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RESUMO

Este trabalho avaliou a resposta inflamatoria aguda induzida por inje¢ao de carragenina (500 pg) na
bexiga natatéria de tilapias (Oreochromis niloticus) suplementada ou ndo com probiético na ragéo.
Cinquenta e quatro animais foram distribuidos em seis tratamentos com trés repetigcdes: Grupo A:
Peixes alimentados com racdo ndo suplementada com probidtico: T1 - Injecdo de 0,5 ml de solugéo
salina estéril (IS); T2 — Injecao de 500 pg de carragenina (IC); T3 - Nao injetados (NI). Grupo B:
Peixes alimentados com rac&o suplementada com probiético: T4 - Injecdo de 0,5 ml de solugéo salina
estéril (IS); T5 - Injegdo de 500 ug de carragenina (IC); T6 - Nao injetada (NI). Apés 15 dias de
alimentacgao foi realizada a injecao de carragenina ou salina. Apds seis horas, realizou-se a coleta de
exsudato e de sangue para determinagdo da porcentagem do hematdcrito, contagens totais de
eritrcitos, leucdcitos e contagem diferencial de leucécitos. A atividade fagocitaria foi analisada no
sangue. A suplementagdo com probidtico na ragdo nao influenciou o numero total de eritrécitos, a
porcentagem de hematdcrito e os nimeros de linfocitos e baséfilos no sangue dos animais. O numero
de neutrdfilos foi significativamente maior nos peixes suplementados com probidtico e injetados com
carragenina. A concentracdo de glicose nos peixes suplementados com probiético ndo injetados foi
estatisticamente maior do que nos injetados com salina. A suplementagdo com probiotico
potencializou a migragdo de células para o foco inflamatério nos animais injetados com o flogégeno
carragenina. Em peixes injetados com salina e carragenina, ocorreu maior atividade fagocitaria no

sangue em relagao aos demais tratamentos.

Palavras chave: Tilapia, probidtico, Lactobacillus plantarum, inflamagao, hematologia, fagocitose



ABSTRACT

The present study evaluated the acute inflammatory response induced by carrageenin (500 ug)
injected in the swim bladder of tilapia (Oreochromis niloticus), after fed or not probiotic supplemented
diet. Fifty four fish were distributed in six treatments and three replicates: Group A: Fish fed
unsupplemented diet: T1 — fish injected with 0.5 ml sterile saline solution (IS); T2 — fish injected with
500 ug carrageenin diluted in 0.5 ml saline (IC); T3 — Non-injected (NI). Group B: Fish fed probiotic
supplemented diet: T4 — fish injected with 0.5 ml sterile saline solution (IS); T5 — fish injected with 500
Mg carrageenin diluted in 0.5 ml saline (IC); T6 — Non-injected (NI). Fifteen days after feeding the fish
were injected with carrageenin or saline. After six hours, the inflammatory exudate was collected, as
well as the blood for hematocrit percentage, total counts of erythrocytes and leucocytes and
differencial count of leucocytes. The phagocytic activity was also performed in the blood.
Supplementation with probiotic did not influence the total number of erythrocytes, the percentage of
hematocrit and the numbers of lymphocytes and basophiles in the blood. The number of neutrophils
was significantly higher in supplemented fish injected with carrageenin. Glucose concentration in
supplemented and non-injected fish was higher than that observed in the saline injected ones.
Probiotic potentialized the migration of cells to the inflammatory focus in the animals injected with the
carrageenin irritant. In fish injected with saline and carragenina occurred the greatest phagocytic

activity in the blood in relation to those treatments.

Key words: Tilapia, probiotic, Lactobacillus plantarum, inflammation, haematology, phagocytosis
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INTRODUGAO

Conforme dados da FAO — Food and Agriculture Organization of United Nations (2006), a
producdo mundial da aquicultura (marinha, estuarina e continental) cresceu 81,07% nos ultimos 10
anos, sendo que mais da metade desta produgdo é da China (67,32% em 2005), seguida pela india
(5,89%). O Brasil ocupa a 17% posicdo mundial na produgdo em aquicultura, sendo inserido no
contexto internacional como um dos paises com grande potencial para a piscicultura, pois além de
possuir um vasto territorio, suas condigdes climaticas favorecem o implemento de cultivos de peixes
de agua doce (PAVANELLI et al., 1998).

