultados da concentracdo inibitéria minima do carvacrol frente a diferentes
microrganismos estdo descritos na Tabela 3. O carvacrol inibiu o V. alginolyticus e V. harveyi
em uma concentracdo menor que as demais bactérias. Enquanto estes apresentaram
concentracdes de 0,078 mg/mL, os demais microrganismos somente foram inibidos pelo
carvacrol na concentragdo de 0,156 mg/mL.

Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima (MIC) de carvacrol frente a diferentes bactérias
patogénicas.
Concentracéo de

Pat6genos carvacrol
(mg/mL)
V. alginolyticus 0,078 + 0,00
V. harveyi 0,078 + 0,00
V. parahaemolyticus 0,156 + 0,00
S. aureus 0,156 + 0,00
E. coli 0,156 + 0,00

Os resultados estéo apresentados como média + desvio padrdo de triplicatas. p < 0,05.

Veldhuizen et al. (2006) demonstraram que o carvacrol possui atividade
antimicrobiana contra bactérias patogénicas Gram-negativas como a E. coli e Gram-positivas
como a S. aureus, com valores de MIC de 0,018 e 0,025 mg/mL, respectivamente. Outro

estudo feito por Helander et al. (1998) mostrou que o carvacrol apresenta efeito inibitdorio
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sobre a E. coli, com uma concentracdo inibitdria minima de 0,045 mg/mL, causando danos a
membrana bacteriana.

Segundo Vasconcelos et al. (2017), o oleo essencial de Plectranthus amboinicus
contendo 88,17% de carvacrol, bem como o carvacrol isolado causaram uma inibicdo em
todas as 35 cepas de S. aureus testadas com um valor de MIC de 0,25 mg/mL para todas. J&
Chen et al. (2009) encontraram valores maiores de concentracdo minima inibitéria de
carvacrol frente a S. aureus e E. coli (0,45 mg/mL e 0,225 mg/mL, respectivamente). Guarda
et al. (2011) encontraram o0 mesmo valor de 0,225 mg/mL para S. aureus e 0,375 mg/mL para
E. coli utilizando o carvacrol na analise.

O resultado do presente estudo estd de acordo com Snoussi et al. (2008) que
encontraram 0s mesmos valores de MIC para V. alginolyticus (0,078 mg/mL) e para V.
parahaemolyticus (0,156 mg/mL) quando testaram o 6leo essencial de tomilho (Thymus
vulgaris) contendo 60% de carvacrol.

Um resultado similar de MIC foi encontrado por Fang et al. (2019) que chegaram a
uma concentracdo minima de 0,125 mg/mL de carvacrol para inibir a bactéria S. aureus.
Outro resultado similar foi o encontrado por Gracia-valenzuela et al. (2014), onde foi testado
0 0leo essencial de orégano contendo 40% de carvacrol e 25% de timol e foi demonstrado que
este produto a uma concentracdo minima inibitoria de 0,05 mg/mL é capaz de inibir bactérias

do género Vibrio como o V. alginolyticus.

3.2 EFEITOS IN VIVO DO CARVACROL NO CAMARAO

3.2.1 Qualidade de agua

Nenhum dos parametros de qualidade de agua apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos (p > 0,05). A temperatura se manteve em 28,73 = 0,75 °C (media *
desvio padréo) e a concentragio de oxigénio dissolvido em 5,64 + 0,40 mg mL™. Além destes,
a salinidade foi mantida em 34,31 + 0,49 g/L, o pH em 8,15 + 0,04 e a alcalinidade foi de
121,15 + 15,17 mg CaCO3/L. A concentracdo de amonia N-NH3 se manteve em de 0,91 +
0,26 mg mL?e a concentragdo do nitrito N-NO, em 0,39 + 0,26 mg mL™. Todos os
parametros encontrados estdo dentro dos limites considerados adequados para o crescimento
L. vannamei (VAN WYK; SCARPA; 1999; MC GINTY; RAKOCY, 2003; VINATEA,
2004).
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3.2.2 Desempenho zootécnico

Ao final do experimento, a sobrevivéncia foi alta (acima de 99%), no entanto, nao foi
observada nenhuma diferenca significativa, bem como nos demais parametros analisados
como peso final, ganho de peso total e fator de conversédo alimentar (FCA), conforme
descritos na Tabela 4. Apesar disso, 0s animais do tratamento com 3 mg/mL de carvacrol
apresentarem peso final e ganho de peso total um pouco maiores em relacdo aos demais

tratamentos.

