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RESUMO

A alimentacédo de peixes € uma area de notdria importancia na piscicultura,
podendo melhorar a produtividade e a saude animal. Dentre os peixes com
destaque na aquicultura, a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie
exotica considerada rustica, com rapido crescimento e adaptabilidade aos
sistemas de produgao aquicolas. O presente estudo teve como objetivo analisar
a sobrevivéncia e a histologia hepatica e esplénica de alevinos de tilapia-do-Nilo
previamente infectados com Flavobacterium columnare e suplementados com
diferentes tipos de extratos de propolis na ragdo. Apds um periodo de aclimatagao
de sete dias, os alevinos de tilapia (0,67 £ 0,26 g, 3,0 £ 0,4 cm) infectados com a
bactéria foram alimentados, diariamente, com ragdo comercial para peixes
onivoros (5% do peso vivo), trés vezes ao dia (8, 10 e 12h), durante quarenta dias.
Um grupo controle (TO) sem propolis e trés tratamentos contendo ragcdo mais
prépolis — T1 (prépolis verde), T2 (prépolis marrom) e T3 (prépolis vermelha) —
foram testados em triplicata, contendo 10 peixes por repeticdo. Como resultado,
a sobrevivéncia das tilapias apos quarenta dias de suplementacdo com os
extratos de prépolis foi maior no grupo controle (72,73%), seguida do grupo T1
(60,00%), T2 (57,14%) e, por ultimo, T3 (50,00%). Sobre a analise histologica, as
tilapias suplementadas com diferentes extratos de prépolis na ragao, inclusive o
grupo controle, apresentaram hepatopancreas com morfologia normal dos
tecidos, arranjo normal de hepatdcitos e presenca de tecido pancreatico em todos
0s grupos. Ja em relagdo ao bago, os peixes do grupo controle apresentaram
maior concentragdo de centros de melanomacréfagos quando comparados aos
grupos tratados com os extratos de propolis na ragao. Nossos resultados sugerem
que os extratos de propolis foram eficientes no controle da infecgao pela bactéria.
No entanto, com sobrevivéncia abaixo de 70%. Os peixes alimentados com
prépolis na dieta, em todos os tratamentos, apresentaram morfologia normal do
hepatopancreas e do baco, além da redugao de centros de melanomacrofagos,

sugerindo uma possivel recuperagao dos peixes infectados pela bactéria.

Palavras-chave: Alimentagc&do, desempenho produtivo, histologia, tilapia, propolis

alcodlica.
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ABSTRACT

Fish feeding is a field of notable importance in aquaculture, as it can improve
productivity and animal health. Among the fish prominent in aquaculture, Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) is an exotic species considered hardy, with rapid
growth and adaptability to aquaculture production systems. This study aimed to
analyze the survival and liver and spleen histology of Nile tilapia fry previously
infected with Flavobacterium columnare and supplemented with different types of
propolis extracts in their feed. After a seven-day acclimation period, tilapia
fingerlings (0,67 + 0,26 g, 3,0 = 0,4 cm) were fed daily with commercial feed for
omnivorous fish (6% of body weight), three times a day (8, 10, and 12 a.m.), for
forty days. A control group (TO) without propolis and three treatments containing
feed plus propolis — T1 (green propolis), T2 (brown propolis), and T3 (red propolis)
— were tested in triplicate, with 10 fish per replicate. As a result, the survival of
tilapias after forty days of supplementation with the propolis extracts was higher in
the control group (72.73%), followed by group T1 (60.00%), T2 (57.14%), and lastly
T3 (50.00%). Regarding the histological analysis, tilapias supplemented with
different propolis extracts in the feed, including the control group, showed
hepatopancreas with normal tissue morphology, normal arrangement of
hepatocytes, and the presence of pancreatic tissue in all groups. As for the spleen,
the fish in the control group showed a higher concentration of melanomacrophage
centers compared to the groups treated with the propolis extracts in the feed. Our
results suggest that propolis extracts were effective in controlling bacterial
infection; however, survival rates were below 70%. Fish fed propolis in the diet, in
all treatments, showed normal hepatopancreas and spleen morphology, as well as
a reduction in melanomacrophage centers, suggesting a possible recovery of fish

infected by the bacteria.

Keywords: Nutrition, productive performance, histology, tilapia, alcoholic propolis.
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1. INTRODUGAO

A aquicultura tem se consolidado como uma atividade estratégica para a
producao sustentavel de alimentos, além de contribuir significativamente para a
geracao de emprego e renda. No contexto brasileiro, a piscicultura continental
destaca-se pelo expressivo volume de produgao, devido ao clima tropical e a
extensdo territorial (PeixeBR, 2026), além de ser impulsionada por um mercado
consumidor abrangente, recordes na produgdo de carne e diversificagdo na
industria de ragdes (FAO, 2026).

