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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento e a saude de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) alimentadas com extratos de prépolis verde e vermelha. Extratos
hidroetanodlicos das prépolis verde e vermelha foram produzidos, respeitando a proporcao
metodoldgica preestabelecida de (1/12,5 m:v). Os extratos obtidos foram submetidos a anélise
por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram realizados testes in vitro com o fungo
Saprolegnia parasitica, as bactérias Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae, e o
protozoario Ichthyophthirius multifilis. Para os ensaios in vitro, foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com as prépolis verde e vermelha, com onze concentra¢ces cada
(50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,390; 0,195; 0,097; e 0,048 mg.mL™1) em triplicata.
No experimento in vivo, foi utilizado um DIC em esquema fatorial (3x3) correspondendo a 3
concentracdes do extrato de préopolis verde e vermelha, sendo as concentragbes
correspondentes a 0,0, 1,5 e 3,0 g/kg de cada propolis. Foram utilizados para o teste in vivo
alevinos de Tilapia, com peso médio de 1,11 + 0,27 g e comprimento de 4,16 + 0,43 cm e
densidade de 50 peixes por unidade experimental, por 120 dias. Durante o experimento foi
avaliado o desempenho zootécnico, pardmetros hematoldgicos e histoldgicos. Ao final do
experimento foi realizado um teste de desafio com a bactéria patogénica S. agalactiae. Os dados
obtidos foram submetidos as premissas de normalidade, homoscedasticidade e analise de
variancia (ANOVA). O rendimento do extrato hidroalcéolico da prépolis verde (54,29%) foi
superior ao da propolis vermelha (22,44%). A andlise quimica dos extratos mostrou perfis
guimicos distintos entre as propolis verde e vermelha. Houve atividade antimicrobiana dos
extratos de propolis nos patdégenos de peixes analisados, sendo que a propolis verde foi mais
eficiente contra o fungo e o S. agalactiae, enquanto a vermelha apresentou maior eficiéncia contra
a Aeromonas e o protozoario. Quanto a suplementacédo na dieta, a adicdo das duas propolis ndo
afetou o desempenho nos primeiros 30 dias e houve aumento da uniformidade do peso dos
peixes. Com 60 dias a propolis verde ndo afetou o desempenho, somente a vermelha que
provocou uma reducdo de ganho de peso. Porém, aos 90 dias, houve uma inversdo, onde a
adicao de prépolis verde diminuiu o ganho de peso, enquanto a vermelha manteve os parametros
do controle. E ao final dos 120 dias apenas a adi¢éo de prépolis verde reduziu o ganho de peso.
Porém, com excecdo do ganho de peso, nenhum outro parametro apresentou diferenca
significativa apds 60 dias de alimentacdo. A adicdo de qualquer uma das prépolis reduz a glicose,
triglicerideos e trombdcitos, e aumentam o numero de leucécitos e linfocitos. Em relacdo a
histologia, apenas os tratamentos 1,5 e 3,0 g/kg de prépolis vermelha isolada, respectivamente,
apresentaram areas de congestao no figado. Ja ap6s o desafio com S. agalactiae, o tratamento
com 1,5g de prépolis vermelha apresentou a menor taxa de mortalidade. No desafio com a
bactéria patogénica, os peixes alimentados com prdopolis tiveram aumento do namero de
leucocitos totais, neutrdéfilos, e reducéo de linfocitos. Os maiores valores de leucécitos totais foram
observados nos tratamentos com 3,0 + 3,0 g/kg e 1,5 + 1,5 g/kg (prépolis verde:propolis
vermelha). E o maior valor de neutréfilos ocorreu com 3 g/kg de prépolis verde isolada e com a
mistura das duas nas concentracdes de 3,0+3,0 g/kg. Peixes alimentados apenas com propolis
verde mantiveram os trombdcitos, monécitos e basodfilos sem diferenga significativa (p<0,05). Ja
o tratamento com 3g de propolis vermelha isolada (T2), apresentou redugdo no numero de
trombdcitos. Foi observado uma maior atividade antioxidante no muasculo dos peixes nos
tratamentos com 3,0 + 1,5 g e 3,0 + 3,0 g, respectivamente. Os resultados mostraram gque 0 uso
de propolis vermelha isoladamente na concentragdo de 1,5 g/kg promoveu estimulo imunologico
e maior resisténcia a infeccdo bacteriana sem afetar o desempenho zootécnico.

Palavras Chaves: Alimento funcional, Aditivo, Imunonutricdo.
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ABSTRACT

Sanitary aspects of dietary supplementation with green and red propolis to Nile tilapia
(Oreochromis niloticus)

This study evaluated the growth and health of Nile Tilapia Oreochromis niloticus fed with extract
of red and green propolis. It hydroethanolic extract was carried out according pre-determined
methodology (1/1.25 m:v). Afterward, they were submitted to the High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) analysis. Therefore, in vitro tests with fungus Saprolegnia parasitica,
parasite Ichthyophthirius multifilis and bacteria Aeromonas hydrophila and Streptococcus
agalactiae were carried out. An experiment occurred in completely randomized design with 11
concentrations of red and green propolis (50.0; 25.0; 12.5; 6.25; 3.125; 1.562; 0.781; 0.390; 0.195;
0.097; e 0.048 mg.mL™?) in triplicate. For in vivo experiment, was also carried out in completely
randomized design arranged in factorial (3x3) with 3 concentrations of red and green propolis (O,
1.5 and 3g/k of each propolis). Tilapia fingerlings, with live weight 1.11+0.27 g and length
4.16+0.43 cm having stocking density 50 fish per experimental unit during 120 days for the in vivo
test. During the experiment, growth performance, hematological and histological parameters were
evaluated. At the end of the experiment, a challenge test was performed with the pathogenic
bacterium S. agalactiae. The data obtained were submitted to the assumptions of normality,
homoscedasticity and then analysis of variance (ANOVA). Yield of the hydroalcoholic extract of
green propolis (54.29%) was higher than that of red propolis (22.44%). Chemical analysis of
extracts showed different chemical profiles between green and red propolis. There was
antimicrobial activity of propolis extracts in the fish pathogens analyzed, and the green propolis
was more efficient against the fungus and S. agalactiae, while the red one showed greater
efficiency against Aeromonas and protozoan. For in vivo, adding two propolis did not affect
performance in the first 30 days and there was an increase in fish weight uniformity. At 60 days,
green propolis did not affect performance, only red propolis caused a reduction in weight gain.
However, at 90 days, there was an inversion, where the addition of green propolis decreased
weight gain, while red propolis maintained the control parameters. Within 120 days, only the
addition of green propolis reduced weight gain. However, with the exception of weight gain, no
other parameter showed a significant difference after 60 days of feeding. The addition of any
propolis reduces glucose, triglycerides and thrombocytes, and increases the number of leukocytes
and lymphocytes. Regarding histology, only the treatments 1.5 and 3.0 g/kg of isolated red
propolis, respectively, showed areas of congestion in the liver. After the challenge with S.
agalactiae, treatment with 1.5 g of red propolis had the lowest mortality rate. In the challenge with
the pathogenic bacterium, the fish fed with propolis had an increase in the number of total
leukocytes, neutrophils, and a reduction in lymphocytes. The highest values of total leukocytes
were observed in treatments with 3.0 + 3.0 g/kg and 1.5 + 1.5 g/kg (green propolis:red propolis).
The highest value of neutrophils occurred with 3g/kg of isolated green propolis and with the
mixture of the two at concentrations of 3.0+3.0 g/kg. Fish fed only green propolis maintained
thrombocytes, monocytes and basophils with no significant difference (p<0.05). The treatment
with 3 g of isolated red propolis (T2) showed a reduction in the number of thrombocytes. Higher
antioxidant activity was observed in fish muscle in treatments with 3.0 + 1.5 g and 3.0 + 3.0 g,
respectively. The results showed that the use of red propolis alone at a concentration of 1.5 g/kg
promoted immune stimulation and greater resistance to bacterial infection without affecting the
growth performance.

Keywords: functional food, additive, immune nutrition.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura aumentou nas ultimas trés décadas, impactando positivamente na geracao
de empregos, contribuindo para a producdo de proteina animal de alta qualidade para a
alimentacdo humana (MARQUES et al., 2020).

Dentre as espécies cultivadas, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) se destaca devido
a sua facilidade de aquisicéo, é adequada para cultivos intensivos em reservatérios, tornando o
Brasil o quarto maior produtor do mundo, com producdo de 486 mil toneladas por ano, e
crescimento anual de producéo de 12,5%, sendo que a tilapia ja corresponde a 60% da producédo
nacional de pescado (PEIXEBR, 2021).

Porém, com a intensificacdo dos cultivos criam-se, na maioria das vezes, ambientes
indspitos com condigbes estressantes para o animal, facilitando a entrada de agentes
patogénicos e a rapida transmissao de infeccdes. Esses ambientes podem entdo comprometer a
saude, predispondo a doencas e morte dos animais. Na criacdo de tilapias, surtos de doencas
estdo sendo cada vez mais frequentes, com altas taxas de mortalidades, ocasionadas por virus,
parasitas e bactérias. E dentre as bacterioses, a estreptococose (Streptococcus agalactiae) se
destaca por provocar altos indices de mortalidade e prejuizos econémicos (VERNER-JEFFREYS
et. al., 2018).

Os quimioterapicos tem sido cada vez mais utilizados como forma de diminuir esses
surtos patogénicos nos cultivos intensivos e superintensivos. Esses produtos usados de forma
inadequada acabam impactando negativamente o ambiente e a salde animal e humana devido
a sua ecotoxicidade (VALLADAO et al., 2015).

E comum nos ambientes de cultivo a utilizagdo indiscriminada de antimicrobianos. No
entanto, a utilizacdo dessas substancias tem sido criticada pela crescente resisténcia da
sociedade a presenca de residuos de antibidticos na carne e ao aparecimento de cepas
bacterianas cada vez mais resistentes a antibiéticos (VERNER-JEFFREYS et. al., 2018). Assim,
estudos tém sido realizados no intuito de desenvolver estratégias para reduzir a utilizacdo desses
produtos nos sistemas de producéo de peixes.

A forma mais promissora para controlar doencgas nos sistemas de cultivo é por meio do
fortalecimento do sistema imune dos peixes com a administracdo profilatica de
imunoestimulantes naturais (OSMUNDSEN et al., 2020) os quais podem ser administrados via
racdo. Assim, a busca por alimentos que garantam a nutricdo e a saude para os peixes, €

indispenséavel para garantir o crescimento e desenvolvimento da espécie em cativeiro.
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No entanto, a maioria das pesquisas em nutricAo avalia somente as exigéncias
nutricionais com base no desempenho produtivo, sem considerar a capacidade de resisténcia
dos animais, quando expostos a patégenos ou agentes estressores (ROY et al., 2021). Estudos
cientificos demonstraram que 0s nutrientes presentes na dieta, bem como aditivos podem
estimular o sistema imunoldgico dos peixes, e que as ra¢ées devem ser formuladas ndo somente
com critérios sobre a exigéncia nutricional, mas também considerando a capacidade de promover
a saude (VALLADAO et al., 2016).

Nesse sentido, os alimentos funcionais podem proporcionar beneficios na promocao da
saude e prevencdo de doencas, independentes da funcdo de nutriente essencial. Esses
alimentos, sao aditivos dietéticos com capacidade reconhecida de modular o sistema
imunoldgico, amenizar o estresse e proteger 0s animais contra infec¢édo por patégenos (RIBEIRO
et al., 2019). Segundo Shahidi; Ambigaipalan (2015), varias substancias podem ser utilizadas
como imunoestimulantes, entre elas substancias sintéticas (levamisol), compostos derivados de
bactérias (lipopolissacarideos) e componentes da prépria dieta (minerais e vitaminas), além de
substancias naturais e fitoterapicas.

Recomenda-se que essas substancias sejam suplementadas nas dietas em momentos
criticos para os peixes, como classificacdo, transferéncia, biometria, transporte e na fase inicial
de crescimento. Fatores como tipo de tratamento, concentracdo administrada e o tempo de
administracdo da substancia devem ser considerados para garantir a efichcia do
imunoestimulante. (ALVES, 2017).

Nesse sentido, o uso de produtos naturais, como a prépolis, merece ser estudada tanto
na prevencdo de enfermidades como sua seguridade de uso para o homem e o ambiente.
Diversos componentes quimicos foram identificados em amostras de propolis como: quercetina,
acido ferulico e naringenina (POPOVA et al., 2017). Trabalhos publicados demonstraram a
potencialidade biolégica da variedade de prépolis encontrada no Nordeste brasileiro, pois tem
predominancia de isoflavonas e outros compostos inexistentes em outras variedades, tais como
a daidzeina, formononetina e biochanina A (DE PONTES et al., 2018).

A propolis tem sido utilizada como suplemento em vérias produgfes de animais. Na
lactacdo de carneiro, a propolis aumenta o ganho de peso (BONOMI et al., 2002); em cabras
estimula o crescimento microbiano do rimen e aumenta a digestibilidade dos carboidratos
soluveis (JUNIOR et al., 2004); em frangos de corte impede disturbios digestivos, melhora a
conversdo alimentar e estimula o sistema imunolégico (SHALMANY & SHIVAZAD, 2006); em

poedeiras, a propolis melhora a produgéo e imunidade (GALAL et al., 2008); em coelhos melhora
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as condicdes de saude, e reduz a mortalidade por insuficiéncia hepética e renal (NASSAR et al.,
2013).

Assim como em outros animais, os extratos de propolis tém sido utilizados como
suplementacdo em algumas espécies de peixes. Acredita-se que a atividade antimicrobiana e
antioxidante dos compostos da propolis melhora a saude intestinal, melhorando a absorcéo e
desempenho no crescimento (DENLI et al., 2005; DENG et al., 2011; BAE et al. 2012). Porém,
apesar das evidéncias dos beneficios do uso da prépolis na aquicultura, nenhum estudo com a
propolis vermelha foi realizado com peixes até o momento. Portanto, considerando que a propolis
vermelha e verde pode configurar uma importante alternativa terapéutica e uma fonte potencial
de protecdo a enfermidades para peixes, essas variedades foram escolhidas para os ensaios

realizados nesse trabalho.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o crescimento e a saude de tilapia do nilo alimentadas com extratos de propolis

verde e vermelha.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Caracterizar quimicamente os extratos de propolis produzidos e as racdes experimentais;

o Avaliar a eficacia in vitro dos extratos hidroetandlicos da propolis verde e vermelha em
patdégenos de peixes;

. Determinar as concentracdes ideais das propolis verde e vermelha na suplementacédo de
dietas para Tilapias na promocéao de crescimento e saude;

. Avaliar a resisténcia dos animais suplementados com as prépolis estudadas frente a um

agente patogénico.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AQUICULTURA

A aquicultura é definida como a producdo em cativeiro de organismos com habitat
predominantemente aquatico, em qualquer um de seus estagios de desenvolvimento (MARQUES
et al.,, 2020), estando inclusos nesse contexto o cultivo de plantas aquaticas (algicultura),
crustaceos (carcinicultura), moluscos (malacocultura), rds (ranicultura) e peixes (piscicultura)
(ODDSSON, 2020).

Diferentemente da pesca extrativa, que tem apresentado uma taxa de crescimento
reduzido na Ultima década, a aquicultura tem se tornado uma atividade em ascensao devido,
principalmente, a seguranca alimentar, mudancas nos padrées de alimentacdo da populacdo que
buscam uma dieta mais saudavel, razdes religiosas e socioeconémicas (MARQUES et al., 2020).