Tabela 4. Parametros zootécnicos de L. vannamei alimentados com diferentes concentracdes
de carvacrol e uma dieta controle, sem a adicdo de carvacrol.

Ganho de peso Sobrevivéncia

Tratamentos Peso final (g) total (g) (%) FCA
Controle 11,87 £ 0,02 6,74 £ 0,10 100 £ 0,00 1,40 £ 0,02
1 mg/mL 11,83 +£0,32 6,79 £ 0,28 100 £ 0,00 1,33+ 0,07
3 mg/mL 12,14 + 0,59 7,22 £ 0,60 99+2.31 1,37 £ 0,09
4 mg/mL 11,83+ 0,38 6,86 £ 0,33 99+2/41 1,45+ 0,07
5 mg/mL 11,25+ 0,28 6,45+ 0,34 100 £ 0,00 1,43+0,03

Os resultados estdo apresentados como média * desvio padrédo das triplicatas. p > 0,05.

A alimentacdo é um dos pontos mais criticos da aquicultura, pois a racdo geralmente
representa a maior despesa (cerca de 50%) para uma empresa (CARDENAS et al., 2015).
Portanto, estudos que buscam melhorar o aproveitamento dessa racdo vem sendo cada vez
mais desenvolvidos, como o feito por Ahmadifar et al. (2011) onde foi demonstrado que a
adicdo de 2 e 3 g/kg de carvacrol e timol na dieta da Truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
proporciona maior peso, comprimento e ganho de peso final dos animais quando comparada
aos peixes alimentados com dietas contendo menores concentragdes dos compostos e também
ao grupo controle. Além disso, neste mesmo estudo, a taxa de conversao alimentar foi melhor
nos animais alimentados com as dietas contendo diferentes concentragdes de carvacrol e timol
em comparagao ao grupo controle.

O potencial dos 6leos essenciais para controlar a carga bacteriana em cultivos ja foi
demonstrado por alguns autores, como Randrianarivelo et al. (2010), que comprovou a

reducéo da carga bacteriana e consequente aumento da sobrevivéncia de larvas do camardo da
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espécie Penaeus monodon com o uso do 6leo essencial de Cinnamosma fragrans na agua do
cultivo.

Um estudo realizado por Ferreira et al. (2014), avaliou o desempenho produtivo de
juvenis de Lambari-do-rabo-amarelo  (Astyanax altiparanae) alimentados com dietas
suplementadas com diferentes concentraces do dleo essencial de orégano contendo 63% de
carvacrol e foi demonstrado que em uma concentracdo de 0,5 g/kg o 6leo atua como um
promotor de crescimento para espécie.

O resultado deste estudo esta de acordo com o encontrado por He et al. (2017) que nédo
encontraram diferencas significativas tanto no crescimento como na sobrevivéncia de L.
vannamei alimentados com a adicdo de um blend de O6leos essenciais na dieta, quando
comparada com o grupo controle.

Zheng et al. (2009) também ndo encontraram diferenca significativa na sobrevivéncia
do bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) alimentado com a adi¢do de carvacrol, timol, e a
juncdo dos dois compostos entre as dietas e 0 grupo controle. Porém, neste mesmo estudo, o
ganho de peso total dos animais foi significativamente maior nos animais alimentados com o
carvacrol e o timol quando comparados ao grupo controle.

Em um estudo feito com larvas de jundia (Rhamdia sp.) alimentados com a adicdo do
6leo essencial do orégano também ndo se obteve diferenca nos parametros zootécnicos entre
as dietas e o grupo controle (OLIVEIRA et al., 2009). O mesmo ocorreu com Volpatti et al.
(2012) quando testaram a adicdo de duas concentracdes de carvacrol (0,025 e 0,05%) na dieta

do robalo-europeu (Dicentrarchus labrax).