A tilapicultura, com foco na espécie Oreochromis niloticus, representa o
principal motor de crescimento da aquicultura no Brasil, consolidando-se como a
espécie mais cultivada no pais (Valenti et al., 2021). Esse protagonismo deve-se
a caracteristicas produtivas favoraveis, como rusticidade, ampla adaptabilidade
geografica, filé de alta qualidade com auséncia de espinhas e o maior nivel de
desenvolvimento tecnoldgico aplicado entre as espécies cultivadas. Destacam-se
ainda sua elevada conversao alimentar de proteina vegetal em proteina animal,
baixo custo de produgao, reproducao continua ao longo do ano e resisténcia a

condi¢cdes ambientais adversas (Valenti et al., 2021).

A intensificacdo da producéao esta frequentemente associada ao aumento
da incidéncia de enfermidades, como a columnariose, causada pela bactéria
Flavobacterium columnare. 1sso é resultante, em grande parte, da implementagéo
inadequada de praticas de biosseguridade, da limitacdo de conhecimentos
técnicos quanto as exigéncias nutricionais e ao manejo zootécnico das espécies,
da utilizagao de reprodutores com baixo valor genético e da adogao de elevadas

densidades de estocagem (Albuquerque et al., 2022).

Pesquisas indicam que a utilizagdo da propolis em sistemas de cultivo
aquicola é segura, promovendo melhorias significativas nos indicadores
zootécnicos devido as suas fungdes terapéuticas e propriedades farmacolégicas
(Sforcin e Bankova, 2011), por exemplo, o aumento da atividade bactericida
(Soltani et al., 2017) e maior conversao alimentar e ganho de peso em tilapias
niléticas (ABD-EL-RHMA, 2009).



O presente estudo objetivou analisar a sobrevivéncia e a histologia hepatica
e esplénica de alevinos de tilapia-do-Nilo previamente infectados com F.
columnare e suplementados com diferentes tipos de extratos de prépolis na

ragao.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Situacao da Aquicultura no Brasil

No Brasil, a aquicultura tem ganhado destaque na cadeia de produgéo de
alimentos. O clima tropical e a extensao territorial sdo fatores que contribuem para
o crescimento (SEBRAE, 2022), além de ser impulsionado por um mercado
consumidor abrangente, recordes na produgdo de carne e diversificagdo na
industria de ragdes (FAO, 2026).

Atualmente, a aquicultura brasileira esta representada em cinco grandes
grupos: peixes de agua doce (tilapia e peixes redondos), camarao de agua doce
(Macrobrachium rosenbergii), ra-touro (Lithobates catesbeianus), camarao

marinho (Litopenaeus vannamei) e moluscos marinhos (mexilhdes e ostras).

Segundo a Pesquisa da Pecuaria Municipal 2023 do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), os produtos da aquicultura foram responsaveis
pelo valor de R$ 10,2 bilhdes no ultimo ano, com um aumento de 16,6% de 2022
para 2023. O novo relatorio da Organizacédo das Nagdes Unidas para a Agricultura
e Alimentacao (FAQO) estima que o Brasil deve registrar um crescimento de 104%

na producao da pesca e aquicultura até 2026.

O municipio que se destacou como o maior produtor da piscicultura foi
Morada Nova de Minas, em Minas Gerais (Figura 1, Pesquisa da Pecuaria
Municipal, 2023), que aumentou exponencialmente sua produgdo e, agora,

responde por 3,1% do volume nacional (MPA, 2024).



<t Peixes kg

Brasil 65

1 Morada Nova de Minas (MG) : ).00(

2 Nova Aurora (PR) 19

3 Jatoba (PE) 1!

4 Palotina (PR) If

5 Assis Chateaubriand (PR) 12

S Afarh :
Fonte: Pesquisa da Pacubris Municipel - 2023 AENCnRCE S IBGE

Figura 1 — Cidades que mais produziram peixes no Brasil em quilos (kg). Pesquisa
da Pecuaria Municipal (2023).

2.2. Criagao de tilapia nilética no Brasil

A cadeia produtiva da Tilapia (Figura 2), Oreochromis niloticus, tem se
consolidado como o principal fator de alavancagem do crescimento da aquicultura
brasileira, sendo o peixe mais produzido no Brasil (Valenti et al., 2021), segundo
o diretor do Departamento de Desenvolvimento e Inovagdo da Aquicultura do
MPA, Paulo Faria, esse fator € devido a diversas caracteristicas como sua
rusticidade e adaptabilidade a diferentes regides; qualidade de sua carne e
auséncia de espinhas; além de ser o peixe que possui maior pacote tecnoldgico
ja desenvolvido. Em 2023, sua produgdo correspondeu a 67,5% do total de
espécies produzidas (MPA, 2024).

Entre as principais caracteristicas dessa espécie, destacam-se a alta
eficiéncia na conversao de proteina vegetal em proteina animal, o baixo custo de
produgdo em comparagao com outras espécies, a capacidade de desovar durante

todo o0 ano e sua resisténcia a doencas, altas temperaturas, baixa concentragcao



de oxigénio dissolvido e altas concentracbes de amoénia na agua (EMATER,
2009).

Figura 2 — Juvenil de tilapia nilética (Oreochromis niloticus) em amostragem de 40

dias. Foto: Acervo pessoal.

