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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo quantificar a intensidade de marcadores celulares no
tecido hepatico de tilapias-do-nilo alimentadas com e sem adi¢do do probidtico
Lactobacillus plantarum. Os alevinos foram cultivados em sistema de recirculagéo e
alimentados duas vezes ao dia. Apds 30 dias de alimentacéo, os tratamentos com
adicdo de L. plantarum apresentaram maior ganho de peso, comparado ao grupo
controle. A intensidade da imunomarcagao para os hormoénios IGF-1 e Leptina foram
significativamente menores nos tratamentos com relagdo ao grupo controle. Os
resultados mostram que o probidtico reduziu os niveis hormonais, porém nao afetou
0s niveis dos receptores no tecido hepatico.
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ABSTRACT

The objective of this study was to quantify the intensity of the cellular markers in the
hepatic tissue of Nile tilapia fed diets with and without the addition of the probiotic
Lactobacillus plantarum. The fingerlings were cultivated in a recirculation system and
fed twice a day. After 30 days of feeding, the treatment containing L. plantarum
inoculum showed a greater gain in weight when compared to the control group. The
intensity of the immunostaining for the IGF-1 and Leptin hormones were significantly
lower in the treatment than in the control group. The results show that the probiotic
reduced hormone levels, but did not affect the levels of the receptors in the hepatic
tissue.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil produziu 722.560 toneladas de peixes de cultivo em 2018, sendo que
a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) representou 55,4% deste montante com



400.280 toneladas, mantendo o Brasil como o 4° produtor mundial de tilapia (PeixeBr
2019). Com o atual crescimento exponencial da populagdo mundial, ha um embate
entre atender a demanda de alimento e lidar com os impactos ambientais gerados
pela produgdo animal (FAO 2018). A intensificagdo dos sistemas de produ¢do em
busca de atender esta demanda, traz como consequéncia a elevagao de matéria
organica, das condigdes de estresse e a multiplicagao de patdgenos que, por sua vez,
pode interferir na homeostase do organismo, ocasionando surtos de enfermidades
(Bregnballe 2015). Para o tratamento dessas enfermidades é utilizado substéncias
quimioterapicas, porém, farmacos como antibiéticos podem acarretar resisténcia
bacteriana, se utilizados de forma irracional e irrestrita (Tyrrell et al. 2019).

Neste sentido, a cepa probidtica Lactobacillus plantarum apresenta elevado
potencial para aplicagdo na tilapicultura, uma vez que tem demonstrado significativa
capacidade de colonizacado do trato intestinal, de inibigao de bactérias patogénicas,
bem como na melhora da resposta inespecifica do sistema imune da tilapia-do-nilo
(Jatoba et al., 2015; Dotta et al., 2011).

Diversas pesquisas tém sido direcionadas ao entendimento dos fatores que
regulam o metabolismo com o sistema imune de vertebrados, bem como ao efeito dos
probioticos sobre os mesmos (Dar et al., 2018). O uso de probidticos esta relacionado
a secrecao de diversos marcadores celulares como neuropeptideo Y (npy), leptina,
insulina e hormdnio do crescimento (GH), citocinas TNF-a, IL6 IL-1b, (Bagarolli et al.,
2017; Procaccini et al., 2017).

No entanto, existem questdes a serem elucidadas quanto a interagao do eixo
horménio do crescimento (GH)/IGF-I e a leptina com a regulagdo do crescimento,
metabolismo, reproducao, imunidade e equilibrio osmotico de organismos vertebrados,
e como a comunidade microbiana do trato digestivo, bem como a utilizacdo de
probidticos, podem influenciar nos niveis destes horménios. Desta maneira, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito da cepa probiotica (Lactobacillus plantarum) sobre
parametros microbiolégicos, modulagao da leptina, IGF-1 e seus receptores no tecido
hepatico de tilapias-do-nilo (Oreochromis niloticus).

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Aquicultura do Instituto Federal
Catarinense - Campus Araquari. Os alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
foram obtidos através de reproducao natural no Laboratério de Aquicultura da referida
instituicdo e mantidos em tanques escavados, inicialmente alimentados com racao
comercial com 40% de proteina bruta (GUABI®), e depois com ragao extrusada com
32% de proteina bruta (GUABI®) até serem transferidos para as unidades
experimentais.

O experimento foi realizado utilizando-se um sistema de recirculagdo da agua
com filtro fisico, biolégico, e luz ultravioleta (UV), para esterilizagdo da agua.
Adicionalmente, de acordo com Strickland e Parsons (1984), foi feita uma analise de
nitrato no inicio e no final do experimento para confirmar o processo de nitrificagdo no
filtro bioldgico. Todos os parametros avaliados se mantiveram em niveis adequados
para o cultivo de O. niloticus. Oxigénio dissolvido 4,35 + 0,23 mg L', temperatura
25,43 £ 0,02 °C, pH 7,25 + 0,15, am6nia 0,02 = < 0,01, mg L' N-NH3, e nitrato inicial
0,09 £ < 0,01 mg L " N-NOs e nitrato final 4,88 + < 0,01 mg L' N-NOa,

Para o povoamento, primeiro foi realizada uma aclimatagao gradual dos animais
a agua dos tanques experimentais durante 50 minutos, em seguida, os alevinos de



tilapia-do-nilo foram transferidos para 6 tanques de polietileno, com capacidade de 46
L, totalizando 8 animais com 23, 16 g £ 0, 50 (biomassa total do tanque (185, 35 g
4, 03). As seis unidades experimentais foram divididas aleatoriamente em dois
tratamentos, em ftriplicata: peixes alimentados com dieta suplementada com
Lactobacillus plantarum (probidtico) e alimentados com dieta sem suplementagao
(controle). Os peixes foram aclimatados durante 7 dias e alimentados duas vezes ao
dia (8:00 e 17:00 horas) com ragdo comercial com 32% proteina bruta (GUABI®)
durante 30 dias de experimento.