A aquicultura apresenta um papel relevante como produtora de alimentos, mas sua
importancia vai muito além, pois a atividade colabora para diminui¢cdo da pobreza, diminui¢éo da
pressdo em estoques pesqgueiros, mitigacdo em areas de mineracao, producéo de biocompostos,
entre outras aplicacées (MELLO, et al.,2017).

A aquicultura brasileira esta baseada no monocultivo, uma pratica focada na produgcéo em
massa de uma Unica espécie dentro da propriedade, o que garantiu ao Brasil o quarto lugar na
producdo mundial de tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) e o 13° maior produtor
mundial na aquicultura (FAO, 2020). O sucesso da tilapia decorre da boa adaptacédo as condi¢des
climaticas e aos diferentes sistemas de cultivo, facilidade de manejo, além da aceitacdo dos
consumidores e produtores como uma alternativa de proteina animal (FILHO et.al.; 2020). Porém,
monocultivos séo potenciais fontes de disseminacéo de doengas em criagdes, promovem grande
langamento de efluentes e maior uso de medicamentos, aumentando os riscos de contaminagao
ambiental (XU et al., 2020).

O Brasil tem plenas condigbes de se tornar um grande produtor de pescado e, portanto,
de alavancar o mercado domeéstico, pois possui vasta extensao de Zona Econémica Exclusiva
(ZEE) e de costa maritima com 8.500 km de extenséo; 12% da agua doce disponivel do planeta;
grande volume d'agua represado em reservatorios e de agua subterranea; condi¢cdes climaticas
favoraveis; disponibilidade de m&o de obra; caracteristicas de ambiente propicias a producao
intensiva em mar aberto ou na regido costeira (maricultura); localizacdo estratégica para

escoamento da producgdo para o Cone Sul, Europa e EUA, e; grande mercado domeéstico de
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diferentes classes econdmicas. Entretanto, os desafios tanto para a ampliacdo da producdo da
aquicultura quanto do volume de capturas ainda sdo muito grandes (VIDAL; XIMENES, 2019).

Com a intensificacdo e expansdo dos sistemas de producdo no Brasil, problemas
relacionados a ocorréncia de doencas tém aumentado, culminando na perda parcial ou total da
producédo. Assim, a atividade ainda depende de uma quantidade elevada de compostos quimicos,
principalmente para controlar organismos infecciosos. Esses compostos ajudam a aumentar a
produtividade e a melhorar a sobrevivéncia de larvas de peixes, melhoram a eficiéncia alimentar,
reduzem o estresse durante o transporte, auxiliam no controle de patégenos (ROY et al., 2021),
porém, se utilizados de maneira inadequada apresentam problemas quanto a contaminacao
ambiental, residuos na carne e possibilidade de selecdo de patdgenos resistentes. Esses
produtos quimicos sé@o geralmente usados para tratar esses problemas, porém o uso de produtos
naturais como uma alternativa ao tratamento quimiotergpico vem ganhando cada vez mais forca
(VALLADAO et al., 2016).

Assim produtos alternativos de menor impacto ambiental e maior seguridade de uso séo
desafios atuais para garantir a sustentabilidade de aquicultura. Produtos naturais para aplicacdo
na aquicultura podem ajudar a minimizar os riscos e os efeitos adversos provocados pelos
compostos sintéticos (OSMUNDSEN et al., 2020).

3.2 PISCICULTURA

Dentro da aquicultura, a piscicultura é a producdo peixes em cativeiro, vista como
alternativa para reducédo da pobreza e conservacao de espécies ameacadas de extincdo pela
supressao pesqueira, assim como, garantia na oferta de suprimento de proteina de boa qualidade
(ODDSSON, 2020). A piscicultura brasileira vem se desenvolvendo de maneira robusta nos
tltimos anos, com significativos avangos em termos de aumento da producéo e profissionalizacéo
do setor. Esse crescimento esta diretamente ligado a demanda do mercado doméstico, haja vista
gue das 579 mil toneladas produzidas pela piscicultura brasileira em 2019 apenas 6.542
toneladas, ou seja, 1,13% do total fora destinado a exportacéo (IBGE, 2019).

A criacdo de peixes é realizada em todas as regifes brasileiras, em diferentes sistemas
de criacdo (agudes, viveiros escavados e tanques-rede), e contempla uma elevada diversidade
de espécies, bem como, diferentes graus de intensidade de producdo. Destaca-se que essa
atividade é relativamente complexa e nova no espaco rural. Por esse motivo, é imprescindivel
gue os produtores possuam 0s conhecimentos técnicos basicos que sdo essenciais para

obtencdo de bons resultados neste ramo (SENAR, 2017). O mercado brasileiro de peixes &
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complexo e diverso, haja vista seu enorme tamanho e a grande diversidade socioeconémica
verificada entre as varias regides do pais (MARQUES et al., 2020). Soma-se a isso a grande
diversidade de espécies cultivadas, sendo que mais de 25 destas sao comercialmente produzidas
na piscicultura do Brasil (HARVEY et al., 2017).

A criagdo de tilapias (tilapicultura) é relevante no cenério nacional visto que a maioria do
cultivo continental de peixes é de tilapias. Os principais polos estdo concentrados na producao
em viveiros no Oeste do Parana e na producdo em tanques-rede nos reservatérios do Nordeste
e Sudeste. Cabe destacar que no Nordeste, a producao de tilapia acontece ao longo do eixo do
Rio S&o Francisco e no curso do Rio Jaguaribe (KUBITZA, 2015).

O cultivo de tilapia conseguiu se superar ao longo dos anos através do aumento na
producao, oferecendo melhorias constantes na qualidade de seus produtos, conquistando o
mercado nacional e mudando o cenario da piscicultura brasileira. Além de estabelecer uma
cadeia produtiva competitiva agregando inclusive a participacdo de grandes empresas que
ajudam a profissionalizar o setor (BARROSO et al., 2018).

De acordo com o Plano de Desenvolvimento da Aquicultura Brasileira 2015 - 2020, a
producao aquicola foi responsével por 392.492 toneladas de peixes em aguas continentais, e o
Nordeste foi a regido mais significativa no pais, com producéo de 140.748 toneladas de pescado,
com a tilapia (Oreochromus niloticus) se apresentando como a espécie de maior producdo. A
producao nacional de tildpia no ano de 2020 foi de 486 mil toneladas, representando 60% de toda
producao piscicola do pais (PEIXEBR, 2021). Apesar de ndo ser nativa, esta presente em todos
os estados, exceto Amazonas, Ronddnia e Roraima, e sua producdo vem se consolidando nos
altimos anos (FILHO et al., 2020).

De acordo com Barroso et al. (2018), no periodo de 2005 a 2015, a producéo de tilapia foi
intensificada através do sistema de tanque-rede em &guas publicas apresentando um
crescimento 368%. O cultivo em tanques-rede consiste na utilizagdo destes corpos d’agua para
instalacdo de estruturas que compde o tanque, onde 0s peixes sdo confinados em altas
densidades e alimentados com ragfes balanceadas (SCHULTER; FILHO, 2017).

O fornecimento de racdes de qualidade no cultivo de peixes colabora para o
desenvolvimento do animal, uma vez que influencia no ganho de peso, na conversao alimentar,
no desempenho reprodutivo, na resisténcia ao manejo e a organismos patogénicos, além da
gualidade e sobrevivéncia das pés-larvas e alevinos (DEVIC et al., 2018). Embora a tilpia seja
relativamente resistente a enfermidades comparadas a outras espécies de peixes, muitos

organismos patogénicos podem infecta-las. A presenca de patdgenos em peixes pode
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desencadear problemas de saude publica gerando impactos aos seres humanos e ocasionando
grandes perdas econdémicas para as pisciculturas intensivas (VERNER-JEFFREYS et. al., 2018).

3.3 DOENCAS EM PEIXES

Nos sistemas produtivos piscicolas, com a intensificacdo de producdo, o desequilibrio
entre o patdgeno-hospedeiro e ambiente sédo frequentes, sendo entao reportados varios tipos
agentes patogénicos (fungos, parasitas, bactérias e virus) infectando a producédo de peixes,
ocasionando inimeros prejuizos econémicos (MILLER; HARBOTTLE, 2018). Em geral, para que
sejam controladas ou eliminadas tais doencas da criacdo, sdo investidos grandes esforcos
financeiros, com o alto custo em produtos quimicos, manejo e mao-de-obra especializada. Em
funcdo da elevada ocorréncia de doencas, o uso de produtos quimioterapicos e antibiéticos tem
aumentado em sistemas intensivos de produgdo (DAWOQD et al., 2018).

O tratamento de doencas em animais de criacdo é necessario, pelo menos uma vez
durante o ciclo produtivo, independente da espécie e do tipo de criacdo. A pressdo dos patdégenos
sobre o hospedeiro é elevada em sistemas de producao intensiva, e as vezes é essencial o uso
de drogas terapéuticas (VALLADAO et al., 2015).

Os peixes cultivados sao frequentemente expostos a parasitas, os quais podem infestar a
superficie corporal ou 0Orgdos internos destes animais. De acordo com a localizacdo nos
hospedeiros, os parasitas podem ser classificados em endoparasitas, que vivem no interior dos
organismos; ectoparasitas, que se fixam na superficie dos hospedeiros e ainda 0s hemoparasitas,
gue vivem na corrente sanguinea (TAVARES-DIAS, 2018).

As parasitoses mais comuns sdo causadas pelos protozoarios tricodinideos,
mixosporideos, Piscinoodinium pillulare, Ichthyophthirius multifiliis e helmintos pertencentes a
classe monogenea que se destacam como as doengas mais impactantes na piscicultura brasileira
e mundial. No que diz respeito aos protozoarios podemos destacar o Ichthyophthirius multifiliis
gue causa uma enfermidade conhecida mundialmente por “Ictio”, “White Spot” ou doenga dos
pontos brancos, responsavel por perdas econémicas significativas na producdo de peixes em
todo o mundo (WANG et al., 2019).

Dentre as infec¢des fungicas destaca-se o oomiceto (“fungo”) Saprolegnia parasitica, que
pode infectar tanto os peixes (pele, branquias) como o0s seus ovos. Em casos mais graves, este
patégeno pode atingir a musculatura, e em hospedeiros de tamanho diminuto, a musculatura e
orgdos internos vitais (PAVANELLI et al., 2008). Em altas infec¢cbes ocorrem falhas

osmorregulatorias ocasionadas por destruicdo do tegumento, além de lesbes causadas nas
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branquias que podem provocar a morte dos animais. Alguns autores afirmam que esta doenca
ocasiona perdas massivas levando muitos piscicultores a sérios prejuizos econdmicos
(TEDESCO et al., 2019).

As doencas bacterianas também sdo motivo de grande preocupacéo, tanto no Brasil como
em todo o mundo, em funcdo de provocarem a mortalidade e o comprometimento de estruturas
dos peixes que inviabilizam a sua comercializacao, resultando em grandes prejuizos econémicos.
Entre as principais doencas causadas por bactérias em peixe, destacam-se 0s géneros:
Streptococcus e Aeromonas (LIN et al., 2019).

A estreptococose é uma doenca que acomete diversos peixes de agua doce e marinha
por bactérias do género Streptococcus, especialmente das espécies Streptococcus agalactiae,
S. iniae, S. dysgalactiae, S. parauberis e S. ictaluri. Acomete especialmente a tilapia
(Oreochromis spp.) sendo considerada aqui no Brasil uma zoonose, sendo muito comum também
em inimeros paises e de grande impacto econdmico nas criacdes comerciais de Tilapia (WANG
et al., 2020). Segundo Leira et al. (2016), uma vez que essa doeng¢a aconteca em uma fazenda
ou em um local produtor de tilapia € muito dificil sua eliminagéo; pois, permanece sempre um
foco de infeccdo desta bactéria.

As principais manifestacfes clinicas desencadeadas por esta doenca sao anorexia,
letargia, petéquias hemorragicas e hiperemia da regido anal. As tildpias costumam apresentar
também movimentos erraticos e natacado desorientada, especialmente quando o peixe esti
morrendo (CNA BRASIL, 2017).

O impacto dessas enfermidades sobre o custo de producao da tilapia em tanques-rede,
nas regides Sudeste e Nordeste, variam entre R$ 0,49 e 1,21/kg de peixe produzido vivo e, no
Nordeste, entre R$ 0,54 e 1,36/kg de peixe produzido vivo, dependendo da severidade e
recorréncia das enfermidades (KUBITZA, 2013). Estimativas mais atuais sugerem perdas
econdmicas de 10 bilhdes de dolares/ano decorrente de surtos de doencas (TAVARES-DIAS,
2018).

As infecgBes por Aeromonas sdo comuns em diversas espécies de animais e inclusive
nos seres humanos, mas em particular, tem maior importancia para piscicultura, devido ao
acometimento de uma variedade enorme de peixes em criacdo intensiva. (LEIRA, 2016). Dentre
as espécies do género Aeromonas a mais frequente em tilapia e a Aeromonas hydrophila, este
patdégeno provoca a doenga conhecida como septicemia hemorragica, por isso € conhecida como
peste vermelha, mas o termo mais apropriado empregado deve ser septicemia causada por
Aeromonas spp. (NICHOLSON et al., 2020).
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Atualmente, surtos ocasionados por doencas infecciosas originadas por patégenos
oportunistas sdo responsaveis por quase 50% nas perdas de producdo, causando um dos
principais riscos a sustentabilidade e lucratividade da producdo aquicola (ASSEFA; ABUNNA,
2018).

Esses parasitas e bactérias sdo comumente tratados com quimioterapicos e
antimicrobianos, e seu uso inadequado é criticado devido ao impacto negativo no ambiente e nos
peixes, estimulando assim, os pesquisadores a encontrar novas solucfes para esses problemas
sanitarios. Devido ao grande numero de mortalidades causadas por estes patdgenos na
aquicultura, é necessario o controle dessas doencgas com o objetivo de diminuir a presséo sobre
os hospedeiros, sendo assim, promissor o desenvolvimento de um nimero maior de produtos

terapéuticos que causem menores impactos ao ambiente e ao homem (VALADAO et al., 2015).

3.4 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O “International Live Sciences Institute”, define alimentos funcionais como “alimentos que,
em virtude da presenca de componentes fisiologicamente ativos, proporcionam um beneficio a
saude além da nutricdo basica (RIBEIRO et al., 2019). O desenvolvimento da aquicultura
intensificou os sistemas produtivos, e isso resultou em uma maior exposicdo dos organismos
aquaticos, inclusive os peixes, a fatores estressantes, a exemplo de alteracdes da qualidade da
agua, praticas de manejo intensivas, transporte e elevadas densidades. Estas situacfes
estressantes, quando sem controle propiciam a infeccao por patdgenos, promovendo perdas
concernentes a perdas de desempenho e alta taxa de mortalidade (AHMED et al., 2020).

Por conta desses problemas, observa-se que a nutricdo e a alimentacdo dos animais,
evidentemente, sdo protagonistas desse processo. Pois a nutricdo animal tem desenvolvido
estratégias, alimentos e formulagdes que auxiliam na melhoria do desenvolvimento do sistema
imunoldgico dos animais, potencializando crescimento, reducdo de mortalidade, maior produgéo
por area, diminuicdo da utilizacdo de farmacos, e desperdicio de recursos naturais (ALVES,
2017).

