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RESUMO

O d6leo de copaiba e o propolis sdo compostos organicos de conhecida acao
imunoestimulante em tilapias-do-nilo  (Oreochromis niloticus). Resultados
anteriores realizados demonstraram que a alimentacéo aditiva destes compostos
melhoram a resposta imune e o crescimento dos peixes. Objetivou-se investigar o
uso destes compostos no manejo alimentar de tilapias do Nilo no incremento da
resposta imune e no crescimento. Aproximadamente 270 peixes foram separados
em grupos sem suplementacéo (GS) e com suplementacéo (G1, G2, G3, G4, G5,
G7 e G8)(n=30/grupo) na alimentacdo. Os grupos com suplementacdo foram
alimentados com racao acrescida dos compostos naturais nas concentracdes 0,5%
e 1,0% de 6leo de copaiba e 1% e 2% para o extrato de prépolis; ambos por quilo
de ragdo. Para andlise de imunidade foram realizadas quantificacdo de lisozima,
complemento e atividade respiratéria de leucécitos. Para o desafio bacteriano
separou-se 10 peixes, aleatérios, de cada grupo para inoculacdo da bactéria
Streptococcus agalactiae, selecionada em teste in vitro. Os peixes foram avaliados
guanto a morbidade e mortalidade até 168h apds infeccdo. O ensaio de 12
semanas foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em triplicata.
Sangue e tecido (intestino, rim, figado e baco) de 6 animais foram coletados para
analises histoldgicas e histopatoldgicas. Os grupos G2 (0,50C), G4 (1PROP), G6
(0,50C1PROP), G8 (10C1PROP) E G9 (10C2PROP) apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre as analises de desempenho no crescimento,
hematoldgicas, imunologicas, histolégicas e histomorfométricas. Constatou-se que
a suplementacdo com estes compostos naturais mostrou resultados satisfatorios
em parametros, tanto imunologicos quanto de desempenho no crescimento. Sendo
assim, a utilizacdo destes compostos mostrou-se favoravel como imunoestimulante
e potencializam o crescimento.

Palavras-chave: aditivos naturais; imunoestimulantes; fitoterapicos; tilapicultura;
desafio bacteriano.
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ABSTRACT

Copaiba oil and propolis are organic compounds with known immunostimulating
action in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Previous results have demonstrated
that additive feeding of these compounds improves the immune response and
growth of fish. The objective was to investigate the use of these compounds in the
dietary management of Nile tilapia to increase the immune response and growth.
Approximately 270 fish were separated into groups without supplementation (GS)
and with supplementation (G1, G2, G3, G4, G5, G7 and G8)(n=30/group) in the diet.
The supplementation groups were fed food containing natural compounds at
concentrations of 0.5% and 1.0% for copaiba oil and 1% and 2% for propolis extract;
both per kilo of feed. For immunity analysis, lysozyme, complement and leukocyte
respiratory activity were quantified. For the bacterial challenge, 10 random fish were
separated from each group for inoculation with the bacteria Streptococcus
agalactiae, selected in an in vitro test. The fish were evaluated for morbidity and
mortality up to 168 hours after infection. The 12-week trial was carried out in a
completely randomized design, in triplicate. Blood and tissue (intestine, kidney, liver
and spleen) from 6 animals were collected for histological and histopathological
analyses. Groups G4 (1PROP), G6(0.50C1PROP), G8(10C1PROP) AND
G9(10C2PROP) showed statistically significant differences between growth
performance, hematological, immunological, histological and histomorphometric
analyses. It was found that supplementation with These natural compounds showed
satisfactory results in both immunological and growth performance parameters.
Therefore, the use of these compounds proved to be favorable as immunostimulants
and enhance growth.

Keywords: natural additives; immunostimulants; herbal medicines; tilapiculture;
bacterial challenge.
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INTRODUGAO

A aquicultura mundial esta em processo constante de crescimento, sendo
uma das fontes mais importantes de proteina animal. O Brasil apresenta todas as
condicdes favoraveis para a atividade pesqueira e para a aquicultura, uma vez que possui
costa maritima de 8.500 km e 12% da agua doce disponivel no planeta (Sidénio et al.,
2012; Pereira et al., 2013; Santos et al., 2013; Silva, 2017).

Atilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, figura 1, € o segundo grupo de peixes
mais produzidos no mundo (FAO, 2022) e primeiro no Brasil, com produgéo de 550
mil toneladas no ano de 2022 (PEIXE BR, 2023), mostrando como qualidades: alta
taxa de crescimento, flexibilidade as mudangas ambientais, facil reproducéo e
rusticidade (El-Sayed, 2006).

Figura 1 - Exemplar de Tilapia do Nilo. Fonte: Global Sea Food.

Esta espécie é criada principalmente em sistemas intensivos onde as dietas
artificiais devem satisfazer as exigéncias nutricionais. Nestas condi¢des, 0s peixes
sdo expostos continuamente as alteragfes na qualidade da agua e as préticas de
manejo excessivo, transporte e adensamento, que induzem respostas de estresse,
com consequéncias negativas sobre o desempenho produtivo, resposta imune e
resisténcia as doencgas (Gatlin, 2002; Brandéo et al., 2006; Ng & Romano, 2012;
Wambua et al, 2021).

13



O uso de produtos quimicos e antibiéticos na aquicultura tem aumentado
em funcdo da elevada ocorréncia de doencas parasitarias e infecciosas
(Kovalakova, 2020). Entretanto, o uso indiscriminado destes produtos ocasiona
problemas devido ao aumento da presséo de selecdo sobre os microrganismos e
proliferacdo das bactérias resistentes, havendo também a possibilidade de
transferéncia dos genes de resisténcia asoutras bactérias nunca expostas ao
antibidtico (Salas, 2021).

Além disso, a presenca de residuos de antibiéticos nos tecidos de peixes
comercializados determina restricbes na comercializacdo da carne e impacto
negativo no meio ambiente (Smith et al., 2003; Sorum, 2006; Santos & Ramos,
2018). Desta forma é necessario buscar possiveis substitutos aos quimioterapicos
mantendo-se as acdes benéficas e eliminando as indesejaveis. Isto pode ser
realizado com o uso de imunoestimulantes (Acunha et al, 2023).

Imunoestimulantes sé&o substancias sintéticas, quimicas ou bioldgicas, que
séo capazes de aumentar e melhorar a resisténcia do animal induzindo a ativacao
ou aumentando qualquer componente do sistema imune. Atuam nos mecanismos
de defesa nédo-especificos diante de um desafio contra enfermidades causadas por
virus, fungos, bactérias e parasitas (Vainikka et al., 2005; Moraes & Moraes, 2009,
Chagas et al., 2014) e nos mecanismos de defesa especificos dos animais (Yunis-
Aguinaga et al., 2015). Os imunoestimulantes atuam no sistema imune dos animais
de forma a aumentar a atividade de macréfagos, fagocitose por neutrofilos e
monaocitos e maior producao de linfécitos, imunoglobulinas e lisozima (Sakai, 1999)
aumentando a resisténcia desses animais frente as infec¢cdes por organismos
oportunistas proporcionando, desta forma, o crescimento saudavel dos peixes
(Vainikka et al., 2005; Yunis-Aguinaga et al., 2015).

O uso de extratos de plantas como imunoestimulantes encontra-se em
crescimento para peixes tropicais (Acunha et al, 2023), sendo boa alternativa para
o controle de doencas devido ao baixo custo operacional, facilidade no preparo,
utilizacdo e seguranca ambiental. Em estudos realizados em nosso grupo de
pesquisa tem-se estudado 0 uso compostos naturais que apresentam
caracteristicas adequadas para serem consideradas imunoestimulantes
decorrentes de suas composi¢cdes ricas em compostos que modulam o sistema

imune (Yunis-Aguinaga et al., 2015, Yunis-Aguinaga et al., 2016; Bozzo et al, 2023)
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Um desses compostos é o 6leo de copaiba, fitoterapico que apresenta
caracteristicas terapéuticas como acao anti-inflamatoria, cicatrizante, potencial
antisséptico, antitumoral, antibacteriano, germicida, expectorante, diurético,
analgésico e possui atividade antidiabética (Veiga Junior et al., 2002; Rigamonte
Azevedo et al., 2004; Carvalho et al., 2017) em humanos e animais. (Pieri et al.,
20009).