2.3. Préopolis

A palavra propolis tem origem no grego, sendo composta por "pré", que
significa "em protegao”, e "poli", que se traduz como "cidade" ou "comunidade",
ou seja, algo como "em defesa da comunidade". Trata-se de uma substancia
formada por uma combinacao de resinas e compostos balsamicos coletados pelas
abelhas (Apis mellifera e abelhas sem ferrdo) a partir de ramos, flores, pdlen,
secrecdes e exsudatos de arvores, além das secrecdes salivares das proprias
abelhas (Burdock, 1998). As abelhas utilizam a prépolis para selar fissuras na
colmeia e embalsamar invasores, evitando sua decomposi¢ao e funcionando
como um agente antimicrobiano. A composig&o da propolis inclui uma variedade
de componentes, como fendis, ésteres, terpenos, hidrocarbonetos, agucares e

minerais. Além disso, sdo encontrados compostos bioativos, como flavonas,



flavonais, flavandis, diidroflavonol, flavanonas e fendlicos totais, substancias que

estdo diretamente relacionadas a sua atividade bioldgica (Farag et al., 2021).

No Brasil, existem trés tipos principais de prépolis, que se diferenciam pela
regido de coleta e produgéo, além das variagbes na cor, odor e propriedades
biologicas. A propolis verde € produzida a partir da resina e do polen extraidos do
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), planta tipica do cerrado e da Mata
Atlantica. A propolis vermelha, por sua vez, € originada da resina e pdlen
coletados da planta de mangue rabo-de-bugio (Dalbergia ecastophyllum),
encontrada nas regides Norte e Nordeste do pais, sendo reconhecida por sua forte
atividade antimicrobiana e antioxidante, superior aos outros tipos. Finalmente, a
propolis marrom, a mais comum, nao depende de plantas ou flores especificas
para sua producao, podendo ser uma mistura de resinas e pdlen, € encontrada
principalmente nas regides Sul e Sudeste, sendo produzida a partir de plantas
como a laranjeira (Citrus sinensis), o eucalipto (Eucalyptus spp.) e outras (Farag
et al., 2021).

2.4. Beneficios da propolis para animais domésticos

A propolis € uma substéncia natural amplamente utilizada como
suplemento para a saude humana, podendo também ser aplicada na saude
animal, devido as suas fungdes terapéuticas e propriedades farmacolégicas
(Sforcin e Bankova, 2011). Diversos estudos cientificos destacam suas
propriedades antibacteriana, antitumoral, cariostatica, antioxidante, antiviral,
hepatoprotetora e antimicrobiana. Além disso, ha registros de suas propriedades

imunomoduladora, anti-inflamatéria, antidiabética e antiparasitaria.

2.5. Uso de propolis em peixes de agua doce

Estudos mostram que a prépolis pode ser utilizada com seguranga em
peixes de cultivo, proporcionando beneficios tanto nos parametros produtivos
quanto na saude dos animais. De acordo com Acar (2018), foram observados

efeitos promissores no crescimento e na resposta imunolédgica especifica da



tilapia mogambicana (O. mossambicus) contra Streptococcus iniae. Apds 60 dias
de suplementagédo com extrato etandlico de propolis, os peixes foram expostos a
concentracédo de 9x10" UFC/mL de S. iniae. Os peixes suplementados com 2 e 4
g/kg de propolis apresentaram desempenho superior, com taxas de sobrevivéncia

de 72,55% e 68,63%, respectivamente, em comparag¢ao aos outros grupos.

Em outro estudo, o uso de propolis resultou na redugcdo do estresse
oxidativo em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Durante 14 dias, os peixes
foram alimentados com uma superdosagem de oxitetraciclina (100 mg/kg), o que
causou imunossupressao, redugao no numero de leucdcitos, produgao de radicais
oxidativos, proteinas plasmaticas e niveis de imunoglobulinas. Apds mais 14 dias
de tratamento com 50 mg/kg de prépolis na dieta, observou-se uma diminuigdo no

estresse oxidativo e na imunossupressao (Yonar et al., 2011).

Além disso, outros estudos tém mostrado diversos beneficios da prépolis,
como o aumento de linfocitos circulantes e centros de melanomacréfagos (Dotta
et al., 2018), atividade bactericida e modulagéo de eucdcitos in vitro (Soltani et al.,
2017), melhoria na atividade das enzimas digestivas (Eslami et al., 2022) e
reducao dos picos de cortisol em situacoes de frio extremo (Islam et al., 2024).
Por fim, foi constatado que a suplementagdao de prépolis na ragao resultou em
melhor conversao alimentar e maior ganho de peso em tilapias niléticas (ABD-EL-
RHMA, 2009), reforcando o potencial da substancia para melhorar o desempenho

zootécnico de organismos aquaticos.

2.6. Analises histolégicas de hepatopéancreas e bago

O hepatopancreas dos peixes € um 6rgao biotransformador, sendo comum
em ciclideos como a tilapia, e desempenha um papel fundamental no metabolismo
nutricional (carboidratos, proteinas e lipideos), no metabolismo hormonal (insulina
e glucagon), no armazenamento de glicogénio e na excrecdo de substancias
téxicas (Klein, 2014). Apresenta fungcdo primordial na digestdo, apresentando
tecidos de figado e pancreas conjuntamente. Nesse sentido, substancias
adicionadas a racdo podem provocar alteragdes nos tecidos hepaticos, como a



dilatagdo do sinusoide, congestao e infiltracdo de leucdcitos (Pahor-Filho et al.,
2017).