Dentre as estratégias nutricionais estd o uso de nutracéuticos. O termo “Nutracéutico”
refere-se aos alimentos ou ingredientes de racdo que promovem melhorias para a saude,
abrangendo o tratamento de enfermidades e a sua prevencdo. Atualmente passou a ser utilizado
o termo “Alimento Funcional” para estes mesmos ingredientes ou alimentos. No territdrio

brasileiro, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), definiu alimento funcional como:
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todo aquele que, além das fun¢des nutricionais basicas, quando consumido como
parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos benéficos a
saude, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica”. Portanto, por
definigdo, os alimentos funcionais devem ser seguros (BRASIL, 1999, p. 1).

Na alimentacao animal, o uso de alimento funcional ganhou destaque pois as ra¢cfes além
de promoverem crescimento também permitiram a promocao da salde e prevencéo de doenca.
Além disso, essas racfes visam mais que somente 0 crescimento, considera-se também a
melhoria da qualidade do produto, como por exemplo carne com alto teor de dmega-3, a cor do
filé, e aumento da vida de prateleira. No processo de reproducao, as ra¢des funcionais também
interveem na melhora da quantidade e qualidade de 6vulos e espermatozoides e no tamanho das
larvas (ALVES, 2017).

E valido destacar que o emprego de alimentos funcionais também estéo associados a
saude intestinal dos organismos aquaticos, uma vez que as estruturas intestinais e sua microbiota
sofrem influéncia do alimento que é ingerido, favorecendo a absorcdo de nutrientes e,
consequentemente, melhorar o crescimento (AFONSO, 2018).

Nessa premissa, a oferta de um alimento que aumente o aproveitamento de nutrientes
e melhore o sistema imunolégico do organismo, prevenindo doencas tornou-se imprescindivel.
Assim, tanto a industria alimenticia como os consumidores e a comunidade cientifica, tem
buscado mais informacdes sobre as substancias funcionais presentes nos alimentos, que podem
auxiliar na promocao da saude, visto que os alimentos funcionais fornecem a nutricdo basica para
promocao da salde, ndo sendo utilizado para a cura de doencas, mas sim a prevencao (RIBEIRO
et al., 2019).

3.5 PRODUTOS NATURAIS

Produtos naturais podem ser definidos como compostos organicos advindos da natureza,
seja de plantas (fitoterapicos) e/ou animais (opoterapicos) (AZEVEDO et al., 2020; CHONG et al.,
2020). Esses produtos apresentam diversas atividades bioldgicas, tornando os produtos naturais
uma alternativa aos antibiéticos, sem que oferega riscos de desenvolvimento de resisténcia dos
patdgenos (TERKULA et al., 2021; ZHANG et al., 2021).

A utilizacdo de produtos naturais, em que seus compostos bioativos agem de forma
sinérgica, podem proporcionar efeitos antiparasitarios e antimicrobianos (fungicidas, bactericidas
e antivirais) (DE FARIA et al., 2021; MENESES et al., 2021; NHU et al., 2019), além do mais
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atuam no sistema imunolégico, e podem promover um melhor desempenho zootécnico do animal
(HOSEINIFAR et al., 2017; YOUSEFI et al., 2021).

A utilizacdo de produtos naturais como alimentos funcionais na ragdo para peixes tem
substituido componentes comumente mais caros, otimizando custos com alimentagao
(BALDISSERA et al., 2020) e melhorando a resisténcia a doengas. A alimentacdo dos peixes é
uma questao critica no sistema de aquicultura, pois representa cerca de 40-50% dos custos totais
de producdo (WU, 2017). Pesquisas recentes comprovam que o uso de produtos naturais para
finalidades curativas e preventivas vem aumentando como alternativa aos convencionais
guimioterapicos, permitindo a reducéo de impactos ambientais (ZENI et al., 2017). Essa busca
por antimicrobianos naturais com baixa toxicidade, para mitigar o impacto ambiental ganhou
grande proporgdo nos Ultimos anos. E dentre os produtos naturais, a propolis obtém destaque
devido a sua importancia farmacolégica (BARBOSA et al., 2019). As atividades farmacoldgicas
da propolis decorrem de sua constituicdo quimica, sendo esses constituintes os grandes
responsaveis por seu efeito biolégico (FISCHER et al., 2021).

O uso da prépolis como tratamento terapéutico natural e como alimento vem ocorrendo
desde 300 a.C, em muitas partes do mundo e seu emprego ja era descrito pelos assirios, gregos,
romanos, incas e egipcios (ALMUHAYAWI, 2020). E um produto natural (opoterapico) de
caracteristica resinosa que vem sendo amplamente estudada devido as suas atividades
bioldgicas (SUNG et al., 2017).

3.6 PROPOLIS

A prépolis € um termo apicola para as resinas colhidas de varias espécies de plantas
pelas abelhas (Apis melifera L.), e é considerada uma fonte promissora de compostos para a
descoberta de novos farmacos (DO AMARAL DUARTE et al., 2017). Uma vez que 0S compostos
de propolis sdo geralmente reconhecidos como substancias seguras, eles eram frequentemente
usados como ingredientes e/ou aditivos alimentares (ALMUHAYAW!I, 2020). Em geral, a prépolis,
possui de 50 a 60% de resinas e balsamos, 30 a 40% de ceras, 5 a 10% de 6leos essenciais, 5%
de gréos de pélen, além de microelementos, vitaminas, entre outros (REIS et al., 2017; MELTEM,
2021).

Embora a propolis apresente componentes de origem animal, a maioria dos componentes
responséveis pelas atividades bioldgicas sédo derivados de plantas, e a composi¢do da origem

vegetal determina a composi¢do quimica da préopolis (FERNANDES et al., 2015).
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A composi¢cdo da propolis varia de colmeia para colmeia, de distrito para distrito, e
depende da época de coleta, sazonalidade, iluminacéo, altitude, tipo de coletor e disponibilidade
de alimento e atividade desenvolvida durante a exploracdo da propolis. As abelhas séo
oportunistas, reunindo o que elas precisam de fontes disponiveis. Assim, a composicdo quimica
da propolis varia consideravelmente de regido para regido, junto com a vegetacdo (ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018). A composi¢ao quimica da propolis € variada, com mais de 300
compostos diferentes, como flavonoides, acidos fendlicos, ésteres, terpendides, xantonas, acidos
graxos, cetonas, lactonas e esterdides (MELTEM, 2021).

Com base em analises comparativas (quimicas e morfolégicas) das plantas nas quais as
abelhas possivelmente estariam coletando resina para fabricacdo da propolis, verificou-se que
amostras de propolis do Brasil possuiam como fontes vegetais principais: Araucaria spp.
(BANKOVA et al., 1996), Baccharis spp. (OLIVEIRA; BASTOS, 1998), Dalbergia ecastophyllum
(TRUSHEVA et al., 2006), Clusia spp (CASTRO et al., 2009; ISHIDA et al., 2011) e Mimosa
tenuiflora (FERREIRA et al., 2017). Muitos pesquisadores demonstraram a correspondéncia de
algumas substéncias naturais da propolis com aquelas encontradas nas plantas, como por
exemplo, a semelhanca do perfil quimico da prépolis verde comparada com a composicao da
resina da planta Baccharis dracunculifolia (TEIXEIRA et al., 2005, SALATINO et al., 2005).

No Brasil existem mais de doze tipos de proépolis, incluindo prépolis verde, propolis
vermelha, propolis marrom, propolis preta, propolis amarela e a geoprdpolis, as quais sao
diferenciadas pela cor, pelo odor e pela consisténcia (PARK et al., 2002, BERRETTA et al., 2017).
Um décimo terceiro tipo de prépolis foi adicionado em 2007, como sendo proveniente dos
manguezais dos estados do Sergipe, Alagoas, Paraiba, Pernambuco e Bahia (DE MENDONCA
et al., 2015).

A composicao quimica da propolis € muito complexa e altamente variavel de acordo com
sua origem botanica e fitogeografica. Como consequéncia, os diferentes tipos de prépolis sao
caracterizados por perfis quimicos distintos (VELIKOVA et al., 2000; POPOVA et al., 2017). Os
efeitos bioldgicos da propolis sdo exercidos pelos inmeros compostos quimicos identificados
nas fracdes volateis e ndo volateis da propolis de diferentes origens botanicas e geograficas
(GALEOTTI et al., 2018; KAMATOU et al., 2019). De todos esses compostos quimicos presentes,
certamente os flavonoides se destacam (LIMA, 2006). Os flavonoides e acidos fendlicos séo as
principais classes de substancias fenolicas, cujas relagfes estrutura-atividade antioxidante em
sistemas aquosos ou lipofilicos tém sido extensivamente relatadas (SALATINO et al., 2011,
BERRETTA et al., 2017).
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Alguns estudos também destacaram o potencial da prépolis como suplemento dietético e
conservante de alimentos, devido as suas propriedades biolégicas (MU et al., 2009; YANG et al.,
2010). No entanto, a prépolis é pouco sollivel em agua e ndo pode ser usada como matéria prima,
por isso deve ser purificada por extragdo com solventes para remover o material inerte e preservar
a fracdo polifendlica (KARLA et al., 2017; POPOVA et al., 2017). A polaridade do solvente e a
composicao da propolis sdo dois grandes fatores capazes de influenciar a qualidade dos extratos
da prépolis (GALEOTTI et al., 2018).

Extratos de prépolis sdo comumente obtidos por técnicas convencionais, como a extracao
etandlica. ApGs o processo de extracdo, a solucdo etandlica tem alto valor de mercado, sendo
utilizada como forma farmacéutica final ou eventualmente incorporada em alimentos, bebidas,
medicamentos ou cosméticos. O extrato etandlico consiste em uma fracdo rica em acidos
fendlicos e flavondides (POPOVA et al., 2017). (KARLA et al., 2017; DE FRANCISCO et al., 2018;
GALEOTTI et al., 2018).

Os extratos podem melhorar a saude animal por meio de varios mecanismos, como
supressao direta da proliferacdo de patdgenos, alteracédo das populacdes microbianas intestinais
e aumento das fun¢des imunoldgicas (LIU et al., 2018), que poderia refletir, adicionalmente, em
uma melhora de desempenho. Apesar desses efeitos, a aplicacdo da prépolis no desempenho
animal ainda é controversa devido aos seus efeitos altamente variaveis. Além disso, a literatura
disponivel sobre o uso de da propolis € insuficiente para definicdo de sua eficacia no desempenho
produtivo, pois muitos destes estudos utilizam a prépolis bruta, a qual provavelmente apresenta
efeitos diferentes em relacdo aos dos extratos etandlico, além de muitos trabalhos né&o
apresentarem as composi¢des quimicas das propolis utilizadas.

Dentre as propolis com efeitos benéficos registrados em homens e animais, destacam-se

a propolis verde e a prépolis vermelha.

3.6.1 PROPOLIS VERDE

Produzida no cerrado brasileiro a propolis verde é denominada “verde” por causa da sua
origem botanica (superior a 90%) da espécie Baccharis dracunculifolia. As abelhas coletam
tecidos jovens contendo clorofila, como brotos vegetais e folhas jovens, e as utilizam na colmeia

para a elaboracéo da propolis de coloragéo esverdeada (CRUZ et al., 2021).
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Figura 01. Propolis verde. Fonte: Nogueira Filho, 2020.

Rodrigues et al. (2020) estudaram a prépolis coletada em 6 diferentes regiées de Franca
(SP) e Passo (MG) e demonstraram que a prépolis verde foi produzida principalmente em
localidades onde a mata nativa, caracteristica de Cerrado, era predominante. Nas demais areas
onde havia a interferéncia mais acentuada da atividade agricola, com culturas de cana-de-

acucar, café e eucaliptos, a propolis produzida ndo poderia ser caracterizada como propolis

verde.
A prépolis verde brasileira € composta pelos seguintes biomarcadores: acido caféico,

acido p-cumarico, acido ferudlico, naringenina, caempferol, isorhamnetina, sakurametina,
pinocembrina, caempferina e artepellina C (ANDRADE et al.,, 2017; CHEN et al., 2018;
SANTIAGO et al.; 2020)(Figura 02).

CH=CH-COOH

HC oy N CHs

H
on CH, HaC

Figura 02. Estrutura molecular dos principais componentes da propolis verde: pinocembrina (A) e
artepellina C. Fonte: FERREIRA; NEGRI, 2018.
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Essa prépolis apresenta atividades anti-inflamatorias, antidiabéticas e anti-Alzheimer
(SHAHINOZZAMAN et al., 2018), bem como antimicrobiana (ZANCANELA et al., 2019),
antioxidante (GALEOTTI et al., 2017), e gastroprotetora (DE ALMEIDA et al., 2020).

Segundo Morgado et al. (2018), a propolis verde contém uma quantidade significativa de
artepellin C, um derivado do acido cindmico, que é responsavel pelas diversas propriedades
terapéuticas. Calegari et al. (2017) encontraram maior atividade antioxidante da prépolis verde
em amostras brasileiras coletadas em meses mais quentes, devido aos elevados teores de
compostos fendlicos e flavonoides.

A prépolis verde se destaca contendo moléculas bioativas com potencial uso na
aquicultura (FARAG et al., 2021). Tem sido amplamente utilizada como promotor de crescimento
(MEURER et al., 2009; ABBASS et al., 2012) e como antiinflamatorio, antioxidante,
antibacteriano e imunoestimulante (EL-GUENDOUZ et al., 2019; WOLSKA, K. et al., 2019;
PETRUZZI et al., 2020; SILVA-BELTRAN et al., 2020).

A propolis verde contém vitaminas (B1, B, C, E) e minerais essenciais (ferro, aluminio,
manganés e silicio), que melhoram os cofatores digestivos e a atividade enzimatica. Essas
propriedades podem contribuir para melhorar a digestdo e a absorcdo de nutrientes com o

consequente aumento do peso dos peixes (ABD-EL-RHMAN, 2009).

3.6.2 PROPOLIS VERMELHA

A propolis vermelha € uma das 13 variedades da prépolis brasileira, obtida a partir de
exsudatos encontrados na superficie da Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Fabaceae), o "rabo-
de-bugio" (DEVEQUI-NUNES et al., 2018).

Figura 03. Prépolis vermelha. Fonte: Nogueira Filho (2020).
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No Brasil, esse tipo de propolis é encontrado ao longo das margens de rios nos estados
de Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia e Roraima (RUFATTO et al., 2017). A prépolis
vermelha pode ser encontrada também em paises como Cuba, China, México e Venezuela
(NETO et al.,, 2017). Esta espécie de propolis apresenta substéncias quimicas em sua
composicao que diferem das encontradas em outros tipos de prépolis, em particular quantidades
elevadas de isoflavondides, uma subdivisdo de flavonoides destacando a propolis vermelha nas
pesquisas de produtos naturais devidos as suas propriedades farmacoldgicas (BUENO-SILVA et
al., 2017).

A composicao quimica do extrato alcéolico da propolis vermelha apresenta predominancia
de flavonoides como a formononetina, biochanina A, isoliquiritigenina, pinocembrina, quercetina,
rutina, liquiritigenina, daidzeina, pinobanksin, luteolina, dalbergina, que a diferem dos demais
tipos da propolis brasileira tornando-a um produto de caracteristicas e composicdo quimica
particulares além de multiplas atividades biologicas (DAUGSCH et al., 2008; ANDRADE et al.,
2017).

A formononetina € uma isoflavona da familia dos flavonoides, possui acdo anti-
inflamatdria e antioxidante (GUO et al., 2017). E encontrada na prépolis vermelha e em outras
fontes naturais como legumes, trevo vermelho (Trifoluim pratense) e erva chinesa (Astragalus
membranaceus) (TAY et al., 2019) e possui estrutura semelhante a de estrogénios com afinidade
por seus receptores podendo alterar o indice de proliferacdo celular (BUDRYN et al., 2018)
(Figura 04).