A copaiba da espécie Copaifera duckei € nativa da regido Amazébnica e o
Oleo extraido de sua casca possui as fracdes 6leo-resina e 6leo essencial com agao

anti-inflamatéria mais eficaz do que o diclofenaco de sodio (Cavalcante, 2013).

Figura 2. Processo de extragao do 6leo resina + 6leo essencial de copaiba de Copaifera duckeii

A composicdo do 6leo de copaiba € a base de sesquiterpenos como
cubeno e cadineno, acidos graxos, cumarina, tocoferol, bisaboleno, acido copalico,
cariofileno, flavonas, copaeno, copaina, carioazuleno, humuleno, saponinas,
qguininos, taninos e selineno. Dentre os compostos do Oleo, a resposta
antiinflamatoria se da pela acdo do cariofileno, (Cavalcante, 2013) conforme
observado em estudos realizados em ratos com artrite induzida por adjuvante em
gue os efeitos das inflamacdes articulares e sistémicas foram reduzidos nos
animais apos o tratamento com o 6leo de copaiba (Comar et al., 2013).

O composto cariofileno inibiu o crescimento dos parasitas Trypanossoma

cruzi e Leishmania brasiliensis nas concentragcfes de 50 e 100 pg/mL em relagéo
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a substancia eugenol no estudo realizado por Leite et al. (2013) em ratos. Além de
ser um dos principais componentes do 6leo de copaiba e atuar como um potente
anti- inflamatorio por meio da inibig&o das vias histaminicas e serotoninérgicas com
efeito antinociceptivo (mediado por receptores opioides) (Gomes et al., 2010; Lucca
et al., 2015).

O cariofileno também possui agdo antimicrobiana contra patégenos (Yang
et al., 2015). Este fato foi observado no trabalho realizado por Yoo e Jwa (2018) em
gue observaram que o crescimento de Streptococcus mutans foi inibido em
concentracbes de 0,078%, comprovando a eficacia antimicrobiana do cariofileno.
Ele também tem capacidade de penetrar em biofilmes que protegem as bactérias,
auxiliando também na inibicdo da formagdo do mesmo (Yoo e Jwa, 2018).

O Oleo-resina de copaiba também foi eficaz no tratamento do diabetes
mellitus induzido por estreptozotocina em ratos no estudo realizado por Carvalho
et al. (2017). Os autores também observaram reducéo no colesterol, triglicérides e
glicose dos ratos tratados. O Oleo-resina restaurou as células alfa do pancreas e
aumentou o diametro das ilhotas de Langerhans em ratos.

A eficacia do Oleo de copaiba na atividade antibactericida ja foi comprovada
em diversos estudos realizados em animais e humanos (Pieri et al., 2010; Souza et
al., 2011; Dias et al., 2015; Guimaraes et al., 2016; Simbes et al., 2016), assim
como a eficacia na atividade antifangica (Zimmermam-Franco et al., 2013; Dias et
al., 2015; Tobouti et al., 2016). Estes fatos indicam que o 6leo de copaiba € um
antimicrobiano que age contra bactérias e fungos sendo benéfico em muitas
condic¢@es infecciosas (Tobouti et al., 2017).

O oleo de copaiba também aumentou a angiogénese em retalho cutaneo
subdérmico analisados por Estevao et al. (2009) em fragmentos das porcles
cranial, média e caudal em ratos 8 dias pds-operatorio comprovando seu efeito pré
cicatrizante.

O Oleo-resina da copaiba da espécie Copaifera duckei foi eficaz no
tratamento de pacus (Piaractus mesopotamicus) infectados por parasitas
monogéneos que S0 0S responsaveis por grandes perdas econdmicas em
aquicultura devido a mortalidade que causam nos peixes (Da Costa et al., 2017).
Os autores banharam as branquias parasitadas por 10 minutos em concentraces
de 10 e 50 mg/L de 6leo de copaiba.