3.2.3 Analise imunoldgica e da microbiota do trato intestinal

Apos quatro semanas nenhum dos pardmetros imunoldgicos analisados como a
contagem total de hemacitos (THC), proteina do soro, atividade da enzima fenoloxidase (PO)
e titulo aglutinante do soro apresentaram diferencas entre os tratamentos (p > 0,05), conforme
demonstrado na Tabela 5. Apesar disso, na contagem total de hemdcitos, o tratamento com
4mg/mL de carvacrol em nanoemulsdo obteve uma contagem maior do que 0s demais

tratamentos e do grupo controle.

Tabela 5. Parametros imunoldgicos de L. vannamei alimentados com diferentes concentragdes
de carvacrol e uma dieta controle, sem a adicdo de carvacrol.
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Tratamentos

THC (x10°)

Proteina do soro Atividade PO

Titulo

aglutinante do

(mg mL™) (L) soro (log2)
Controle 51,29 £ 0,63 212,13 + 0,43 11,06 £ 1,77 9,33+£0,58
1 mg/mL 24,95 £ 0,80 213,76 + 3,55 520+2,85 10,05 £ 0,84
3 mg/mL 56,03 £ 0,20 212,08 + 0,46 8,15+ 4,96 9,81+£0,34
4 mg/mL 77,97 £ 0,16 214,26 + 4,57 7,13+ 2,56 9,25+ 0,67
6 mg/mL 41,44 + 0,66 213,72+ 1,50 7,27 £ 2,02 10,00 £ 0,00

Os resultados estdo apresentados como média * desvio padrédo das triplicatas. p > 0,05.

Diferentes estudos relatam que o uso de alguns 6leos essenciais como o de zingerona
é capaz de melhorar o sistema imunolégico do camardo L. vannamei aumentando a atividade
da PO (CHANG et al.,, 2012). Além deste, o 6leo essencial de Cinnamomum kanehirae
também melhorou a eficacia da ativacdo da fenoloxidase do L. vannamei (YEH et al, 2009).
Essa ativacdo do sistema da fenoloxidase € considerada uma das principais respostas
imunoefetoras dos crustaceos (CERENIUS et al., 2004; BARRACCO et al., 2008).

Outra analise imunolégica é a contagem de hemdcitos que pode variar entre as
espécies de crustaceos e € conhecida por ser afetada por vérios fatores, como infeccdo e
estresse ambiental (SMITH et al., 1992). No estudo feito por Rajasekar et al. (2011), a
contagem total de hemdcitos de camardes da espécie Penaeus monodon foi maior no grupo de
animais alimentados com a adicdo de diferentes porcentagens do extrato da planta
Cardiospermum halicacubum, quando comparado com o grupo controle que recebeu apenas
uma dieta basal.

Os resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com o estudo feito por
Tomazelli-Janior et al. (2017) com L. vannamei, onde as contagens de titulo aglutinante do
soro também ndo apresentaram diferencas entre os tratamentos que continham 6leo essencial
de tomilho, composto em sua maioria por carvacrol e timol, e o grupo controle ap6s infeccao
com o virus WSSV. O mesmo estudo demonstrou que a adi¢cdo de 1% do 6leo essencial
melhorou a atividade de fenoloxidase dos animais infectados. J& no estudo feito com alevinos
de tilapia (Oreochromis niloticus) demostrou-se uma melhora em todos o0s parametros
imunoldgicos testados, incentivando a resposta imune dos animais através de uma dieta
suplementada com timol (AMER et al., 2018). Entretanto, estudos que demonstrem a
efetividade do carvacrol isolado ou de 6leos essenciais que contenham esse composto sobre 0s

parametros imunoldgicos em camardes ainda Sa0 escassos.
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Os resultados das contagens de bactérias heterotrdficas totais (BHT) e Vibrios spp.
na microbiota do intestino dos animais alimentados com diferentes concentragdes de carvacrol
estdo demonstrados na Figura 1. Apesar da inibicdo significativa in vitro obtida no presente
trabalho, ndo foram encontradas diferengas significativas nas contagens das bactérias, embora
os tratamentos contendo 1 mg/mL, 3 mg/mL e, principalmente, 4 mg/mL de carvacrol
apresentarem contagens menores que 0 grupo controle e o tratamento com 6 mg/mL de

carvacrol.