?
CH,
Figura 04. Estrutura molecular da formononetina. Fonte: SILVA et al. (2009).
A formononetina tem ainda a capacidade de inibir o funcionamento das enzimas quinases
gue sdo dependentes da ciclina e de varias outras proteinas reguladoras do ciclo celular,

causando assim a interrupcao do ciclo celular atuando como um anticancer (BAILON-MOSCOSO
etal., 2017).
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Como antioxidante atua eliminando radicais livres, neutralizando ROS (espécies reativas
de oxigénio), inibindo a peroxidacéo lipidica e outras patologias mediadas por radicais livres,
diminuindo a disseminacao da inflamag¢&o no organismo (DE MENDONCA et al., 2020). No
estudo de Chen et al. (2015), os autores encontraram evidéncias de que esta substancia regulou
a acdo de mediadores proteicos citotoxicos em células neuronais apds hipdxia, exercendo acao
neuroprotetora. E Huh et al. (2011) mostraram indicios de sua acao na regulacao de fatores de
transcricdo que favorecem o processo de cicatrizagdo em ratos.

O uso da prépolis vermelha com outros animais € algo que vem crescendo, com destaque
para o uso em bezerros leiteiros, avaliando desempenho e sanidade (SLANZON et al., 2019;
VIGAS et al., 2021), como antiparasitario em camundongos (SILVA et al., 2021), no metabolismo
em ovinos (DA SILVA et al., 2021) e melhora hematol6gica, renal e hepatica em cées (DE MELO
et al., 2020). Porém, em peixes ainda nao foi estudada.

Um dos flavonéides que também merece destaque e esta presente na propolis vermelha
€ a biochanina A (4-metoxi-5,7-di-hidroxi isoflavona) (Figura 05). Esse flavondide é encontrado

também no trevo vermelho, soja, grao de bico e outras plantas (SARFRAZ et al., 2020).

OH O O OCH3

|
HO O

Figura 05. Estrutura molecular da biochanina A. Fonte: OZA et al. (2018).

Foi confirmado em ratos que a biochanina A apresenta efeito anticarcinogénico, inibindo
0 crescimento celular, ativando a apoptose de células cancerosas, bloqueando a angiogénese,
interropendo a metastase e o ciclo celular (CHEN et al., 2015). A biochanina A mostrou efeitos
antiinflamatorios inibindo o NF-kB (fator nuclear potencializador de cadeias leves kappa de
células B) e MAPK (proteina-quinases), e a liberacdo de mediadores inflamatérios como o TNF-
a (fator de necrose tumoral — alfa), iL — 1 beta (interleucina), INOS (6xido nitrico sintase, NO e
PGE2 (prostaglandinas E2) (ZHANG; CHEN, 2015). Demonstrou também capacidade de
protecdo hepética contra lesdes oxidativas, aumentando a expressao de enzimas cito-protetoras
com OH-1 e NADPH (quinona oxidoredutase 1) (LIANG et al., 2019).

Além disso exibiu atividade sequestrante de radicais livie DPPH (2,2 — difenil-1-picril-
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hidrazil) (JALALUDEEN et al., 2016). Foi observado em ratos um efeito antidiabético, pela
melhora da expressao da visfatina que € uma proteina com efeito semelhante a insulina
(SUNDARESAN et al., 2018).

Um polifenol que também esta presente na propolis vermelha € a apigenina (Figura 06).
E encontrada em muitas frutas, vegetais e ervas (WANG et al., 2017). A apigenina reduz a
expressao de citocinas e sua secre¢do, atuando como antiinflamatério e inibem algumas
enzimas, como ciclooxigenase, aldose redutase, xantenos oxidade, Ca*? + ATPase, atuando
com antioxidante (SHUKLA et al., 2019). Kim et al. (2020) sugerem que apigenina induz a
apoptose bacteriana por meio da ativagéo de vias oxidativas celulares dependentes da producéo
e do acumulo de RNS/ROS, atuando com bactericida. Alguns autores relataram também a sua
atividade anticancerigena (SALMANI et al., 2017; KASHYAO et al., 2018; SHARMA et al., 2019;
IMRAN et al., 2020).

OH

HO O

OH O

Figura 06. Estrutura molecular da apigenina. Fonte: KHAN et al. (2019).

Embora haja evidéncias dos beneficios do uso da prépolis na aquicultura, nenhum estudo
com a propolis vermelha foi realizado com peixes até o momento. Diante do exposto
considerando as caracteristicas bioativas da prépolis verde e vermelha, existe a necessidade de
alimentos funcionais para o aumento de produtividade piscicola, e a inclusdo de prépolis na dieta
se torna uma alternativa interessante a ser avaliada contra os patdgenos de peixes e sua

suplementacgéo para tilapias.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido ha Embrapa Tabuleiros Costeiros, no Instituto de
Tecnologia e Pesquisa (ITP) e na Universidade Tiradentes (UNIT), no Estado de Sergipe.

As propolis verde e vermelha foram provenientes da regido Nordeste do Brasil,
adquiridas da empresa BEE S NATURAL PRODUCTS localizada na rua Antbnio Baltazar, n° 09,
no municipio de Barra de Santo Antonio (Latitude: 09° 24' 17" S Longitude: 35° 30' 26" W) no
Estado de Alagoas, em margo de 2019.

O experimento foi realizado em duas etapas; uma etapa in vitro e outra etapa in vivo.

Na etapa in vitro foram confeccionados extratos hidroalc6olicos das prépolis verde e
vermelha. A prépolis bruta foi fragmentada em particulas menores com o auxilio de uma tesoura.
Ap6s obtencéo do triturado, foram colocados em cada béquer 16,7g contendo 208 mL de alcool
a 70%, respeitando a proporcdo metodolégica preestabelecida (1/12,5) MAIA-ARAUJO (2009).
Os béqueres entédo foram levados ao banho de ultrassom, na frequéncia 34 kHz e poténcia de
600W, onde permaneceram por 1 hora.

Contabilizado o tempo proposto, as amostras foram retiradas e levadas para filtragem
com auxilio do Erlenmeyer e papel de filtro comum a fim de impedir a passagem de particulas
maiores. Na sequéncia, as amostras foram distribuidas em placas de Petri com peso conhecido
e levadas a estufa de fluxo (45°C) por 72 h como preconizado por MAIA-ARAUJO (2009). Com o
material seco, foi feito a raspagem do material contido na placa de Petri e realizado o calculo de
rendimento através da relacéo entre a massa total do extrato e a massa inicial do material. Os
extratos foram armazenados em frasco de vidro (d&mbar) e acondicionados em geladeira a uma
temperatura de (2 a 8°C).

Os extratos foram caracterizados atraves da identificagdo e quantificagcdo dos
flavondides, para isso foram submetidos a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
perfil cromatogréfico foi realizado seguindo a metodologia de Silva et al (2015). Os extratos de
propolis foram diluidos com metanol/agua (50:50 v/v) na concentragcdo de 400 pg/mL e
submetidos a banho de ultrassom por 45 min. A analise cromatografica foi realizada utilizando o
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia que consiste em um equipamento: HPLC
modelo Dionex Ultimate 3000 da marca Thermo scientific equipado com um controlador de
sistema CBM-20A (Shimadzu Co., Kyoto, Japdo). A separacdo cromatogréfica foi realizada
utilizando a coluna cromatografica Hypersil GOLD com 100 mm de comprimento, 3,0 mm de
didmetro interno (C-18) e fase estacionaria com granulometria de 3 um, com detector de Rede
de diodos (DAD).
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O volume de inje¢do da amostra foi de 5 UL e a razado de eluicdo da fase movel foi de
0,500 mL/min. Os solventes utilizados para a fase mével foram: (A) &cido formico 0,5% (Neon,
Sao Paulo, Brasil) em agua ultrapura e (B) metanol (HPLC-grau, Panreac, Darmstadt, Alemanha).
Foi utilizado gradiente linear (Tabela 1), retornando as condicdes iniciais e finalizando a analise.

Tabela 1. Gradiente linear utilizado durante a andlise cromatografica.

Intervalo de Tempo (min) | % de A (solucéo de acido férmico + 0,5 % % de B (metanol)
de agua ultrapura)
0-10 60 40
10-15 55-50 45-50
15-20 50-45 50-55
20-35 45 55
35-50 95-0 5-100
50-60 65-50 35-50

O detector foi ajustado entre 260 e 280 nm para adquirir o cromatograma e 0Ss Compostos
foram identificados através de co-injecdes dos padrdes comparando os tempos de retencado e 0s
espectros de absorcdo no ultravioleta. Os padrbes de flavondides utilizados foram:
formononetina, apigenina e biochanina A (padrdo sigma) que foram diluidos com metanol até a
concentracao de 100 mg/mL (solucdo mae). Para a analise quantitativa, as curvas de calibracéo
de cada padréo foram preparadas em cinco concentracfes diferentes: 2, 4, 6, 8 e 10 mg/mL. As

curvas analiticas foram construidas utilizando-se o software LC Solution.

4.1 ENSAIO IN VITRO

Foram realizados ensaios in vitro com extrato da prépolis verde e da prépolis vermelha
em trés agentes patogénicos de peixes, um fungo Saprolegnia parasitica, duas bactérias
Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae e um protozoario Ichthyophthirius multifiliis.
Uma amostra de cada extrato de prépolis seco foi pesada (10 g) e ressuspendida em 100 mL de
alcool a 80% (TUKMECHI et al., 2010), constituindo-se a solucéo estoque. Dessa solug¢éo foram

realizadas as diluicGes experimentais.
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4.1.1 Atividade antifingica in vitro dos extratos de prépolis

Para a realizacdo desse ensaio in vitro, foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado para cada extrato hidroalcéolico (verde ou vermelha) avaliando onze concentracées
(50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,390; 0,195; 0,097; e 0,048 mg/ mL) em triplicata.
Nesse ensaio foi utilizado o fungo Saprolegnia parasitica isolado de tambaqui (Colossoma
macropomum) e cultivado no Laboratorio de Aquicultura da Embrapa Tabuleiros Costeiros
(MENEZES, 2020).

Fragmentos do fungo foram removidos de peixes naturalmente infectados, com auxilio
de ping¢a e alca de platina e transferidos para placas de Petri de vidro contendo 20 mL de meio
de cultura Agar batata dextrose (BDA) e cultivados em 25 °C em camara de germinacdo Tecnal
TE-40. A identificacdo genética do fungo foi realizada segundo metodologia de Hulvey et al.
(2007). Posteriormente, um disco de 9 mm de meio de cultura com o fungo foi inoculado no centro
de placas de Petri com meio de cultura BDA contendo as concentracfes desejadas dos extratos

de propolis (Figura 07).

Figura 07. Placa de Petri contendo o meio de cultura e o fungo Saprolegnia parasitica.
Fonte: Nogueira Filho, 2020.

O crescimento micelial entdo foi observado a cada 24 h durante 96 horas e avaliado pela
medida dos didmetros perpendiculares, com um paquimetro digital de inox 150 mm LEE tools
(adaptado de CORREA et al., 2013).
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4.1.2 Atividade antibacteriana in vitro dos extratos de propolis

Para os testes in vitro com os extratos foram usadas as bactérias patogénicas
Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae. As bactérias séo provenientes do banco de
cepas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, isoladas de tilapias com sinais clinicos de bacteriose.
Foi utilizado delineamento inteiramente ao acaso para cada extrato hidroalc6olico de prépolis
(verde ou vermelha) em onze concentracdes (50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,390;
0,195; 0,097; e 0,048 mg/ mL) em triplicata, para cada uma das bactérias, além de dois controles,
um com alcool 80% e outro apenas com meio de cultura.

Previamente, as bactérias foram crescidas em meio de cultura agar infusdo cérebro
coracdo (BHI AGAR) por 24 horas a 30°C. Apos o crescimento bacteriano, foram seccionados
discos de agar (9mm) dos meios BHI contendo as bactérias (A. hydrophila e S agalactiae) e estes
foram alocados em novas placas Petri (posicionados ao centro, 1 disco por placa). Estas novas
placas continham meio de cultura Triptona Soya Agar (TSA) misturado com as respectivas
concentracoes dos extratos de prépolis. Apds o posicionamento dos discos de agar contendo as
bactérias, essas novas placas (TSA + extrato) foram incubadas por 24 horas a 30°C para avaliar
0 crescimento bacteriano ao redor dos discos. Todas as medidas foram realizadas com auxilio

de um paquimetro digital de inox 150 mm LEE tools.

4.1.3 Atividade antiparasitaria in vitro dos extratos de propolis

Seguindo os delineamentos anteriores, também foram avaliadas onze concentragfes de
cada prépolis (50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,390; 0,195; 0,097; e 0,048 mg/ mL)
em triplicata, contra o parasita de peixe Ichthyophthirius multifiliis. Este foi coletado de peixes
infectados no estagio de trofontes. Os protozoarios foram alocados em pequenas placas de Petri,
na densidade de 5 parasitas por placa, e posteriormente foram colocadas as concentragfes dos
extratos de prépolis utilizados no experimento.

Durante 4 horas, a cada hora, foi verificada a mortalidade dos parasitas (imobilidade e
falta de replicagdo celular) e confirmada pelo teste de viabilidade por coloragdo dos protozoarios
com sondas fluorescentes SYBR-14 e iodeto de propidio (IP) (Molecular Probes®). A visualizacéo
foi realizada em microscopio de epifluorescéncia (Nikon Eclipse 50i), de forma que parasitas

intactos e viaveis emitem fluorescéncia verde, enquanto células mortas ou danificadas emitem
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fluorescéncia vermelha de acordo com Nizio et al. (2018). A partir desses dados foram calculadas

as porcentagens de células inviaveis.

4.2 ENSAIOS IN VIVO

4.2.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa obedeceu as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA e foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais da
Universidade Tiradentes (CEUA-UNIT), sendo aprovado com o parecer n® 010719 no dia 22 de
agosto de 2019. Em cada biometria, os animais foram anestesiados em banho de imersdo em
solugdo de eugenol (60mg/L). Quando necessaria a eutanasia, os animais foram anestesiados
(banho de imerséo eugenol 60mg/L) seguida de secdo medular conforme resolucdo normativa
37 CONCEA.

4.2.2 Animais

Os peixes utilizados no experimento foram produzidos na Piscicultura LIMA, Caicara Il,
localizada no municipio de Paulo Afonso — BA, sendo todos revertidos sexualmente para machos,
e foram aclimatados em caixas de agua de 500 litros até o inicio do experimento. Foram utilizados
no experimento in vivo, alevinos de tilapias (Oreochromis niloticus), com 4 semanas de idade,
peso médio de 1,11 + 0,27 g e comprimento de 4,16 + 0,43 cm, mantidos em densidade de

estocagem de 50 peixes por caixa de agua de 500 litros.

4.2.3 Preparacédo do extrato de propolis e racdo para 0s peixes

Os extratos hidroetandlicos das propolis foram produzidos conforme metodologia ja
descrita. O po obtido através da extracao foi diluido em alcool a 80% de acordo com TUKMECHI
et al. (2010) e aspergido sobre a racdo nas concentragfes de 0,0; 1,5 e 3,0 g de cada prépolis/kg
de ragdo, seguindo um delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 3X3 (3

concentracdes da propolis verde X 3 concentracdes propolis vermelha) em triplicata (Tabela 2).
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Tabela 2. Delineamento casualizado dos tratamentos aplicados.