Com relagdo a alteracdes histopatologicas, as lesBes observadas nos
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peixes estudados por Da Costa et al. (2017), ndo foram causadas pelo 6leo-resina
da copaiba, mas sim pelo parasitismo ou condi¢cdes nutricionais. Os autores
ressaltam que o tratamento com Oleo-resina € uma alternativa promissora no
tratamento contra estes tipos de parasitas.

Outro composto  natural muito utilizado é o propolis, fitoterapico
amplamente utilizado como promotor de crescimento em tilapias (Meurer et al,
2009; Abass & El Assely, 2012) e também devido as suas propriedades
farmacoldgicas, como anti-inflamatorio, antioxidante, antibacteriano,
bacteriostatico, antisséptico e imunoestimulante (Burdock, 1998; Ramos & Miranda,
El-Guendouz et al, 2019; Wolska et al, 2019; Petruzzi et al, 2020).

Sendo uma substéancia resinosa, o prépolis € coletado por abelhas a partir
de exsudatos de plantas e modificada com enzimas salivares. Este composto &
utilizado pelas abelhas para selar fendas, proteger a colmeia contra intrusos e
manter um ambiente estéril (Meurer et al, 2009; Abass & El-Assely, 2012). A
composicéo do propolis varia de acordo com a flora local, mas geralmente contém
resinas, balsamos, ceras, 6leos essenciais, pélen e compostos organicos, como
flavonoides e acidos fendlicos, que conferem ao propolis suas multiplas

propriedades biolégicas (Wolska et al, 2019).

Figura 3. Aspecto visual do propolis (resina).

O proépolis contém niveis variaveis de componentes que variam de 45 a
55% de resinas e balsamos vegetais (ésteres, acidos fendlicos e flavonoides), 8 a
35% de cera (principalmente cera de abelha), 5 a 10% de Oleos aromaticos e
essenciais (pineno, viridiflorol, tricosano, e eudesmo), 5% de acidos graxos

(geralmente de cera e o restante dependendo da origem botanica), 5% de pdlen e
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5% de outros componentes orgéanicos (aglcares, quinonas, lactonas, cetonas,
esteroides) e microelementos (Fe e Zn) (Bankova et al, 2000) . O prépolis varia em
cor de amarelo-esverdeado a marrom, dependendo de sua maturacdo e fontes
(Burdock, 1998; Wach, 2013).

A composi¢do do propolis contém grande numero de biomoléculas
incluindo fendis, ésteres, terpenos, hidrocarbonetos, aclcares e componentes
minerais. Foi relatado que o prépolis contém varios compostos bioativos, como
flavonas, flavondis, dihidroflavonol, flavanonas e compostos fendlicos totais. Esses
compostos bioativos tém estreita associacdo com a sua atividade biolégica
(Bankova, 2005; Stan et al, 2011; Orug et al, 2017).

Sua atividade antimicrobiana é uma das mais bem documentadas, sendo
eficaz contra diferentes micro-organismos.O estudo da acdo antibacteriana contra
varias cepas tem demonstrado que o propolis € mais eficaz contra bactérias Gram-
positivas do que Gram-negativas (Sforcin et al., 2000). O propolis também
apresenta atividade antifungica (Sforcin et al., 2001; Ota et al., 2001; Siqueira et al.,
2009), anti- parasitaria (Freitas et al., 2006; Saloméao et al., 2011; Da Silva et al.,
2013) e antiviral (Bufalo et al., 2009), sendo que ela age diretamente sobre o0s
micro-organismos in vitro ou estimular o sistema imune para elimina-los in vivo
(Sforcin & Bankova, 2011). Dessa forma, o propolis induz aumento na atividade
antimicrobiana de macrofagos contra Paracoccidioides brasiliensis (Murad et al.,
2002), contra Samonella Typhimurium (Orsi et al., 2005), de mondcitos contra
Candida albicans (Cardoso et al., 2017), e células dendriticas (DCs) contra
Streptococcus mutans (Conti et al., 2016).