Figura 1. Contagem microbioldgica de bactérias heterotroficas totais (BHT) e Vibrio spp. do
trato intestinal de L. vannamei alimentados com diferentes concentracgdes de carvacrol e uma
dieta controle, sem a adicdo de carvacrol. Os resultados estdo apresentados como média +
desvio padrdo das triplicatas e as barras indicam o desvio padrdo da média. p > 0,05.

mBHT = Vibrios

Controle  1mg/mL 3mg/mL 4mg/mL 6 mg/mL

Contagem bacteriana (Log10)

O P N W b 01 O N O ©

Tratamentos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Estudos realizados anteriormente apontam que o carvacrol adicionado na
alimentacdo animal possivelmente ndo atinja o trato gastrointestinal, onde deve exercer sua
funcdo, pois além do carvacrol acabar sendo diluido durante a passagem pelo trato intestinal,
também pode se ligar aos componentes proteicos e lipidicos da racdo, diminuindo a
concentracdo efetiva de carvacrol disponivel para atividade contra microrganismos (Si et al.,
2006; Veldhuizen et al., 2007). Além disso, Astashkina et al. (2012) afirmam que 0s
resultados obtidos em analises in vitro nem sempre representam com precisao as propriedades
fisiolOgicas para os testes in vivo, podendo explicar a diferenca de resultados encontrada nas
analises realizadas neste trabalho.
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De acordo com os resultados obtidos em nosso estudo, no qual ndo foi possivel
verificar diferengas significativas entre os tratamentos, Navarrete et al., (2010) também
demonstraram grandes similaridades na microbiota de truta-arco-iris tratadas com o 6leo
essencial de tomilho, contendo 22 g/kg de carvacrol e o grupo controle, ndo apresentando
diferengas estatisticas. J& em outro estudo feito com trutas-arco-iris 0 autor observou uma
melhora da salde intestinal com a reducdo de bactérias anaerdbias utilizando dietas contendo
carvacrol (GIANNENAS et al., 2012). Além destes, Hong et al. (2012) também né&o
encontraram diferencas na microbiota de aves de corte alimentados com dieta basal e com a
adicdo de 6leo essencial de orégano contendo 15 mg/kg de carvacrol.

De maneira curiosa, nossos resultados demonstraram maior abundancia de bactérias
no tratamento 6 mg/mL e isso pode ter sido causado devido a alta dose de carvacrol. Fato este
que corrobora com o estudo feito por Baruah et al. (2017) onde foi demonstrado que larvas de
Artémia franciscana imergidas em concentragdes superiores a 99,6 uM de carvacrol
obtiveram a sobrevivéncia reduzida significativamente, indicando que o composto pode
exercer efeito toxico no animal sob determinadas condi¢cfes experimentais. Em vertebrados, ja
foi comprovado que quando em excesso, o carvacrol possui efeito citotoxico nas células
epiteliais intestinais (INAMUCO et al., 2012), o que pode explicar a maior contagem de

bactérias no tratamento com 6 mg/mL encontrada no presente estudo.

3.2.4 Desafio frente ao Vibrio parahaemolyticus

Apos 48 horas do desafio com V. parahaemolyticus, o grupo controle apresentou
uma mortalidade média de 13,33% e os tratamento contendo 1 e 3 mg/mL apresentaram uma
mortalidade de 15 e 20%, respectivamente. Ja os tratamentos 4 e 6 mg/mL apresentaram a
mesma mortalidade de 16,67%. N&o houve diferencas significativas entre nenhuma das

mortalidades observadas (Tabela 6).

Tabela 6. Mortalidade cumulativa de L. vannamei alimentados com diferentes concentragdes
de carvacrol e uma dieta controle, sem adicéo de carvacrol, apos o desafio com o V.
parahaemolyticus.

Mortalidade (%)

Tratamentos

Oh 24h 48h

Controle 0 13,33 £ 5,77 13,33+ 8,16
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1 mg/mL 0 15+21,21 15+12,25
3 mg/mL 0 16,67 £ 11,55 20 £ 10,95
4 mg/mL 0 16,67 £ 15,28 16,67 £ 13,29
6 mg/mL 0 13,33 £ 5,77 16,67 + 7,53

Os resultados estdo apresentados como média + desvio padrdo das triplicatas. p > 0,05.