Tratamento Propolis verde (g) Prépolis vermelha (g)
TO 0,0 0,0
T1 0,0 15
T2 0,0 3,0
T3 1,5 0,0
T4 1,5 1,5
T5 15 3,0
T6 3,0 0,0
T7 3,0 15
T8 3,0 3,0

Foi utilizado no experimento racdo comercial em p6é com 56% de Proteina bruta (PB) até
a 32 semana, racao extrusada com 42% de PB da 4% a 92 semana e ra¢ao extrusada com 32%
de PB extrusada (5mm) até o final do experimento seguindo recomendacdes de manejo alimentar
do fabricante da racéo. A dieta controle ndo continha suplementacdo. A composi¢cao quimica em
formononetina, apigenina e biochanina A das racGes foram determinadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia conforme metodologia ja mencionada.

Os peixes foram distribuidos em 27 caixas de 500 litros de capacidade em sistema de
recirculacdo de 4gua. E alimentados duas vezes por dia durante 120 dias, seguindo a taxa de
alimentacdo de 10% do peso vivo por dia. A qualidade da agua foi monitorada diariamente
utilizando uma sonda multiparametro (YSI550 profissional plus) e foram avaliadas a temperatura,
pH, condutividade, ambnia e oxigénio dissolvido.

O desempenho zootécnico e o consumo de ragéo foram avaliados mensalmente utilizando
as equacdes:

GCT - ganho de comprimento total (comprimento total final — comprimento inicial);

GCP - ganho de comprimento padrdo (comprimento padrao final — comprimento padréao
inicial);

GPM - ganho de peso médio (peso médio final — peso médio inicial);

GBM - ganho de biomassa (biomassa final — biomassa inicial);

CAA — conversao alimentar aparente (consumo de racdo/ganho em biomassa);

TCE - taxa de crescimento especifico ([(In peso final — In peso inicial)/dias de

alimentac¢&o)*100];
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S — sobrevivéncia [(namero inicial de individuos/nimero final de individuos)*100];
Kf — fator de condicdo de Fulton [(peso final/comprimento total final®)*100] e UNI —
uniformidade em peso do lote de peixes foi calculada de acordo com Furuya et al.(1998).

4.2.4 Hematologia

Para avaliar os parametros hematoldgicos foi retirado 1 mL de sangue de 5 peixes de
cada repeticdo ao fim do experimento. Os peixes foram anestesiados com eugenol (60 mg. L?) e
entdo o sangue foi coletado por meio de puncéo dos vasos caudais com seringas contendo EDTA
(10%). Aliquotas foram utilizadas para determinar o nimero total de eritrécitos (cél x 108 uL?), por
contagem em camara de Neubauer (GARCIA-NAVARRO, 2005), o porcentual de hematdcito,
pelo método de microhematécrito (GOLDENFARB et al., 1971), a concentragdo de hemoglobina
(9.dL') pelo método de cianometahemoglobina em analisador bioguimico Prestige IQ 50,
concentracdo de glicose (mg.dL?) utilizando medidor automatico Prestige 1Q 50, e os niveis
plasmaticos de proteinas totais (g.dL™?) utilizando o refratdmetro (Quimis®). Também foram
confeccionadas extensdes sanguineas, coradas por May-Gruwald-Giemsa, segundo método de
Rosenfeld (1947), para realizacdo da contagem indireta de leucdcitos, trombdcitos totais
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004); e contagem diferencial de leucdcitos (RANZANI-PAIVA,
1995).

Com os resultados obtidos, foram calculados os indices hematimétricos (VALLADA,
1999): volume corpuscular médio (VCM = Ht x 100/n° eritrdcitos = fl), hemoglobina corpuscular
média (HCM = taxa Hb x 10/n° eritrécitos = pg) e concentracdo hemoglobina corpuscular média
(CHCM = taxa HCM x 100/Ht = g.dL™).

4.2.5 Histopatologia

Foi realizada a avaliagdo histopatolégica do figado dos peixes. Para tanto, foram
utilizados cinco animais (n=5) de cada tratamento ao final do experimento. Os peixes foram
anestesiados e eutanasiados por seccdo medular para posteriormente, fragmentos do figado
serem retirados e entdo fixados em formaldeido 10%, lavados e conservados em alcool 70%. A
seguir foi realizada a inclusdo do material em parafina histolégica. Apés a inclusdo foram
realizados cortes histolégicos de 5 um com auxilio de navalha descartavel em micrétomo semi-

automatico (Slee medicale Cut 5062).
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Os cortes histologicos foram submetidos as coloragbes de hematoxilina/eosina (HE).
Estes procedimentos estdo de acordo com os preconizados por Behmer et al. (1976). As laminas
histolégicas foram avaliadas de acordo com o grau de severidade histopatol6gica (sem sinal
clinico, sinal clinico leve, sinal clinico moderado e sinal clinico grave) de acordo com a
metodologia de Fishbien et al. (2015) e Zhang et al. (2018).

4.2.6 Teste de desafio com Streptococcus agalactiae

Apos o ensaio in vivo de desempenho zootécnico onde as tilapias foram alimentadas
com as racOes testes por 120 dias, foi realizado um desafio experimental com a bactéria
patogénica isolada especificamente de tilapias. O Streptococcus agalactiae foi isolado de tilapias
doentes coletadas de pisciculturas em tanques redes no municipio de Paulo Afonso-BA. O isolado
foi armazenado e mantido congelado (-70°C) em glicerol a 15% e 85% de caldo (Merck) no banco
de cepas da Embrapa Tabuleiros Costeiros, até o uso. Ap6és 120 dias de suplementacdo, os
peixes de cada suplementacdo foram realocados em aquarios de 70 L em sistema estatico e
mantidos a temperatura de 28°C durante o experimento de desafio. A concentracdo da bactéria
foi de 9.10%° UFC.mL™?, sendo injetado 20pL intraperitonealmente nos peixes. Além disso, peixes
do tratamento sem suplementa¢do com prépolis, compuseram dois controles, ou seja, peixes que
foram injetados com solugéo salina estéril e peixes que nao foram injetados.

Durante 96 horas de experimento, os peixes mortos foram retirados diariamente do
aquario e a mortalidade foi observada e anotada. Os peixes sobreviventes foram submetidos a
analise hematoldgica e histoldgica, conforme descrito anteriormente. Posteriormente, cada peixe
foi submetido ao procedimento de anestesia e eutanasia (seccdo medular) e posteriormente
coletados pedagos de musculo para avaliagédo da atividade antioxidante por meio da redugéo do
complexo fosfomolibdénio (PITRO et al.,, 1999). Todas as amostras passaram por leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis (695 nm) usando &cido ascoérbico (200 pg. mL™?) como solucéo padréo

(acido ascorbico representa 100% da atividade antioxidante).

4.2.7 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos as premissas de normalidade (Shapiro-Wilk) e

homocedasticidade de Levene. Posteriormente, os dados do ensaio in vitro e ensaio in vivo foram
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submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p=0,05) para a
comparacdo entre as médias, ou Kruskal Wallis seguido de teste de Dunn (p=0,05) para a
comparacdo dos postos. A analise estatistica foi avaliada com nivel de significancia p=0,05
usando os programas (PAST e BioESTAT).

39



5 RESULTADOS

O rendimento da extracao hidroalcoolica de propolis verde e vermelha foi de 54,29 % e
22,44 %, respectivamente. Os tempos de retencdo dos padrdes apigenina, formononetina e
Biochanina A, foram 13,39, 14,61 e 19,68 minutos, respectivamente (Figura 08). As
concentracdes de formononetina foram de 74,55 pug.mL? no extrato de prépolis verde e 213,33
ug.mL* no extrato de prépolis vermelha. Para a biochanina A, apenas a propolis vermelha
apresentou a concentracéo de 7,82 pg.mL?, enquanto a verde estava abaixo dos valores de
deteccdo. A apigenina ndo foi detectada nos extratos de propolis, pois, estavam com
concentragao abaixo do limite de detecgéo.
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Figura 08. Cromatograma dos padrdes de Apigenina, Formononetina e Biochanina A (A); cromatograma
do extrato de prépolis vermelha (B); cromatograma do extrato de propolis verde (C).

Embora nao tenha sido possivel a identificacdo dos compostos presentes na prépolis
verde, observou-se picos nos tempos de retencdo de 20,65; 21,75; 21,98 e 26,19 min, sendo
entdo componentes distintos daqueles observados na propolis vermelha.

Com relac@o aos ensaios in vitro, os extratos de prépolis verde e vermelha promoveram
inibicdo significativa do crescimento micelial nas concentracdes a partir de 0,391 mg.mL?. A
prépolis verde em comparacdo com a vermelha, na concentracdo de 0,195 mg.mL* apresentou
menores valores de crescimento micelial. O alcool ndo influenciou no crescimento do fungo
(Saprolegnia parasitica) (Figura 09).
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Figura 09. Crescimento micelial do fungo Saprolegnia parasitica frente aos extratos de prépolis
verde e vermelha em diferentes concentragdes (mg.mL?) durante 96 horas. Diferentes letras entre
as colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Kruskal. Wallis.

No ensaio in vitro com a bactéria Aeromonas hydrophila, a prépolis verde inibiu o
crescimento bacteriano até a concentragdo 1,56 mg.mL?, jA& a prépolis vermelha inibiu o
crescimento bacteriano em concentracdes mais baixas até 0,195 mg.mL* (Figura 10). Para a
bactéria Streptococcus agalactiae, observou-se o contrario, onde a propolis verde promoveu
inibicido do crescimento do patégeno até a concentragdo de 0,097 mg.mL*?, sendo uma
concentracdo mais baixa se comparada a propolis vermelha que apresentou crescimento
bacteriano na concentracédo de 0,781 mg.mL™* (Figura 11).
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Figura 10. Crescimento bacteriano (mm) em placas petri contendo TSA com diferentes concentracdes de
propolis verde e vermelha frente a bactéria patogénica Aeromonas hydrophila apos incubacéo de 24 horas
em estufa microbioldgica (30°C). O alcool estava em concentragéo de 80% e o controle havia apenas meio
de cultura. Diferentes letras entre as colunas de mesma cor (verde ou vermelha) indicam diferenca
estatistica pelo teste Kruskall wallis post hoc Dunn (p<0.05).
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Figura 11. Crescimento bacteriano (mm) em placas petri contendo TSA com diferentes concentracdes de
propolis verde e vermelha frente a bactéria patogénica Streptococcus agalactiae apos incubagéo de 24
horas em estufa microbioldgica (30°C). O alcool estava na concentracdo de 80% e o controle havia apenas
meio de cultura. Diferentes letras entre as colunas de mesma cor (verde ou vermelha) indicam diferenca
estatistica pelo teste Kruskall wallis e post hoc Dunn (p<0.05).
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Nos ensaios in vitro com o parasita Ichthyophthirius multifiliis, durante as 4 horas de
observacao, o parasita permaneceu imoével, comportamento anormal para o parasita, com cor
normal e auséncia de divisdo celular em todos os tratamentos com prépolis. As concentracdes
de 50 a 0,390 mg.mL? dos extratos de prdpolis verde apresentaram 100% de eficiéncia,
provocando danos observaveis na membrana plasmatica do parasita, causando sua inviabilidade
e consequentemente a morte dos parasitos. Porém, partir da concentragdo 0,195 mg.mL?, o
extrato de prépolis verde nao foi capaz de inviabilizar todos os protozoarios apresentando eficacia
de 50%. J& a propolis vermelha apresentou 100% de eficiéncia em todas as concentracfes
experimentais. No &lcool e no controle ndo foi observado mortalidade do parasita (Figura 12).
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Figura 12. Mortalidade (%) do protozoario Ichthyophthirius multifilis em diferentes concentragdes de
propolis verde e vermelha, &lcool em concentracdo de 80%.

No ensaio in vivo, a concentracdo dos compostos marcadores identificados e sua
qguantificac@o nas racdes experimentais T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7 e T8 estdo descritos na tabela
3. Nota-se que nas racdes que foram adicionadas somente a propolis verde (T3 e T6) nao foi

detectada a biochanina A. A apigenina nao foi quantificada em nenhuma das racdes testes.
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Tabela 3. Concentracdo (ug/g) de formononetina, biochanina A e apigenina presentes na racao.
Compostos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
Formononetina 5,83 8,78 1,96 6,21 1041 2,34 9,48 12,68
Biochanina A 0,37 0,82 *<|LD 0,27 0,69 *<LLD 0,36 0,95
Apigenina *<LD *<LD *LD *LD *<LD *LD *LD *<LD

*abaixo do limite de detecgao (<LD). Legenda: T1 (0 g de prépolis verde + 1,5 g de prépolis vermelha); T2 (0 g de propolis verde +

3,0 g de prépolis vermelha); T3 (1,5 g de prépolis verde + 0 g de prépolis vermelha); T4 (1,5 g de prépolis verde + 1,5 g de prépolis

vermelha); T5 (1,5 g de propolis verde + 3,0 g de propolis vermelha); T6 (3,0 g de prépolis verde + 0 g de propolis vermelha); T7
(3,0 g de prépolis verde + 1,5 g de prépolis vermelha); T8 (3,0 g de prépolis verde + 3,0 g de prépolis vermelha)

Durante o ensaio in vivo, as racdes com adicao de prépolis ndo afetaram os parametros
de qualidade de agua durante o experimento, mantendo os niveis de oxigénio dissolvido em 4,44
+ 0,96 mg.L?, pH em 5,45 + 1,10, temperatura em 25,89 + 0,46 °C, condutividade elétrica em
967,22 + 1,50 pus/cm e aménia toéxica em 0,05 + 0,0091 mg.L™.

Nos primeiros 30 dias de alimentacgéao, as suplementacdes, independentemente do tipo da
propolis (verde ou vermelha; ndo houve interacdo estatistica) ndo afetaram os parametros de
desempenho zootécnico (p>0,05) de ganho em comprimento (total e padrdo), ganho de peso,
ganho em biomassa, conversdo alimentar aparente, taxa de crescimento especifico e

sobrevivéncia (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tilapia Oreochromis niloticus submetido a
suplementacédo dietética com prépolis apos 30 dias.
Propolis verde (g/KQ)

0,0 15 3,0
GC 2.76x0.15a 2.64+0.08a 2.63+0.12a
GPM 4.47+0.49a 4.07+0.23a 4.18+0.37a
GBM 202.45+14.34a 195.11+16.83a 194.11+14.41a
CR 150+00a 150+00a 150+00a
CAA 0.74+0.05a 0.77+0.06a 0.78+0.06a
TCE 5.36+0.28a 5.124+0.15a 5.1940.24a
S 90.89+5.82a 93.78+3.71a 92.44+4.60a
Prépolis vermelha (g/KQg)
0,0 15 3,0
GC 2.73+0.10a 2.66+0.10a 2.65+0.10a
GPM 4.38+0.34a 4.18+0.30a 4.16+0.52a
GBM 204.22+18.96a 191.89+12.93a 195.56+11.45a
CR 150+00a 150+00a 150+00a
CAA 0.74+0.07a 0.79+0.05a 0.77+0.05a
TCE 5.32+0.21a 5.19+0.19a 5.17+0.31a
S 91.78+5.20a 91.56+2.63a 93.78+6.00a

Diferentes letras nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05), GC — ganho de comprimento (cm), GPM —
ganho de peso médio (g), GBM — ganho de biomassa (g), CR- consumo de ragdo, CAA — converséo alimentar aparente, TCE — taxa
de crescimento especifico, S - sobrevivéncia.