Em contrapartida, o bago € o maior 6rgao do sistema linfatico e esta
intimamente ligado a filtragdo sanguinea e ao sistema imunologico dos peixes. Ele
desempenha um papel importante na produgao de linfocitos, além de capturar
microrganismos patogénicos e células sanguineas defeituosas, removendo-os do
organismo. O bago € composto por uma capsula, trabéculas, polpas vermelha e
branca, linfécitos ativados e nao ativados (ambos com arteriola), corddes
esplénicos e sinusoides. Em ambientes toxicos ou estressantes, o bagco forma
centros de melanomacréfagos, cuja funcédo € desintoxicar o organismo (Agius e
Roberts, 2003; Steinel e Bolnick, 2017).

Por essa razéo, a histologia dos tecidos tem se mostrado uma ferramenta
fundamental para investigar se as substancias adicionadas a dieta sdo seguras
para a ingestao e para o metabolismo de animais domesticados (Eurell e Frappier,
2012).

2.7. Doencgas de peixes e columnariose

Apesar do notavel avango da piscicultura como setor produtivo, a atividade
ainda enfrenta obstaculos significativos, sobretudo no que tange a sanidade
aquicola. O incremento da producgao frequentemente esta associado a elevagao
da incidéncia de enfermidades, decorrente, em grande parte, da adocgao
inadequada de medidas profilaticas, da caréncia de conhecimento técnico sobre
as exigéncias nutricionais e o manejo especifico das espécies cultivadas, da
utilizagdo de reprodutores com baixa qualidade genética e da pratica de
estocagem em densidades elevadas, fatores que comprometem o equilibrio

sanitario dos sistemas de cultivo (Albuquerque et al., 2022)

As enfermidades que acometem os organismos aquaticos cultivados sao
multifatoriais e exigem medidas profilaticas e terapéuticas especificas, conforme
sua etiologia. Entre as principais, destacam-se as doencas bacterianas, como a

columnariose (Flavobacterium columnare), virais, como a septicemia



hemorragica, fungicas, como a sindrome ulcerativa epizodtica, e parasitarias,

como a ictiofitiriase (Ichthyophthirius multifiliis), causada por um protozoario.

Os peixes infectados pela columnariose apresentam sintomas iniciais que
nao sao especificos, como apatia, falta de apetite, natagcdo descontrolada,
respiracao acelerada, além de manchas acinzentadas ou areas amareladas de
erosao, geralmente cercadas por uma zona avermelhada na cabega, no corpo e
nas branquias. Com a evolu¢ado da doenca, essas areas desenvolvem necroses
que afetam a epiderme, a derme e os musculos. (Davis, 1923; Pacha e Ordal,
1970; Farkas e Olah, 1986; Bertolini e Rohovec, 1992).

3. OBJETIVO

O presente estudo objetivou analisar a sobrevivéncia e a histologia hepatica
e esplénica de alevinos de tilapia-do-Nilo previamente infectados com F.
columnare e suplementados com diferentes tipos de extratos de prépolis na

ragao.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Mensurar a sobrevivéncia de alevinos de tilapias suplementadas com

racao contendo diferentes extratos de prépolis e infectados com bactéria.

- ldentificar alteragdes histolégicas no hepatopancreas de tilapias

suplementadas com ragao contendo diferentes extratos de propolis.

- Identificar alteragdes histolégicas no bago de tilapias suplementadas com

ragao contendo diferentes extratos de propolis.



5. MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos envolvendo animais foram realizados de acordo
com os principios éticos em experimentacdo animal, adaptados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo (COBEA), Brasilia — Brasil, e aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal de S&o
Joao del-Rei (UFSJ), Minas Gerais, Brasil — protocolo 4164070524.

5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL E QUALIDADE DE AGUA

Um total de 120 alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) com
peso medio de 0,67 g e comprimento médio de 3 cm, obtidos da piscicultura
comercial, foi distribuido em 12 tanques de polipropileno de 40 litros, em sistema
de recirculacao. Neste experimento, o s peixes vieram infectados com a bactéria
Flavobacterium columnare. Portanto, ndao foi realizada a infecgdo bacteriana
experimental. O fotoperiodo foi 12 h de luz: 12 h de escuro. Antes do periodo
experimental, os peixes foram aclimatados ao sistema de recirculagdo por uma
semana. Apos este periodo, os peixes foram alimentados, diariamente, com dietas
experimentais (5% do peso vivo), trés vezes ao dia (8, 10 e 12h), durante quarenta
dias. Um grupo controle (TO) sem prépolis e trés tratamentos contendo préopolis —
T1 (propolis verde), T2 (prépolis marrom) e T3 (propolis vermelho), com 10 peixes
por repeticao, foram testados em ftriplicata. Durante o periodo experimental, a
agua foi mantida em parametros adequados para peixes tropicais como a tilapia
(Vinatea-Arana, 2003), com os seguintes valores: temperatura (27 + 0.18 °C), pH
(7.50 + 0.13), oxigénio dissolvido (6.50 + 0.82 mg L™") e aménia total (0.21 + 0.03
mg L™"). Os parametros de temperatura, pH, condutividade e oxigénio dissolvido
foram mensurados por aparelho multiparametros YSI-556MPS (USA) e a amdnia
total por kit colorimétrico Labcon Test (Brasil). Os protocolos experimentais foram
conduzidos no Laboratério de Aquacultura (LAQUA) - Departamento de Zootecnia
e no Campus Centro-Oeste - Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei, Minas