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com os protocolos
estabelecidos por Jatoba et al. (2008) sendo que as probidticas receberam 10% (v/p
in6culo/ragao) de inéculo, contendo L. plantarum em meio de cultura na concentragao
de 1x108 unidades formadoras de col6nia (UFC) por mL™'. Ja as dietas controles
receberam apenas o0 meio de cultura estéril, na mesma proporgao. Apds misturar
homogeneamente os inoculos nas dietas, estas foram secas em estufa e a
temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas.

O experimento foi certificado pela comissdo de ética no uso de animais
(CEUAV/IFC - protocolo numero 202/2017). Apds o periodo de alimentagao, os peixes
permaneceram 12 horas de jejum para coleta do trato intestinal e figado. Para isso,
foram anestesiados com Eugenol (50 mg. L") e sacrificados por concussdo da medula
espinhal.

Para analise de imuno-histoquimica, foram coletados figados de seis animais
(£30g) por tratamento e fixados em formol 10%. Apds o preparo das laminas com
cortes histolégicos de figado (3 pm), anticorpos policlonais primarios foram instilados
sobre as mesmas, anti-leptina (Ob A-20) e anti-IGF-1 (H-70) diluidos em solugao de
BSA 1,5%, e incubadas em camara umida overnight a 4 °C. Posteriormente, o
anticorpo secundario foi instilado e as laminas incubadas. Por fim, foram coradas com
diamino-benzidina-peroxidase e contra coradas com Hematoxilina de Mayer filtrada,
conforme protocolos seguidos por Moreira et al. (2013). No total foram analisados 180
acinos hepaticos com o uso do programa Image J®, que utiliza uma escala de 0 a 255,
onde 0 indica maior intensidade de marcacgao e 255 indica auséncia de marcagao.

Para analise estatistica, os dados foram previamente submetidos a analise de
Bartlett para verificar a homogeneidade de variancia dos dados. Quando confirmada
a homogeneidade foi realizado um teste T de separagédo de médias. Todas as analises
com 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os alevinos de tilapia-do-nilo alimentados com dieta suplementada com
bactérias probidticas apresentaram melhor conversdo alimentar e maior peso final
comparado ao grupo controle (p <0,05). Porém, ndo houve diferenca significativa para
sobrevivéncia, conforme os dados observados abaixo.

De acordo com analises microbiolégicas foi observado evidente colonizagao de
L. plantarum no trato digestivo das tilapias alimentadas com probiético. Os resultados
da imunomarcacao dos acinos hepatopancreaticos demostraram que a intensidade
para os marcadores IGF-1 e Leptina foi significativamente menos intensa no grupo
suplementado com probiético em relagdo ao grupo controle. No entanto, ndo houve
diferenca significativa para a imunomarcagao dos seus respectivos receptores nos
grupos avaliados (Tab. 1). Fato que pode ter ocorrido devido a agéo do probidtico em
conjunto com o efeito do periodo de jejum antes da coleta, o qual foi de



aproximadamente 12 horas. A diminuigdo dos niveis de leptina durante o estado de
jejum esta associada ao incremento da motivagéo para buscar alimento, bem como a
sensagao de recompensa quando o animal ingere o alimento, além de induzir
neurocircuitos anoréxicos a fim de reduzir o catabolismo de acucares e lipidios
(Munzberg et al., 2015).

Tabela 1. Imunomarcacao da leptina e IGF-1 e seus respectivos receptores (Rec. IGF-1 e Rec. Leptina)

no citoplasma dos acinos hepatopancreaticos de tilapias-do-nilo ap6s 30 dias de alimentagdo com
dietas suplementadas com L. plantaurum e sem suplementacéo (controle).

" Tratamento
Marcadares hepaticos Controle Probidtico P
IGF 1 68,20 £ 11,06 82,10 + 10,78 < 0,0001
Leptina 80,90+1154 87,10+11,86 0,0155
Rec. IGF -1 85,43 £18,83 80,10 + 10,70 0,1750
Rec. Leptina 86,00 + 6,81 89,69 + 9,26 0,0907

" Dados apresentados como média * desvio padrdo.
2255 a marcagao menos intensa e 0 zero a marcagido mais intensa.
3Valor de p menos que 0,05 (p < 0,05) considerado significativo pelo teste t.

CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que a suplementacédo com L. plantarum reduziu
os niveis de leptina e IGF-1 nos acinos hepaticos de tilapia-do-nilo em jejum, mas nao
dos receptores, o que foi acompanhado pela melhora no desempenho zootécnico e
pela redugao de bactérias patogénicas no trato digestivo.
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