Porém, observou-se interacdo estatistica entre os tipos de propolis para o fator de
condi¢cdo e uniformidade do lote (tabela 5), onde se observou uma diminuicdo do fator de
condicdo de Fulton quando se adicionou as propolis verde e vermelha (p<0,05), sendo que a
maior reducgdo do fator de condi¢cdo foi com a alimentagdo dos peixes com ragbes contendo
somente a propolis verde na concentragdo de 1,5g/kg (Tabela 5).

J& na uniformidade em peso do lote observou-se resultados controversos com a adicao
isolada ou conjunta das propolis verde e vermelha, sendo que a adi¢do crescente de cada uma
das propolis, isoladamente, proporciona uma redugdo da uniformidade. Porém, a alimentacéo
conjunta com 3,0 g/kg de prépolis verde e vermelha promoveu a maior uniformidade do lote
(Tabela 5).
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Tabela 5. Interacdo estatistica entre propolis verde e vermelha para fator de condicdo de Fulton e
uniformidade em peso dos peixes alimentados apds 30 dias.

Fator de condicao Fulton
Verde

Valor de
0.0g 15¢g 3.0g p
0.0g 1.78+00.03Aa 1.60+00.06Bb 1.70+00.60Aab
Vermelha 1.5g 1.66+00.06Ba 1.64+00.04Ba  1.68+00.07Aa 0.01945
3.0g 1.68+00.07Ba 1.77+00.03Aa 1.71+00.06Aa
Uniformidade
Verde

Valor de
0.0g 15¢g 3.0g p
0.0g 41.24+04.98Aa 42.77+05.29Aa 28.84+10.89Chb
Vermelha 1.5g 41.88+07.08Aa 45.21+04.97Aa 41.78+05.83Ba 0.01932
3.0g 38.76+02.67Ab 35.79+01.85Bb 50.37+02.43Aa

Diferentes letras mailsculas na coluna e minusculas nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05)

Os resultados de desempenho aos 60 dias do ensaio in vivo com a suplementacéo dos
extratos das propolis verde e vermelha com a tildpia do Nilo Oreochromis niloticus s&o
apresentados na tabela 6. Nao houve interacéo entre a propolis vermelha e verde ao final de 60
dias de suplementacéo dietética. No entanto, a alimentacdo somente com propolis vermelha em
niveis crescentes causou perda de desempenho zootécnico com reducdo do ganho em

comprimento, ganho de peso, ganho de biomassa e piora na conversao alimentar aparente.
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Tabela 6. Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tilapia Oreochromis niloticus submetido a
suplementacédo dietética com prépolis apos 60 dias.
Propolis verde (g/KQ)

0,0 15 3,0
GC 5.96+0.32a 5.85+0.21a 5.76+0.24a
GPM 13.22+1.70a 12.88+0.99a 12.42+0.80a
GBM 555.01+61.25a 581.39+50.21a 536.89+69.85a
CAA 1.70£0.21a 1.62+0.15a 1.77+0.22a
TCE 2.02+0.15a 2.08+0.09a 2.01+0.06a
Kf 1.70£0.04a 1.70£0.04a 1.71+0.22a
UNI 41.27+11.59a 44.08+£10.94a 38.37+8.07a
S 86.89+2.33a 90.44+4.19a 88.8915.972
Prépolis vermelha (g/Kg)
0,0 15 3,0
GC 6.02+0.20a 5.79+0.16ab 5.66+0.19b
GPM 13.45+1.06a 12.67+0.46ab 12.02+0.81b
GBM 593.06+78.84a 522.00+£23.87b 560.13+30.60b
CAA 1.53+0.13a 1.71+0.17b 1.67+0.08b
TCE 2.06+0.09a 2.04+0.07a 1.99+0.09a
Kf 1.68+0.03a 1.71+0.04a 1.72+0.06a
UNI 38.05+10.50a 42.43+10.19a 43.25+10.29a
S 90.67+5.81a 85.56+1.83a 90.01+3.53a

Diferentes letras nas linhas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05), GCT — ganho de comprimento total (cm), GCP
—ganho de comprimento padréo (cm), GPM — ganho de peso médio (g), GBM — ganho de biomassa (g), CR- consumo de ragdo, CAA
— conversao alimentar aparente, TCE — taxa de crescimento especifico, S - sobrevivéncia.

Em relagdo ao consumo de racao, este apresentou interacéo estatistica entre as propolis
(verde e vermelha) apds 60 dias de alimentacéo (tabela 7). Os niveis crescentes de propolis
vermelha reduzem o consumo, enquanto o aumento da verde promove o contrario. No entanto,
a mistura contendo 1,5g/Kg de cada prépolis (verde e vermelha) ndo afetou o consumo de ragéo,

mantendo-se similar ao controle.
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Tabela 7. Interacé@o estatistica entre as prépolis verde e vermelha para tildpias Oreochromis niloticus
alimentadas por 60 dias.

Consumo de racéao (g)
Vermelha
0,09 1,5¢ 3,0g Valor de p
0,0g 891,00+8,02Ba 858,33+3,00Bb 778,33+9,50Bc
Verde 1,59 932,00+6,08Aa 884,33+7,51Ab 936,33+6,66Aa 0.0001
3,09 936,33+6,66Aa 847,00+11,53Bb  932,67+551Aa

Letras mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey (ANOVA-two way).

Os resultados de desempenho aos 90 dias do ensaio in vivo com a suplementacéo dos
extratos das propolis verde e vermelha com a tildpia do Nilo Oreochromis niloticus s&o
apresentados na tabela 8, ndo apresentando interacao estatistica entre as propolis. Apds 90 dias
de experimento, a alimentacdo com niveis crescentes de prépolis verde diminuiu 0 ganho de
peso, apesar de um maior consumo de racdo, mas mantiveram os demais fatores de desempenho
zootécnico sem diferenga significativa (p<0,05) em relagédo ao grupo sem suplementagido com
prépolis. Ja a prépolis vermelha apresentou um aumento no consumo de racdo, mas isso ndo
influenciou negativamente no ganho de peso, contrariamente ao que observado para prépolis

verde.
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Tabela 8 - Parametros de desempenho zootécnico de juvenis de tilapia Oreochromis niloticus submetido a
suplementacédo dietética com prépolis apos 90 dias.
Propolis verde (g/KQ)

0,0 15 3,0
GC 7,54+0,50a 7,64+0,15a 7,46+0,30a
GPM 25,14+1,85a 24,55+1,55ab 24,10+1,01b
GBM 1112+134a 1104+100a 1098+132a
CR 1700+14b 1700+37b 1924+30a
CAA 1,50+0,21a 1,65+0,05a 1,68+0,14a
TCE 2,38+0,07a 2,53+0,05a 2,29+0,05a
Kf 1,70+0,05a 1,70+0,05a 1,71+0,06a
UNI 40,08£13,46a 40,27+£11,15a 42,1246,75a
S 86,67+5,24a 90,00+3,29a 88.89+5.97a
Prépolis vermelha (g/KQg)
0,0 15 3,0
GC 7,37+0,26a 7,51+0,23a 7,39+0,34a
GPM 24,89+1,55a 24,02+1,88a 24,00+1,71a
GBM 1134+150a 1098+112a 1077+127a
CR 1700+14b 1849+17a 1810+28a
CAA 1,56+0,18a 1,70+0,06a 1,70+0,13a
TCE 2,30+0,07a 2,57+0,06a 2,60+0,07a
Kf 1,68+0,05a 1,68+0,05a 1,67+0,07a
UNI 42,17+12,14a 41,25+12,33a 42,87+6,14a
S 90.67+5.81a 85.56+1.83a 90.01+3.53a

GC - Ganho em comprimento, GP — ganho em peso, GB — ganho em biomassa, CAA — conversdo alimentar aparente, TCE — taxa
de crescimento especifico, Kf —fator de condig&o de Fulton, UNI — uniformidade, S - sobrevivéncia. Diferentes letras nas linhas indicam
diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05).

Os resultados de desempenho zootécnico aos 120 dias de ensaio in vivo com a
suplementacdo dos extratos das propolis verde e vermelha com a tildpia do Nilo Oreochromis
niloticus sédo apresentados na tabela 9. O padrao observado aos 90 dias se repetiu aos 120 dias
para a propolis verde, em que a inclusdo de propolis verde reduziu o ganho de peso (tabela 9),
mas ndo afetou os demais parédmetros. Com a propolis vermelha ndo houve alteragdo do
desempenho zootécnico apdés 120 dias de alimentacdo independente da concentracdo de

propolis vermelha utilizada (Tabela 9).
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Tabela 9. Par@metros de desempenho zootécnico de juvenis de tilapia Oreochromis niloticus submetido a
suplementacéo dietética com prépolis apds 120 dias.

GC
GPM
GBM

CR
CAA
TCE

Kf

UNI

GC
GPM
GBM

CR
CAA
TCE

Kf

UNI

S

Propolis verde (g/KQ)

0,0 15 3,0
8,97+0,32a 8,84+0,11a 8,76+0,20a
38,18+2,82a 36,57+1,70ab 35,23+2,04b
1644+120a 1644+52,67a 1507+241a

2511,67+3,06a 2500.67+2,08a 2495.00+3,00a
1,53+0,11a 1,52+0,05a 1,71+0,30a
2,97+0,06a 2,93+0,03a 2,90+0,04a
1,70+0,05a 1,68+0,05a 1,75+0,07a
45,12+09,50a 42,13+11,04a 39,11+7,45a
86,67+5,24a 90,00+3,29a 85,33+9,56a

Prépolis vermelha (g/KQg)

0,0 15 3,0
8,97+0,32a 8,61+0,39%a 8,76+0,57a
38,07+2,82a 36,17+4,33a 39,77+4,52a
1644+120a 1560+143a 1622+151a

2511,67+3,06a 2498.67+4,93a 2498.67+19,01a
1,53+0,12a 1,62+0,15a 1,55+0,15a
2,97+0,06a 2,92+0,10a 3,00+0,09a
1.70+0.06a 1.69+0.05a 1.70+0.04a
44,01+10,12a 45,48+15,01a 38,11+8,88a
86,67+5,24a 86,67+2,50a 82,00+1,63a

GC - Ganho em comprimento, GP — ganho em peso, GB — ganho em biomassa, CAA — conversdo alimentar aparente, TCE — taxa
de crescimento especifico, Kf —fator de condig&o de Fulton, UNI — uniformidade, S - sobrevivéncia. Diferentes letras nas linhas indicam
diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0.05).

Houve efeito de interagdo entre as propolis, apresentando diferenca significativa, na

concentracao de glicose e triglicerideos. A inclusédo da propolis vermelha isoladamente provocou

uma reducdo glicémica de 37,44 g/dL para 27,56 g/dL, porém esse efeito foi atenuado quando as

duas propolis foram inseridas em conjunto na dieta (Tabela 10).

Quanto aos triglicerideos, observou-se que a inclusdo de prépolis verde provocou uma

dislipidemia de 127 g/dL para 81,00 g/dL. A inclusdo de 3 g/kg prépolis vermelha em conjunto

com 3 g/kg de propolis verde ocasionou o aumento de 92,33 g/dL para 123,00 g/dL desse

parametro (Tabela 10). Nas concentracdes de hemoglobina, proteinas totais, colesterol e
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parametros eritrocitarios ndo apresentaram interacdo e nem diferenca estatistica (Tabelas 11 e

12).

Tabela 10. Valores de glicose e triglicerideo (g/dL) em tilapias submetidos a suplementacao dietética com

propolis.
Glicose
Propolis vermelha (g)
0,0 15 3,0
0,0 37,44+1,98Aa 28,44+0,31Ab 27,56%4,23Ab
Prépolis verde (g) 15 30,00+1,44Ba 33,11+0,16Aa  30.56%1,37Aa
3,0 27,11+2,00Ba 28,331£3,27Aa  29,33+1,41Aa
Triglicerideo
Propolis vermelha (g)
0,0 15 3,0
0,0 127,00+11,22Aa 130,33+8,57Aa 92,33+3,68Aa
Prépolis verde (g) 15 81,67+4,92Ba 109,33+3,85Aa 82,00+8,83Aa

3,0 81,00+2,45Ba

116,00+8,84Aa 123,00+34,24Aa

Diferentes letras minisculas nas linhas e mailsculas nas colunas indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey (p<0.05)

Tabela 11. Pardmetros bioquimicos sanguineos da tilapia submetida a dieta contendo prépolis por 120

dias.

Prépolis verde (g)

Prépolis vermelha (g)

0,0 1,5 3,0

0,0

15 3,0

Hg 15,32+1,31 16,89+2,00 14,38+1,37
PPT 5,40+0,09 5,74+0,86 5,42+0,06
CHOL 179,67+2,88 163,67+3,48 162,00+4,72

15,32+1,31
5,40+0,09

12,69+1,24 13,80+1,41
5,68+0,06 5,37+0,32

179,67+2,88 135,22+12,73 157,78+22,15

Hg — hemoglobina (g/dL), PPT — proteina plasmatica total (g/dL), CHOL — colesterol (g/dL).
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Tabela 12. Parédmetros eritrocitarios sanguineos da tilapia submetida a dieta contendo prépolis por 120
dias.

Propolis verde (g) Propolis vermelha (g)
0,0 1,5 3,0 0,0 1,5 3,0
Er 2,53+0,35 2,17+0,22 2,51+0,24 | 2,53+0,35 2,17+0,29 2,47+0,39
Ht 41,11+1,37 45,00+£1,19 49,00+0,82 | 41,11+1,37 40,22+2,57 46,89+5,59
VCM 0,81+0,20 1,03+0,26 0,98+0,17 | 0,81+0,20 0,92+0,44 0,95+0,72
HCM  0,30+0,16 0,39+0,34 0,29+0,28 | 0,30+0,16 0,29+0,21 0,28+0,18
CHCM 37,27+2,94 37,54145,18 29,34+2,86 { 37,27+2,94 31,56+5,28 29,43+1,11

Er — eritrécitos (cel x 10°), Ht — hematocrito (%), VCM — volume corpuscular médio (fL), HCM - hemoglobina corpuscular média (pg),
CHCM - concentragdo de hemoglobina corpuscular média (%).

No trombograma e leucograma, observou-se que a incluséo apenas de prépolis verde na
dieta, proporcionou reducéo do nimero de trombdcitos de 0,48 para 0,12 x 10* cel/uL, aumento
no nimero de leucdcitos de 3,77 para 9,37 (10* cel/uL) e aumento de linfécitos de 0,85 para 1,87
(10* cel/uL). A adicdo apenas de propolis vermelha na dieta também diminuiu a quantidade de
trombdcitos de 0,48 para 0,18 (10* cel/uL), enquanto os leucdcitos e os linfocitos, aumentaram
de 3,77 para 8,9 e 0,85 para 1,50 (10* cel/uL), respectivamente. Porém, quando as duas propolis
foram inseridas em conjunto na dieta na propor¢ao (1,5 g de prépolis verde com 1,5 g de propolis
vermelha, ou 3,0 g de prépolis verde com 3,0 g de propolis vermelha) o resultado foi um aumento
de leucdcitos e linfocitos em relacdo aos demais tratamentos.

Os neutrdfilos sofreram alteracéo significativa (p<0,05) para alimentagcdo conjunta das
prépolis, com os maiores valores de neutréfilos observados nas concentracbes de 1,5g/kg de
propolis verde e vermelha (1,63 x 10* cel/uL) e 3,0 g/kg de prépolis vermelha e 1,5g/kg de prépolis
verde (1,53 x 10* cel/uL) (Tabela 13).
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Tabela 13. Valores de trombdcitos e leucdcitos totais de tilapias do Nilo Oreochromis niloticus alimentadas
com diferentes niveis de prépolis verde e vermelha durante 120 dias.