Gerais.



5.2 SISTEMA DE RECIRCULAGAO DE AGUA (RAS)

O protocolo experimental foi conduzido em um sistema de recirculagao de
agua (Recirculating Aquaculture Systems), denominado RAS. O sistema continha
doze caixas (50 x 25 x 32 cm, marca Eco) de polipropileno e coloragao preta
(volume util de 40 L), instaladas sobre uma bancada de madeira. Cada caixa foi
adaptada com entrada (afluente) e saida (efluente) de agua individuais, contendo
entrada de agua por meio de torneira plastica (com fluxo de agua regulavel) e
saida por um adaptador flange de 3/4, protegida com uma tela de nylon monofilada
para evitar escape, presa a flange por uma abragadeira de nylon. Dessa forma, a
agua que entrava por cima abastecia cada caixa, com agua limpa e, a agua que

saia por baixo, retirava o excesso de fezes e restos de ragao.

As tampas das caixas foram adaptadas com tela de plastico, de modo a
facilitar a alimentacao diaria, reduzindo a manipulagao e o estresse dos peixes. A
tubulacdo usada no sistema foi de PVC de 3/4. Um tubo de 100 mm cortado ao
meio foi instalado entre as caixas, com uma declividade de 5 mm, para garantir o
escoamento do efluente para os filtros. O sistema de filtragem de agua foi
instalado contendo um filtro biolégico e um filtro mecéanico, ambos dentro de um
tanque de polietileno de 310 L. O filtro biolégico foi composto por substrato (40 %
de brita) para a colonizagdo de bactérias nitrificantes, especialmente
Nitrosomonas sp. e Nitrosococus sp. que convertiam a amdnia (NH3) em nitrito
(NOz2’) e Nitrobacter sp. para a conversao de nitrito (NO2") em nitrato (NO3). Dentro
do filtro bioldgico foi colocado o filtro mecanico, composto por um tanque plastico
de 10 L, contendo |& acrilica e furos nas laterais. Dessa forma, o efluente
proveniente das caixas caia diretamente no filtro mecanico por uma tubulagéo de
32 mm, para a retengdo de particulas maiores de sujeira e depois era

encaminhado para o filtro biolégico, para a nitrificagdo da agua.

Uma bomba submersa SB 2700 de 220 V foi colocada dentro do filtro
biolégico para recircular a agua no sistema. O sistema permitia,
aproximadamente, 5% de evaporagédo de agua por semana, sendo reposta com

agua de poco artesiano (Figuras 3 - 6).

10



Figura 3 — Sistema de recirculacdo de agua (RAS), contendo doze caixas de

polipropileno de 40 litros de volume util. Vista frontal Foto: Acervo pessoal

Figura 4 — Sistema de recirculagdo de agua (RAS). Vista lateral, mostrando a
disposicao das caixas de criagao e os filtros biolégico e mecéanico. Foto: Acervo
pessoal

11



Figura 5 — Sistema de recirculacdo de agua (RAS). Vista frontal dos filtros

biolégico e mecanico para nitrificagdo da agua. Foto: Acervo pessoal
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Figura 6 — Filtro bioldégico e mecanico do sistema RAS. O efluente provindo das
caixas de criagdo caiam nos filtros e retornavam para o sistema a partir de uma

bomba submersa. Foto: Acervo pessoal

5.3 ACLIMATAGAO

Os tratamentos foram sorteados aleatoriamente e etiquetas foram fixadas
em cada caixa. Os peixes foram distribuidos nos tanques, considerando a
densidade de estocagem igual a 10 peixes por caixa. Os peixes foram aclimatados
durante uma semana ao sistema e alimentados trés vezes por dia (8, 10 e 12h)
com ragao comercial extrusada para peixes onivoros (Supra Acqua Line), sem a
suplementacado com propolis, com 1,7 mm de diametro, 46% de proteina bruta e
3600 kcal/kg de energia digestivel. Os parametros de qualidade de agua foram
semelhantes aos apresentados no item 5.1 e considerados ideais para a criagao

de peixes onivoros como a tilapia.