Na piscicultura, o uso de préopolis como imunoestimulante tem ganhado
destaque devido a necessidade de alternativas naturais e eficazes para a promogao
da saude dos peixes (Meurer et al, 2009; Abass & El-Assely, 2012). O proépolis
melhora a resposta imune dos peixes, aumentando a produgdo de células de
defesa, como leucdcitos, e a atividade de enzimas imunoldgicas, como a lisozima.
Isso resulta em uma maior resisténcia as infecgdes, redugcao da mortalidade e
melhoria do bem-estar geral dos peixes, contribuindo para uma produgdo mais
sustentavel e eficiente (Dotta et al, 2015).

O cultivo de tilapias, em particular, tem se beneficiado do uso de propolis.
Estudos mostram que a suplementacao de dietas de tilapias com propolis melhora

parametros imunolégicos, como a atividade fagocitica e a producéo de anticorpos.
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Além disso, peixes suplementados com propolis apresentam melhores taxas de
crescimento e conversao alimentar, provavelmente devido ao efeito positivo do
prépolis na saude intestinal e na digestdo (Cardoso et al., 2017).

Peixes redondos, como o tambaqui e o pacu, também tém mostrado
respostas positivas ao uso de prépolis. A suplementagdo com propolis nestes
peixes resulta em uma melhor resisténcia a patdégenos comuns na aquicultura,
como Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae. Além disso, o propolis
auxilia na recuperagdo de peixes apos infeccoes ou estresses ambientais,
acelerando o processo de cicatrizagao e reduzindo o uso de antibiéticos (Dotta et
al, 2015).

A aplicagéo de proépolis na aquicultura ndo se limita apenas a alimentagao.
O uso topico de extratos de préopolis em feridas e lesbes cutaneas de peixes tem
mostrado acelerar a cicatrizagdo e prevenir infeccdes secundarias. Isso é
particularmente util em sistemas intensivos de cultivo, onde os peixes sdo mais
suscetiveis a lesdes e infecgdes devido a alta densidade populacional e ao manejo
frequente (Meurer et al, 2009; Abass & El-Assely, 2012). Além dos beneficios
diretos para a saude dos peixes, 0 uso de propolis na aquicultura contribui para a
sustentabilidade do setor. Ao reduzir a dependéncia de antibidticos e outros
medicamentos sintéticos, o propolis ajuda a diminuir o risco de desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana e a contaminagao ambiental (Mafra et al, 2022). Isso esta
alinhado com as praticas de aquicultura responsavel e sustentavel, que buscam
minimizar os impactos negativos ao meio ambiente e garantir a segurancga alimentar
através dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentaveis da ONU, pela Agenda
2030 (ONU, 2015).

Por ser um composto natural com multiplas propriedades benéficas, o
propolis tém diversas opg¢des que podem ser exploradas na aquicultura. Seu uso
como imunoestimulante em tilapias, peixes redondos e outras espécies cultivadas
oferece uma alternativa promissora para a promoc¢ao da saude e bem-estar dos
peixes (Meurer et al, 2009; Abass & El-Assely, 2012). Ao melhorar a resisténcia as
doencgas, promover o crescimento saudavel e reduzir a necessidade de tratamentos
quimicos, o propolis se destaca como uma ferramenta valiosa para a aquicultura
moderna e sustentavel (ONU, 2015).

Portanto, diante da possibilidade da utilizagdo de compostos fitoterapicos

como imunoestimulantes préviamente as infeccdes causadas por bactérias
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comumente afetadas no cultivo de peixes em aquicultura, o estudo em questéo
pretende avaliar a eficacia da adicdo de Oleo de copaiba e prépolis a dieta de
Oreochromis niloticus e investigar suas a¢fes como antimicrobianos, anti-
inflamatorios e suas atuacgdes no sistema imunoldgico de tilapias do Nilo, assim

como seu papel no efeito de crescimento desta espécie.
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CONCLUSAO

O presente estudo investigou os efeitos da suplementagdo com oleo de
copaiba e extrato de propolis no sistema imunoldgico, no crescimento e na protegéo
contra infeccbes de tilapias. Os resultados obtidos demonstram que ambos os
compostos, isolados ou em associagao, tiveram um impacto positivo significativo
na resposta imunolégica, evidenciado por marcadores imunolégicos melhorados.
Além disso, esses compostos demonstraram efeito protetivo contra a infecgao pelo

Streptococcus agalactiae, uma patologia comum e prejudicial a piscicultura.
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