VERMELHA VERMELHA VERMELHA
0,0 g/kg 1,5 g/kg 3,0 g/kg
Trombécitos (10° cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 0,48%£0,21Aa 0,18+0.05Ab 0.20+0.06Ab
VERDE 1,5 g/kg 0,22+0.02Ba 0,22+0.02Aa 0,11+0.02Bb
VERDE 3,0 g/kg 0,12+0,01Cb 0,10+0,01Bb 0,15+0,02Ba
Leucdcitos (10° cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 0,38+0,89Bb 0,36+0,96Bb 0,89+1,67Ba
VERDE 1,5 g/kg 0,44+0.99Bc 1,00+0,48Ab 1,55+1,16Aa
VERDE 3,0 g/kg 0,94+1,46Aa 1,14+2,69Aa 0,53+1,09Bb
Linfécitos (10° cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 0,85+0,46Bb 1,50+0,35Ba 1,60+0,12Ba
VERDE 1,5 g/kg 1,64+0,17Aa 1,99+0,15Aa 1,80+0,75ABa
VERDE 3,0 g/kg 1,87+0,31Aa 1,46+0,75Aba 2,17+0,21Aa
Neutrofilo (10* cel/ulL)
VERDE 0,0 g/kg 0,36+0,05Ba 0,31+0,23Ba 0,76x0,69Aa
VERDE 1,5 g/kg 2,32+0,20Aa 1,63+0,65Aa 1,53+0,73Aa
VERDE 3,0 g/kg 0,24+0,08Bb 0,56+0,47Ba 0,35+0,22Bab

Diferentes letras mailsculas nas colunas (prépolis vermelha) e mindsculas nas linhas (propolis verde) indicam diferenca estatistica
pelo teste de Tukey (p<0,05)

Ao final do experimento, de acordo com a analise histolégica do figado das tilapias, os
animais suplementados apenas com propolis vermelha (1,5 e 3,0 g/Kg) apresentaram areas de
congestao (Figura 13A; 13B; Tabela 14), sendo que o tratamento com 3,0 g/kg de prépolis

vermelha apresentou o maior grau de severidade.
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suplementacéo dietética contendo propolis verde e vermelha. Foto A — Figado com sinal clinico leve de
congestédo (T1- 1,5 g/Kg de préopolis vermelha); Foto B — Figado com sinal clinico grave de congestao (3,0
g/Kg de prépolis vermelha).
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Tabela 14. Patologias observadas no tecido hepatico dos peixes suplementados com diferentes
concentracdes de prépolis verde e vermelha de acordo com metodologias adaptadas de Fishbien et al.
(2015) e Zhang et al. (2018).

Patologias T0 T1 T2 T3 T4 T5 6 T7 T8

Desarranjo cordonal - - - - - - - - -

Congestéo - + +++ - - - - - -
Picnose - - - - - - - - -
Vacuolizagéo - - - - - - - - -

Necrose - - - - - - - - -

Legenda: (-) sem sinal clinico, (+) sinal clinico leve, (++) sinal clinico moderado, (+++) sinal clinico grave.

Para o desafio experimental com a bactéria patogénica, observou-se que 0s peixes que
ndo receberam a suplementagédo apresentaram mortalidade de 100%. A adicdo de prépolis
independentemente da concentragdo promoveu maior sobrevivéncia dos peixes em comparagao
ao grupo controle. Mas observou-se que a menor mortalidade acumulada (27,78%) ocorreu nos

peixes suplementados com a prépolis vermelha na proporcéo de 1,5 g/kg de racao (Figura 14).
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Figura 14. Mortalidade acumulada de tilapias submetidas a desafio agudo ao final de 96 horas com a
bactéria patogénica Streptococcus agalactiae. Legenda: T1 (0 g de prépolis verde + 1,5 g de prépolis
vermelha); T2 (0 g de prépolis verde + 3,0 g de prépolis vermelha); T3 (1,5 g de prépolis verde + 0 g de
propolis vermelha); T4 (1,5 g de prépolis verde + 1,5 g de propolis vermelha); T5 (1,5 g de prépolis verde
+ 3,0 g de propolis vermelha); T6 (3,0 g de prépolis verde + 0 g de prépolis vermelha); T7 (3,0 g de prépolis
verde + 1,5 g de prépolis vermelha); T8 (3,0 g de propolis verde + 3,0 g de prépolis vermelha).
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Ao final do desafio, apenas leucdcitos, linfocitos e neutréfilos apresentaram interacéo
estatistica entre as propolis (Tabela 15). Os leucdcitos totais e neutréfilos aumentaram em relagao
ao controle para a alimentacao contendo prépolis. Para os leucécitos totais os maiores valores
foram observados para alimentacdo conjunta de propolis vermelha e verde nas concentragfes
de 3,0 g/kg de propolis verde e vermelha (16,13 x 10° cel/uL), 1,5 g/kg de prépolis verde e
vermelha (15,97 x 10° cel/uL). Ja para os neutréfilos, os maiores valores foram observados na
alimentacéo isolada com 3,0 g/kg de propolis verde (0,72 x 10° cel/uL) e na alimentac&do conjunta
com 3,0 g/kg da vermelha e propolis verde.

Resultado oposto foi observado para linfocitos, com reducéo de seus valores com a adi¢ao
da prépolis. As maiores reducgdes foram observadas nos animais alimentados com o maior nivel
de propolis vermelha independente da concentracdo da propolis verde, e com a alimentacdo

isolada de 1,5g/kg de propolis verde (Tabela 15).

Tabela 15. Valores de leucécitos de tilapias do Nilo Oreochromis niloticus desafiados por Streptococcus
agalactiae.

VERMELHA VERMELHA VERMELHA
0,0 g/kg 1,5 g/kg 3,0 g/kg
Leucdcitos totais (108 cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 0,61+0,17Ba 0,78x0,74Ba 0,51+0,01Ba
VERDE 1,5 g/kg 1,552 ,45Aa 1,58+0,12Aa 1,36+£0,01Aa
VERDE 3,0 g/kg 1,38+0,29Ab 1,07+0,08Ab 1,61+0,19Aa
Linfocitos (10° cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 1,62+0,24Aa 0,74+0,06Ab 0,84+0,04Ab
VERDE 1,5 g/kg 0,57+0,10Bb 0,76x0,05Aa 0,64+0,05Bb
VERDE 3,0 g/kg 0,70+0,08Ba 0,83+0,05Aa 0,66+0,04Bb
Neutrdfilos (10° cel/uL)
VERDE 0,0 g/kg 0,28+0,07Cb 0,60+0,16Aa 0,33+0,11Bb
VERDE 1,5 g/kg 0,52+0,05Ba 0,45+0,05Aa 0,60+0,13Aa
VERDE 3,0 g/kg 0,72+0,11Aa 0,23+0,08Bb 0,60+0,11Aa

Diferentes letras mailsculas nas colunas (prépolis vermelha) e mindsculas nas linhas (prépolis verde) indicam diferenca estatistica
pelo teste de Tukey (p<0,05)

Durante o desafio com Streptococcus agalactiae, 0s peixes suplementados apenas com
propolis verde nao apresentaram diferenga significativa (p<0,05) para os valores de trombdcitos,
mondcitos e basofilos (Tabela 16). Contudo, foi observado uma diminuicdo do numero de

trombdcitos quando se utilizou 3,0 g de prépolis vermelha isolada na ragéo.

56



Tabela 16. Valores de leucécitos de tilapias do Nilo Oreochromis niloticus desafiados por Streptococcus
agalactiae.

VERDE (g/kg) VERMELHA (g/kg)

0,0 15 3,0 0,0 15 3,0

Trom 3,63+1,09a 3,48+1,34a 3,60+1,20a | 3,54+0,46a 4,59+0,77a 2,49+0,73b
Mon 4,32+1,24a 3,58+1,06a 5,29+3,77a | 5,15+0,97a 3,94+0,55a 3,88+1,54a
Bas 0,63+0,60a 0,29+0,22a 0,66+0,73a | 0,44+0,36a 0,38+0,27a 1,06%0,77a

Diferentes letras nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05); Trom- trombdcitos 10° cel/L; Mon- monacitos
108 cel/uL; Bas- basdfilo 10° cel/uL

O resultado da andlise antioxidante do musculo da tilapia do Nilo Oreochromis niloticus
durante o desafio com Streptococcus agalactiae esta apresentada na figura 15, sendo que uma
maior atividade antioxidante foi observada nos tratamentos T7 (3,0 g de prépolis verde + 1,5 g de
prépolis vermelha) e T8 (3.0 g de prépolis verde + 3,0 g de prépolis vermelha). Os tratamentos
T1 (0 g de propolis verde + 1,5 g de prépolis vermelha), T2 (0 g de prépolis verde + 3,0 g de
prépolis vermelha) e T4 (1,5 g de propolis verde + 1,5 g de propolis vermelha) apresentaram

atividade antioxidante igual ao controle.
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Figura 15. Capacidade antioxidante total do musculo da tilapia durante o desafio
agudo (96 horas) com a bactéria patogénica Streptococcus agalactiae.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos sobre a obtencéo de extratos de propolis vém sendo realizado a fim de
otimizar cada vez mais a extracdo dos compostos ativos. No presente estudo, o rendimento do
extrato hidroalcoolico de prépolis verde foi superior (54,29%) ao da vermelha (22,44%) e maior
gue os valores obtidos por Cavalcante et al. (2011), Saito et al. (2020) e Silva et al. (2021) que
apresentaram rendimento de extratos alcodlicos de propolis de 41,43%, 36,8% e 53,5%,
respectivamente com processos de maceragado simples, e propor¢do propolis:alcool semelhante
ao presente trabalho (1,09:12,5 (m/v)).

Assim como o extrato de prépolis verde, o extrato de prépolis vermelha (22,44%) obteve
rendimento maior que Santos (2018), Prata (2018) e Filho (2019), utilizando a mesma
metodologia (16,9%, 17,46% e 17,46%, respectivamente). As diferencas no rendimento de
extracdo estdo relacionadas a diversos fatores como o solvente extrator, metodologia de
extracdo, época de colheita, espécies de abelhas (no caso do Brasil, incluindo também o grau de
“africanizacdo” com Apis mellifera) e flora regional (SALATINO et al., 2005; PICCINELLI et al.,
2011; DO NASCIMENTO et al., 2019). De acordo com Costa (2020), a cera contida na propolis
também é um fator que influencia diretamente tanto no rendimento do extrato quanto na
guantidade de componentes extraidos.

No presente estudo, a andlise quimica dos extratos mostrou que os dois tipos de propolis
apresentaram perfis quimicos distintos e ao comparar os picos obtidos com os padrées quimicos
(Figura 08 — A) foi possivel observar que o extrato de prépolis verde ndo apresentou 0s
flavondides apigenina e biochanina A (Figura 08 — B). Isso decorre do fato de que os principais
constituintes da propolis verde sao &cido caféico, acido p-cumarico, acido ferulico, naringerina,
caempferol, isormnetina, sakurametina, pinocembrina, caempferina e artepellina C (SHIMIZU et
al., 2011; SZLISZKA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2020; MOISE et al., 2020; XU et al., 2020).
No entanto, esses padrées dos marcadores para propolis verde ndo foram possiveis de adquirir,
0 que impediu a identificacdo desses compostos, mas comparando 0s cromatogramas ja
publicados (Veiga et al., 2017; Andrade et al., 2017; Xu et al., 2020), os picos nos tempos de
retencéo de 20 min a 36 min, poderiam corresponder a esses compostos.

A formononetina foi o principal composto quimico identificado no extrato de propolis
vermelha (Figura 08- C), seguido de outros dois compostos nao identificados, mas que quando
comparados os cromatogramas encontrados no presente trabalho com o perfil cromatogréfico
desenvolvido por Aldana-Mejia et al. (2021) com metodologia semelhante, pode-se inferir que

provavelmente sejam a isoliquiritigenina e vestitol. Este resultado é similar aos encontrados por
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Machado et al. (2016) e Mendoncga et al. (2015) em extratos etandlicos de propolis vermelha
provenientes do nordeste brasileiro apontando formononetina como componente quimico
majoritario.

O outro composto identificado no extrato da propolis vermelha foi a biochanina A, que
junto com a formononetina sdo considerados biomarcadores da prépolis vermelha (HANSKI et
al., 2014; KONG et al., 2015; GAUR et al., 2016; RUFATTO et al., 2018; CCANA-CCAPATINTA
et al., 2020).

Nota-se que a ndo presenca da biochanina A na propolis verde, e apigenina nas propolis
verde e vermelha, podem ser decorrentes de fatores como época do ano, localizagdo, solvente
utilizado (LUSTOSA et al., 2008). Contudo, essa diferenca no perfil quimicos dos extratos das
propolis verde e vermelha afetaram de forma diferente nos ensaios in vitro e in vivo.

A reducéo na utilizagdo de antimicrobianos em sistemas de cultivo intensivos de producgdo
de peixes é importante, pois 0 uso indiscriminado pode gerar o surgimento de microorganismos
resistentes aos medicamentos e deixar residuos de antibi6ticos nos peixes e no meio ambiente
(ESIOBU et al., 2002; BELEM-COSTA & CYRINO, 2006). No presente estudo, os extratos de
prépolis verde e vermelha demonstraram atividade antimicrobiana in vitro satisfatérias e
promissoras. Dentre as diversas propriedades da prépolis, tem se destacado sua acgdo
antibacteriana (ORSI et al., 2012; BITTENCOURT 2008; ALDEMANN, 2005; SILICI et al., 2000),
antifungica (PONTIN et al. 2008) e antiprotozoaria (ORSI et al., 2012; SZLISZKA et al., 2011), as
guais foram verificadas no presente experimento. Segundo Park et. al. (2002), estas propriedades
da prépolis, estéo relacionadas a sua composicao quimica.

Apesar de ndo possuir formononetina, nem biochanina A em sua composic¢édo, o extrato
de prépolis verde foi mais eficiente contra o fungo Saprolegnia parasitica. Um dos constituintes
da propolis verde, ja identificados como um antifingico muito eficiente é a pinocembrina, que
segundo estudos foi comprovado a eficiéncia no controle de doencas causadas por fungos
filamentosos ou leveduras (SAWAYA et al., 2002; SILICI; KOC, 2006). Quando comparado com
a literatura, os picos do cromatograma da propolis verde no presente estudo, nos tempos de
retencdo nos minutos 19 e 21 poderiam corresponder a pinocembrina 5-metil-eter (GARDANA et
al., 2007) e pinocembrina (AFROUZAN et al. 2018) respectivamente, que explicariam o efeito
fungicida encontrado com esse extrato.

Nos ensaios com as bactérias, foi observado que o extrato de prépolis vermelha, foi mais
eficiente para Aeromonas hydrophila, enquanto que o extrato verde foi melhor para Streptococcus
agalactiae. Foi identificado e quantificado nos extratos de propolis verde e vermelha, a

formononetina nas concentragcbes de 74,55ug/mL e 213,23 pg/mL, respectivamente. Este
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componente isoflavonoide (formononetina) é comumente citado na literatura cientifica por seus
efeitos antifingicos (NEVES et al., 2016), antibacteriano (KONG et al., 2015) e antiprotozoario
(KHAN et al., 2000). A atividade antibacteriana dos flavondides decorre da agéo inibitéria da
enzima DNA topoisomerase, que interfere na replicacdo de DNA, e consequentemente na
expressao e recombinacgao de genes (WANG et al., 2010).