5.4 ADMINISTRAGAO ORAL DE PROPOLIS E AMOSTRAGENS

Apo6s o periodo de aclimatagéo, um total de 120 alevinos de tilapia (0,67 +
0,26 g, 3,0 £ 0,4 cm) foram alimentados, durante quarenta e cinco dias, com ragao
comercial para peixes onivoros suplementada com diferentes tipos de extratos
alcodlicos de propolis (EAP) - verde, marrom e vermelho. Um grupo controle (C)
sem adicdo de EAP e mais trés tratamentos (T) contendo préopolis foram
oferecidos aos peixes: T1 (verde), T2 (marrom) e T3 (vermelho), suplementados
na racao (Figura 7). O grupo controle e cada tratamento foram mantidos em
triplicata. Em cada caixa (repeticao) foram mantidos 10 peixes, totalizando 30
animais por tratamento e 120 peixes ao total. A racdo utilizada foi a mesma do
periodo de aclimatagao. Diariamente e antes de cada periodo alimentar, seringas
de insulina foram usadas para a aplicagao de 1 ml de cada EAP em cada amostra
de ragao (5% dividido por trés alimentagdes). Todos os extratos oferecidos tinham
concentracéo igual a 30 % pv. As seringas usadas para cada tratamento eram
diferentes para ndo haver mistura de substancias. Apos a aplicagao dos extratos,

eram aguardados 5 minutos para secagem e posterior arragoamento (Figura 3).
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Os peixes foram amostrados apds quarenta dias de suplementagdo com os
extratos. Na amostragem, fragmentos de hepatopancreas e bago foram coletados

e encaminhados a analise histologica.

Figura 7 — A) Extratos de prépolis T1 (verde), T2 (marrom) e T3 (vermelho) para

suplementag¢ao de 1 ml na ragao dos peixes. B) Ragao suplementada com propolis
aguardando 5 minutos para secagem e posterior arragoamento. Foto de
Guilherme de Oliveira Silva Cardoso (2024).
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5.5 IDENTIFICAGAO DA BACTERIA

Dez alevinos de tilapia nilética provindos de todos os tratamentos foram
encaminhados para um laboratério particular de profilaxia de organismos
aquaticos em Belo Horizonte e a bactéria Flavobacterium columnare foi
identificada pela observacéo de lesdes morfolégicas como erosao de nadadeiras
e manchas esbranquicadas na pele, bem como por método molecular de PCR, a

partir da extragdo de fragmentos de DNA das amostras.

Para a identificagdo da cepa bacteriana, fragmentos de rim e bago foram
fixados em alcool absoluto, armazenados em potes plasticos e enviados ao

laboratorio.

5.6 ANALISE DE SOBREVIVENCIA E HISTOLOGIA HEPATICA E ESPLENICA

A sobrevivéncia dos peixes foi mensurada a partir da formula:
Sobrevivéncia (%) = (numero final de peixes / numero inicial de peixes) x 100.

Para a analise histolégica, fragmentos do hepatopancreas e baco de dois
peixes por réplica foram encaminhados para analise histolégica (n = 24). Para este
procedimento, os peixes foram eutanasiados com 50 mg L' de eugenol. Amostras
de tecido foram retiradas por meio de pingas e tesouras cirurgicas e fixadas em
solugao de formol 10 %. Apds 24 h, as amostras foram fixadas em alcool 70 %.
Para a confecgédo de laminas histolégicas, as amostras em blocos de parafina
foram cortadas em microtomo. As secgdes histoldgicas de 5 ym foram coradas
com hematoxilina e eosina para a confecgao de laminas permanentes. Os tecidos
histolégicos foram analisados a partir de laminas histolégicas em um microscopio

MOTIC no sistema de captura de imagens MOTIC Image Plus 3.0.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

O protocolo experimental foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado. Os resultados de desempenho produtivo foram estudados com a
analise de variancia One-Way (ANOVA, a = 0,05) seguida por teste de Tukey para
checar diferengas significativas entre os tratamentos, usando o programa
estatistico SAS. Os resultados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov, para determinar a normalidade dos dados.
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6. RESULTADOS

6.2. Peso e comprimento dos peixes

A Tabela 1 apresenta os pesos e comprimentos dos alevinos de tilapia

alimentados com diferentes tipos de prépolis.

Tabela 1 — Tabela de pesos e comprimentos de alevinos de tilapia-do-Nilo

alimentados com diferentes tipos de extratos de propolis. TO = controle; T2 =

verde; T2 = propolis marrom e T3 = propolis vermelha.

Pesagem inicial
Réplica (cx) Qnt. Peso total (g) Peso X (g) Comprimento X (cm)

T3R1 10 6,9 0,65 3,0
T2R1 10 79 0,79 3,0
TOR1 10 2,9 0,59 3,0
TiR1 10 6,3 0,63 3,0
T2R3 10 79 0,79 3,0
TiR2 10 8,2 0,82 3,0
T3R2 10 59 0,59 3,0
TOR2 10 6,9 0,65 3,0
T2R2 10 5,0 0,30 3,0
TOR3 10 5,6 0,56 3,0
T1R3 10 7,0 0,70 3,0
T3R3 10 7.3 0,73 3,0
TOTAL 120 80,0 0,67

6.2. Sobrevivéncia dos peixes

A sobrevivéncia das tilapias apds quarenta dias de suplementacéo foi

estatisticamente inferior nos grupos tratados com os extratos de propolis.