Diversos estudos ja foram realizados analisando a efetividade do carvacrol frente a
infeccdes bacterianas, como o realizado por Gracia-valenzuela et al. (2014), onde os grupos
de L. vannamei alimentados com a adicdo de 6leo essencial de orégano contendo 40% de
carvacrol e 25% de timol se mostraram mais resistentes a infeccdo frente as diferentes
espécies de vibrios, entre estes, V. parahaemolyticus, com mortalidades reduzidas quando
comparadas com o grupo controle. J& as larvas de Artémia franciscana que passaram por um
tratamento de imersdo em carvacrol e foram desafiadas com V. harveyi obtiveram a
mortalidade reduzida quando comparadas com o grupo que ndo passou pelo tratamento prévio
(BARUAH et al., 2017).

Nos peixes, Zheng et al. (2009) conseguiram uma reducédo de 12% na mortalidade de
bagres-do-canal (Ictalurus punctatus) alimentados com a adi¢do de carvacrol na dieta ap6s
serem infectados com a bactéria Aeromonas hydrophila. Além disso, no mesmo estudo foi
demonstrado uma reducdo de 21% na mortalidade ap6s o desafio dos animais alimentados
com uma dieta contendo carvacrol e timol juntos. Além deste, no estudo feito com a adicdo de
duas concentracGes de carvacrol (0,025 e 0,05%) na dieta do robalo-europeu mostrou uma
reducdo na mortalidade dos animais apds a infeccdo frente ao Vibrio anguillarum quando
comparados com o grupo controle (VOLPATTI et al., 2012).

A uma concentracdo de 200 ppm, o carvacrol diminuiu a mortalidade de tilapias
(Oreochromis niloticus) infectadas com a bactéria patogénica Edwardsiella tarda
(RATTANACHAIKUNSOPON; PHUMKHACHORN, 2010). OQutro estudo feito com
tilapias também mostrou uma mortalidade reduzida apos a infecgdo com V. alginolyticus nos
animais alimentados com um produto comercial feito a base de 6leo essencial de orégano.
(ABDEL-LATIF; KHALIL, 2014).

Segundo HEIPIEPER et al. (1992), a efetividade da agc&o antimicrobiana do carvacrol
depende da sua concentracdo e tempo de exposigdo. Diferente dos vertebrados, os camardes

ndo possuem um sistema imune adaptativo, e sim um sistema imune inato com respostas de
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defesa menos complexas, o que resulta na maior dificuldade do animal de se proteger de uma
infecgdo por seu sistema imunologico (SARATHI et al., 2007). Além disso, os resultados
encontrados nesse estudo podem ser justificados devido a algumas propriedades fisico-
quimicas do carvacrol, como a baixa solubilidade em &gua, alta volatilidade e baixa
estabilidade quimica, dificultando assim obter-se bons resultados a niveis plasméticos (BADI
et al., 2017). Outro fator a ser levado em consideracdo é que o carvacrol atua melhor em pH
acido (NOSTRO et al.,, 2012), caso este que € o contrario do encontrado neste estudo.
Portando, diferente dos resultados promissores obtidos in vitro, ndo foi possivel encontrar o

mesmo resultado in vivo.

4 CONCLUSAO

O carvacrol possui efeito inibitdrio in vitro frente a todos os diferentes patdgenos
analisados que afetam o cultivo de camarfes. Apesar disso, a racdo suplementada com o
composto ndo influencia os pardmetros zootécnicos, microbiolégicos e imunoldgicos do L.
vannamei.

Os camar@es alimentados com diferentes concentracdes de carvacrol também néo
apresentaram maior resisténcia frente a infeccdo com V. parahaemolyticus.

Portanto, o presente estudo serve como base para trabalhos futuros, onde analises
metagenémicas e histoldgicas podem ser realizadas para que se obtenha repostas mais

concretas sobre o efeito do carvacrol no organismo do L. vannamei.
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