Krol et al. (1993) também sugerem que a atividade antibacteriana da prépolis é decorrente
do efeito sinérgico de varias substancias presentes no extrato. A maior eficacia do extrato de
propolis vermelha sobre a bacteria A. hydrophila estaria relacionada a um possivel sinergismo
entre a formononetina e a biochanina A, jA que o extrato de propolis verde possui apenas
formonentina e ndo apresentou melhores efeitos que a propolis vermelha sobre essa bacteria
gram negativa, demonstrando assim esse efeito sinérgico.

A prépolis vermelha apesar de apresentar menor efeito do que a propolis verde sobre a
bacteria Streptococcus agalactiae, apresentou um efeito bacteriostatico até a concentracéo de
0,097 mg.mlt. O melhor efeito da propolis verde sobre essa bacteria gram positiva pode ser
devido a presenca dos compostos nao identificados (tempos de retencdo maiores) que estdo
presentes nessa propolis e ndo na vermelha.

Tal efeito converge para a maioria dos relatos cientificos que apontam atividade
antibacteriana da propolis em bactérias gram positivas (SILICI; KUTLUCA, 2005; SEIDEL et al.,
2008; ORSI et al., 2012), com ac¢ao mais limitada contra as bactérias gram negativas (VARGAS
et al., 2004; FERNANDES JR et al., 2006; SFORCIN, 2009), sendo entdo esse efeito do extrato
da propolis vermelha sobre a bacteria gram negativa A. hydrophila um importante fato a ser
destacado.

Em relagdo aos protozoarios, o eficiente efeito da propolis para o controle de protozoarios
ja foi reportado na literatura (FREITAS et al., 2006; SHAABAN et al., 2020). Os componentes
flavonoides atuam nesses protozoéarios causando ruptura da membrana celular e desregulagéo
osmoética, resultando na morte do parasita. A prépolis vermelha foi mais eficiente contra o parasita
nesse estudo possivelmente por sua maior concentracdo de formononetina. De acordo com Mutai
et al. 2017, a formononetina € uma substancia efetiva para o controle de protozoarios. Destaca-
se gue para o parasita de peixe Ichthyophthirius multifiliis, os resultados do presente estudo séao
0s primeiros relatos com a prépolis vermelha.

Em relagcdo ao desempenho, observou-se que a mudanca de racdo sugerida pelo
fabricante, dos 30 a 60 dias de alimentacao, influenciou negativamente o efeito das propolis sobre
o desempenho dos peixes. A propolis vermelha promoveu uma redugéo de palatabilidade na

racdo nessa fase de crescimento, reduzindo o consumo de racdo, e consequentemente o
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desempenho. Segundo Pereira-da-Silva & Pezzato (2000), o paladar é apontado como o
encarregado pela selecéo final, determinando o consumo ou a negacao de um alimento, ou até
mesmo limitando a quantidade a ser ingerida.

O inverso foi observado com a propolis verde, onde foi observado um aumento do
consumo de racao, que possibilitou a manutencéo do desempenho nesse periodo inicial de até
60 dias. Alguns flavonoides podem apresentar o efeito de estimulante alimentar, a exemplo da
Caempferina (Van Loon et al., 2002; Panche et al., 2016) o que provavelmente explicaria o maior
consumo alimentar dos peixes no presente estudo para a propolis verde.

Com a ultima troca de racédo a partir de 90 dias, nao foi observado efeito sobre o consumo
de racao demonstrando que o possivel efeito sobre a palatabilidade pode ser decorrente da
formulacéo da racéo e de cada fase de vida dos peixes. A partir desse periodo de alimentacao
de 90 dias, observou-se uma reducao de ganho de peso nos animais alimentados com a propolis
verde em qualquer concentracdo avaliada.

Essa reducao de desempenho ja foi observada por Orsi (2012), que trabalhou com pé de
prépolis bruta adicionada na racdo. No seu estudo ele observou que o crescimento da tilapia foi
inversamente proporcional a concentracao de prépolis. Meurer et al., (2009), também observou
reducdo no ganho de peso e na taxa de conversao alimentar em tilapias com concentracédo de
prépolis marrom de 3,65 g/kg de racdo. A presenca de cera em sua composicao foi o fator
determinante no desempenho, pois dificulta a acdo de enzimas digestivas (SANTOS et al., 2003),
porém, neste estudo, esse fato pode ser descartado pois foi utilizado o extrato etandlico, e a cera
foi retirada no processo de filtracéo. O efeito da prépolis verde sobre o desempenho precisa ser
melhor estudado, para elucidar a causa da reducdo do ganho de peso.

Ao contrario dos resultados observados neste estudo para prépolis verde, tilapias
alimentadas com dietas de 10g de extrato etandlico por kg de racdo, mostraram aumento de
desempenho no estudo de Azza-EI-Rhman (2009), que sugerem que pode haver diferenga na
forma de processar a propolis, bem como diferenga na composi¢cdo quimica das propolis
estudadas, ou mesmo a quantidade de prépolis utilizada no presente trabalho que foi menor que
a relatada na literatura.

A diferenca na composi¢do quimica € consequéncia direta do periodo de coleta da resina,
da diversidade ecolégica da flora, da sazonalidade e até mesmo da variabilidade genética das
abelhas (LUSTOSA et al., 2008). Essas variaveis justificariam essas diferencas entre varios
trabalhos descritos na literatura, porém poucos apresentam a composi¢do quimica para possivel
comparacgéo e discussdo sobre qual(is) composto(s) mais influencia(m) no desempenho dos

animais.

61



Apesar da controvérsia quanto aos efeitos positivos e negativos sobre o desempenho,
observou-se que a adi¢éo de prépolis reduz a glicemia e os triglicerideos sanguineos, o que pode
estar influenciando no metabolismo energético, impedindo um aumento de desempenho
produtivo. Na literatura cientifica ja foi reportado que a formononetina promove a reducao de
glicose em peixes (DUTRA et al., 2021; OZA et al 2018). Essa reducao ocorreu neste estudo
tanto para os peixes que receberam alimento contendo prépolis vermelha quanto verde. Segvic-
Bubic et al. (2013) também encontraram este mesmo resultado com reducédo dos valores de
glicose para Sea Bass europeu (Dicentrarchus labrax) com dietas contendo prépolis verde.

Outro fator que se deve levar em consideragéo € o fato do peixe estar utilizando a glicose
plasmética, reduzindo seus valores no sangue. Foi observado em ratos um efeito antidiabético
ocasionado pela biochanina A, pela melhora da expressao da visfatina que é uma proteina com
efeito semelhante a insulina (SUNDARESAN et al., 2018). Mesmo apresentando uma pequena
quantidade (7,82 pg.mL?), seu efeito pode ter sido potencializado com o acréscimo da
formononetina. Oza et al. (2019), trabalhando com ratos diabéticos tipo 2, observou que a
formononetina reduziu os valores de triglicerideos e glicemia durante os seus experimentos. Esse
efeito causado pela formononetina e pela biochanina A poderiam explicar as reducfes desses
dois parametros no presente estudo, mas novos estudos seriam necessarios para elucidar o
efeito que cada propolis produz nesse metabolismo energético e que resultou em diferencas no
desempenho.

Pelo eritrograma, apesar da pequena reducdo no ganho de peso, foi possivel observar
gue os extratos de prépolis ndo causaram prejuizos hemodinamicos para os peixes durante o
experimento. Além disso, os resultados hematoldgicos para as dietas experimentais contendo as
misturas das propolis nas proporcdes de 1,5 g (verde) e 1,5 g (vermelha) ou 3,0 g (verde) e 3,0 g
(vermelha), apresentaram manutencdo do perfil hematolégico, o que pode sugerir possiveis
efeitos benéficos. Com relagdo aos leucocitos e trombaocitos, a adicdo de qualquer propolis na
dieta diminuiu o nimero de trombdcitos mas aumentou o numero de leucécitos, linfocitos e
neutrofilos.

Suplementos dietéticos, como a prépolis, podem estimular a agdo de mecanismos de
defesa inespecificos e respostas imunolégicas em peixes (SHAKYA et al., 2017). El-Asely et al.
(2014), observaram em seu estudo que a suplementac¢édo com propolis na dieta da tilapia do Nilo,
mostrou efeito positivo sobre o sistema imune e para@metros bioquimicos, resultando em protecéo
contra Aeromonas hydrophyla. Muzzolon (2018), afirmou no seu trabalho com pacu (Piacactus
mesopotamicus), que 1,5 % de prépolis na dieta por 60 dias, pode trazer beneficios para a satde

dos animais, sem comprometer os parametros bioquimicos sanguineos. Dotta et al. (2015),
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misturaram extratos de propolis com A. barbadensis, na proporcdo de 0,5 % e 1,0 %,
respectivamente, na suplementacao dietética da tildpia por 15 dias e obtiveram reducédo do
namero de parasitas das branquias sem alterar o quadro hematolégico, porém, acima de 21 dias,
essa dieta influenciou negativamente os resultados. Possivelmente devido ao estresse do manejo
e/ou acumulo de produtos residuais.

No ensaio de desafio com a bactéria Streptococcus agalactiae, foi observado uma taxa
de mortalidade de 27,78 % no tratamento T1 (1,5 g de propolis vermelha). Esses resultados
mostraram que, as propriedades antioxidantes e antimicrobianas da propolis vermelha, melhoram
a saude dos peixes. A presenca dos flavonéides (formononetina e biochanina A) na dieta dos
peixes na proporcéo de 5,83 pg/g e 0,82 pg/g, respectivamente, ocasionou uma imunoprotecao
ao desafio com o patégeno do peixe. De La Cruz Cervantes et al. (2018) afirmaram que mesmo
em doses baixas, os extratos de prépolis melhoram a resisténcia a doencas, melhorando a salde
de algumas espécies de peixes, caracterizando-a como um aditivo funcional natural.

Trabalhos anteriores mostraram também que essa imunomodulacdo né&o
necessariamente esta ligada somente ao aumento no numero de células de defesa, como
observado no presente trabalho, mas sim a eficiéncia do sistema imunolégico em enfrentar o
patégeno, sendo ja reportado aumento da atividade lisoenzimética e a melhora da capacidade
fagocitica dos leucécitos (ABD-EL-RHAM et al., 2009; TALAS et al., 2009; TUKMECHI et al.,
2014). Células como neutroéfilo e mondcitos, séo as principais células de defesa do sistema inato,
e atuam diretamente na fagocitose de corpos invasores (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Assim
tanto 0 aumento na quantidade de neutrofilos no sangue dos peixes desse estudo, como a
hipétese de melhora de efetividade dessas células corroborariam com os resultados do desafio
gue mostraram melhor resisténcia a infeccdo por bactéria patogénica nos animais alimentados
com proépolis.

Essa resisténcia a infeccdo bacteriana também poderia ser atribuida ao potencial
antioxidante das prépolis, capaz de promover protecao a células fagocitarias como o neutréfilo
durante a liberacdo de radicais livres para inativacdo dos patdgenos. A propolis atua eliminando
radicais livres, neutralizando as espécies reativas de oxigénio (ROS), inibindo a peroxidacao
lipidica (DE MENDONCA et al., 2020). Tanto a propolis vermelha quanto a verde possuem
compostos flavonoides (formononetina e Caempferina) com alta capacidade antioxidante (Zhao
et al., 2016; Farag et al., 2021), fato este corroborado com 0s maiores niveis de capacidade
antioxidante no musculo referente aos mais elevados niveis de prépolis. Porém, os melhores
resultados do desafio ndo foram obtidos nos peixes que apresentaram maior capacidade

antioxidante muscular, o que refor¢ca a ideia da melhora na eficiéncia fagocitica e atividade
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lisoenzimética dos peixes. Porém, essa acao antioxidantes frente ao desafio a infec¢éo deve ser
melhor estudado em perspectivas futuras.

A exposicao de peixes a compostos quimicos pode induzir mudancgas nos 6rgaos vitais
desses organismos (ABDEL-KHALEK et al., 2020). A avaliacdo histolégica de 6rgdos-alvo pode
expressar diferentes mudancas decorrentes de condicdes ambientais. Essas andlises podem
identificar os 6rgdos mais afetados e a sensibilidade em relacdo & toxicidade (AMERICO-
PINHEIRO, 2020). A avaliacédo histolégica realizada no figado das tilapias mostrou areas de
congestao quando se utilizou a dieta contendo apenas prépolis vermelha. Na literatura ja é citado
gue altas concentracdes de propolis na alimentacdo podem apresentar efeitos téxicos (FARAG
et al., 2021). No entanto, com as misturas das propolis esse problema foi atenuado e durante o
desafio houve reducdo da mortalidade com manutencéo da integridade do figado. Esse efeito
hepato-protetor ja é relatado para a propolis verde em ratos e relacionado ao seu composto
pinocembrina (CHEN et al., 2008; ZHU et al., 2011).

Assim, a suplementacdo com a prépolis vermelha mostrou, sem perda de desempenho,
propriedades imunoestimulantes, que promoveram maior resisténcia a infec¢des, o que a torna
uma possibilidade ambientalmente correta e fisiologicamente vidvel na suplementacao em racdes
para a tilapia do Nilo. Estudos relacionados a viabilidade econémica de sua utilizacdo na
producdo merecem ser futuramente abordados para determinar seu uso aplicado na cadeia
produtiva. E o uso da propolis verde juntamente com a prépolis vermelha pode ser uma opg¢ao

para reduzir os efeitos causados no figado advindos do uso da prépolis vermelha.
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7 CONCLUSAO

As prépolis verde e vermelha apresentaram efeitos antimicrobianos sobre os patégenos
de peixes. Recomenda-se o uso de propolis vermelha na propor¢do 1,5 g/kg para promover o
estimulo imunolégico e maior resisténcia a infeccdo bacteriana sem afetar o desempenho
zootécnico. O uso conjunto com 1,5 g/kg de propolis verde pode ser uma alernativa para mitigar
o efeito deletério no figado causado pela prépolis vermelha, porém avaliacdo do custo deve ser

considerada para tal aplicagao.

8 CONSIDERACOES FINAIS

Através do presente estudo foi possivel observar que os extratos de propolis sao
compostos naturais, que podem ser utilizados contra patdgenos de peixes, tendo como destaque
a propolis vermelha, devido ao seu desempenho para as principais doencas que acometem 0s
cultivos intensivos de peixes.

O uso de produtos quimicos para combater enfermidades em cultivos de peixes € uma
pratica comum em diversos paises, inclusive no Brasil. O uso da propolis como composto natural,
se mostrou eficiente para permitir a substituicdo do uso de quimiterapicos pela aplicacdo da
propolis na dieta de forma profilatica, que reduziria a contaminacdo dos peixes e dos corpos de
aguas, além de evitar a selecéo de patégenos resistentes.

A guestdo relevante para aplicacdo pratica na cadeia produtiva € o custo da propolis.
Estudos econbmicos devem ser realizados para avaliar a viabilidade de uso, porém uma vez os
custos sendo reduzidos pelo aumento de producéo da propolis, o uso € indicado para a criacéo
da tilapia em cativeiro.

Esse trabalho mostrou a possibilidade do uso da prépolis, como um aditivo nutricional para
tilapia do nilo, com possibilidades de expansdo para outras espécies de peixes, ajudando a
alavancar a aquicultura nacional, bem como a aquicultura mundial, com produtos naturais que

permeiem o desenvolvimento sustentavel da atividade.
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