Tabela 2 — Sobrevivéncia de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com

diferentes tipos de extratos de propolis. TO = controle; T2 = verde; T2 = propolis

marrom e T3 = propolis vermelha.

Tratamentos S %

Controle 72,732
T1 - verde 60,00 °
T2 - marrom 57,14 b
T3 - vermelho 50,00 ¢
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6.2. Histologia hepatica e esplénica

Neste estudo, as tilapias suplementadas com diferentes extratos de
prépolis na ragéo, inclusive o grupo controle, apresentaram hepatopancreas com
morfologia normal dos tecidos, bem como o arranjo normal de hepatdcitos e a

presenca de tecido pancreatico em todos os grupos.

Ja em relagado ao bacgo, os peixes do grupo controle apresentaram maior
concentracao de centros de melanomacrofagos quando comparados aos grupos

tratados com os extratos de prépolis na racao.

17



18



Figura 8. Fotomicrografias de hepatopancreas de alevinos de tilapia-do-Nilo
alimentados durante 40 dias com racao suplementada com diferentes extratos de
propolis. A e B) Controle; C e D) T1 — prépolis verde; E e F) T2 — propolis marrom;
G e H) T3 — propolis vermelha. Todas as figuras apresentaram tecidos normais de
figado, apresentando morfologia hepatica normal e presenga de tecido
pancreatico, sem a presenga de centros de melanomacrofagos bem definidos.
Corddes de hepatécitos (seta amarela), vasos sanguineos revestidos com tecido
pancreatico com células acinares (seta vermelha) e sangue (seta verde). Todas
coradas com hematoxilina e eosina, 40x.
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Figura 9. Fotomicrografias do bago de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados por
40 dias com ragao suplementada com diferentes extratos de propolis. A) Controle;
B) T1 — propolis verde; C) T2 — propolis marrom; D) T3 — propolis vermelha. Todas
as figuras apresentaram tecidos normais de bago, com polpas vermelha (seta
vermelha) e branca (seta branca), corddes esplénicos e sinusoides preservados,
e a presencga de centros de melanomacrofagos bem definidos em A, B e D (seta
amarela). Todas coradas com hematoxilina e eosina, 40x.

7. Discussao

Neste estudo, analisamos a eficacia de diferentes tipos de extratos
alcodlicos (EAP) de propolis na sobrevivéncia e na histologia hepatica e esplénica
de juvenis de tilapia-do-Nilo infectados por Flavobacterium columnare. Os
resultados indicaram que os extratos de propolis foram eficientes no controle da
infecgdo pela bactéria; no entanto, a sobrevivéncia foi abaixo de 70% (Tabela 2).
Os peixes alimentados com propolis na dieta, em todos os tratamentos,
apresentaram morfologia normal do hepatopancreas e do bago, sugerindo uma

recuperacao dos peixes infectados pela bactéria.
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Os sistemas de recirculagao aquicola (RAS) foram criados para otimizar a
produgao de organismos aquaticos em areas limitadas, reduzindo o consumo de
agua e a liberagdo de efluentes no ambiente. Esses sistemas proporcionam
condigdes adequadas de qualidade da agua, a amdnia e o nitrito sdo eliminados
do sistema através do processo de nitrificagédo, realizado por bactérias aerdbias
presentes nos biofiltros. Essas bactérias convertem a ambnia em nitrito
(substancia toxica) e, posteriormente, em nitrato (menos toxico) favorecendo
elevadas taxas de sobrevivéncia dos organismos cultivados, além da manutengao
de concentragdes apropriadas de oxigénio dissolvido ao longo da recirculagao da
agua (Avnimelech, 2006; Gutierrez-Wing e Malone, 2006). No presente estudo, as
baixas taxas de sobrevivéncia observadas nos tratamentos ndo podem ser
atribuidas a falhas no funcionamento do sistema de recirculagdo. Os animais ja
foram introduzidos no sistema experimental previamente infectados por bactérias,
o que influenciou os indices de mortalidade registrados. Ainda assim, a
manutengao de parametros adequados de qualidade da agua ao longo do periodo
experimental sugere que o sistema de recirculagao contribuiu para a contengao
do agravamento do quadro sanitario, evitando maiores perdas. Dessa forma, é
plausivel inferir que as condi¢gdes proporcionadas pelo sistema auxiliaram na
estabilidade ambiental, minimizando os efeitos negativos da infecgdo e

prevenindo o aumento da mortalidade.

A prépolis, assim como outras substancias naturais, pode trazer beneficios
a saude de peixes, melhorando a resposta imune (Sforcin e Bankova, 2011; Dotta
et al., 2018), a atividade de enzimas digestivas (Eslami et al., 2022) e a redugéo
do estresse oxidativo (Yonar et al., 2011). Em nosso estudo, os animais
suplementados com prépolis apresentaram taxas de sobrevivéncia inferiores as
observadas no grupo controle. Entretanto, é importante destacar que o préprio
grupo controle também exibiu redug¢do na sobrevivéncia ao longo do periodo
experimental. Esse resultado indica que a mortalidade registrada ndo esteve
restrita exclusivamente aos tratamentos suplementados, podendo ser atribuida a
elevada severidade da columnariose ja presente nos peixes no momento de sua
introdugcdo no sistema experimental. A progressdo avancada da infeccéo
bacteriana provavelmente exerceu influéncia determinante sobre a mortalidade,

sobrepondo-se aos possiveis efeitos da suplementacao dietética. A identificacao
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precoce da enfermidade € essencial para minimizar sua disseminacao e reduzir
os prejuizos (Declercq, Annelies Maria; Haesebrouck, Freddy; Van den Broeck,
Wim; Bossier, Peter; Decostere, Annemie, 2013). As lesdes ulcerativas podem
surgir entre 24 e 48 horas apos o inicio da infec¢cdo, e a mortalidade tende a
ocorrer no intervalo de 48 a 72 horas na auséncia de tratamento (Christie Fournier,
2011).

O hepatopancreas dos peixes é um 6rgdo com importante fungao
biotransformadora, sendo frequentemente observado em ciclideos, como a tilapia.
Desempenha papel essencial no metabolismo de nutrientes, além de atuar na
regulacdo hormonal, especialmente por meio da insulina e do glucagon. Também
participa do armazenamento de glicogénio e dos processos de desintoxicagao e
excrecdo de compostos potencialmente téxicos (Klein, 2014). Por isso, a
histologia hepatica e esplénica € uma ferramenta importante na analise de
possiveis efeitos causados por substancias adicionadas a ragao ou a agua (Eurell
e Frappier, 2012). Em nosso estudo, as tilapias suplementadas com diferentes
extratos de propolis na ragéo, inclusive o grupo controle, apresentaram tecidos
normais de figado, apresentando morfologia normal hepatica e presenca de tecido
pancreatico em todos o0s grupos, sem a presengca de centros de

melanomacrofagos bem definidos (Figura 8).

O bacgo exerce fungao relevante na hematopoiese (Eurell e Frappier, 2012)
e pode apresentar a formagcao de agregados de centros de melanomacrofagos
intensamente pigmentados, assim como observado no figado, especialmente
quando os peixes sdo expostos a condicdes ambientais estressantes. Essas
estruturas estdo diretamente associadas ao sistema imune, desempenhando
papel importante nos processos de defesa, incluindo a desintoxicacdo do
organismo e a remogao de substancias nocivas ou agentes patogénicos (Agius e
Roberts, 2003; Steinel e Berlinck, 2017). No presente estudo, os peixes do grupo
controle apresentaram maior concentracdo de centros de melanomacrofagos
quando comparados aos grupos tratados com os extratos de prépolis na ragéo
(Figura 9). Considerando que essas estruturas estdo associadas a resposta imune
e aos processos de fagocitose, inflamagao e degradacao de patdgenos, a maior

frequéncia observada no grupo controle pode indicar uma ativagdo imunoldgica
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mais intensa diante do desafio sanitario. Por outro lado, a menor ocorréncia de
centros de melanomacrofagos nos grupos suplementados sugere que a propolis
possa ter contribuido para a modulacdo da resposta imune, possivelmente
auxiliando no controle da infeccdo e reduzindo a necessidade de ativagao
exacerbada do sistema imunoldgico. Dessa forma, os resultados indicam que a
suplementacéao dietética com propolis pode ter atenuado o estresse imunoldgico
dos animais, enquanto o grupo controle apresentou maior mobilizagdo de

mecanismos de defesa para o enfrentamento da enfermidade.

Em sintese, a suplementagdo com extratos alcodlicos de propolis nao
aumentou a sobrevivéncia dos juvenis de tilapia-do-nilo quando comparada ao
grupo controle, sendo a mortalidade observada atribuida principalmente a
severidade prévia da infecgdo por Flavobacterium columnare. O sistema de
recirculacéo aquicola manteve condigdes adequadas de qualidade da agua, néo
sendo responsavel pelas perdas registradas. Do ponto de vista histologico, a
preservacdo dos tecidos hepaticos e esplénicos indica auséncia de efeitos
deletérios da prépolis, e a menor concentragdo de centros de melanomacrofagos
nos grupos suplementados sugere possivel efeito imunomodulador. Com isso, a
propolis demonstrou potencial como agente imunomodulador, indicando a
necessidade de novos estudos que avaliem diferentes concentracdes, periodos

de suplementacao e condi¢cbes sanitarias.

Como conclusao, nossos resultados sugerem que os extratos de proépolis
foram eficientes no controle da infeccdo pela bactéria, no entanto, com
sobrevivéncia abaixo de 70%. Os peixes alimentados com prépolis na dieta, em
todos os tratamentos, apresentaram morfologia normal do hepatopancreas e do
baco, além da redugéo de centros de melanomacrofagos, sugerindo uma possivel

recuperacao dos peixes infectados pela bactéria.

Como o experimento foi realizado com aplicagdo exdgena dos extratos de
propolis, € possivel que os extratos tenham contaminado o sistema RAS,
interferindo nos resultados.
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