Nesse contexto, a criacdo de peixes € uma alternativa racional, de grande valor econémico e
ecologico. No Brasil as primeiras iniciativas nessa area tiveram inicio em 1904, porém apenas a partir
de 1927 foi que a atividade ganhou proporgdes econdmicas relevantes. A maior parte da produgao
nacional relacionada a piscicultura de agua doce, esta representada por espécies exdticas, tais como
as carpas (comum, capim, prateada e cabeca grande) e a tilapia do Nilo (BORGHETTI et al., 2003) e
truta arco-iris (IBAMA, 2007).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Lennaeus, 1758) é originaria do continente africano e
pertence a familia dos ciclideos, sendo que existem mais de 70 espécies agrupadas em trés géneros:
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. As espécies do género Oreochromis, ao qual pertence a tilapia
nilética, sdo onivoras micréfagas, entretanto na fase inicial de alevino sao fitoplantéfagas (ZANIBONI
FILHO, 2004; KUBITZA, 2000), tal caracteristica é favoravel ao cultivo.

De maneira geral esses peixes apresentam distribuicdo geografica restrita a regides com
temperatura minima de até 20° C (ZANIBONI FILHO, 2004). No entanto, a tildpia-do-Nilo, quando
corretamente aclimatada, pode ser cultivada em temperatura de até 14°C (MARUYAMA, 1958 apud
ZANIBONI FILHO, 2004), suportando temperaturas minimas letais de 8 a 13°C (KUBITZA, 2000). Por
outro lado, temperaturas em torno de 41°C sao consideradas como limite superior e a faixa 6tima fica
compreendida entre 26 e 28°C (ZANIBONI FILHO, 2004). Quanto mais préxima for a temperatura de
aclimatacao dos limites maximos e minimos, maior sera a tolerancia ao calor e ao frio (FERNANDES
& RANTIN apud KUBITZA, 2000).

As tilapias também apresentam uma consideravel tolerancia a altas salinidades — o que pode
ser explicado pela sua provavel origem marinha (ZANIBONI FILHO, 2004; TAVARES-DIAS, 2003).
Para a tilapia-do-Nilo a faixa étima é de 10 a 12g de sal/litro (KUBITZA, 2000).

A faixa o6tima de pH esta entre 7 e 8 podendo, em algumas espécies, haver uma variagéo entre
5 e 11(ZANIBONI FILHO, 2004).

Estima-se que no periodo de 1996 a 2005, a produgao de tilapias no Brasil cresceu em média
23% ao ano (IBAMA, 2007). A produgao brasileira de 2005 ultrapassou a produgao conjunta dos
principais paises exportadores de filé fresco de tilapia para o mercado americano (Equador,
Honduras, Costa Rica e Colombia).

De acordo com Nogueira (2008), sdo varios os motivos que justificam a preferéncia dos
produtores pela tilapia, entre os quais destacam-se:

o Facil adaptagao as diversas condi¢des de cultivo nas diferentes regides do pais;
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¢ Ciclo de engorda relativamente curto (seis meses em média);

o Aceitagdo de uma ampla variedade de alimentos;

e S&o resistentes a doencas, altas densidades de povoamento e baixo teor de oxigénio
dissolvido;

e Desova durante todo o ano;

e Possui carne saborosa e saudavel, com baixo teor de gordura (0,9g por 100g de carne);

e Possui baixo nivel de calorias (172 kcal por 100g de carne);

e Nao possui espinhas em forma de “Y”;

e O rendimento do filé chega a 37% em peixes com peso médio de 600 gramas.

A produgao mundial de tilapias tem crescido acentuadamente e, atualmente, € uma das
espécies mais indicadas para o cultivo intensivo, devido as suas qualidades para a produgéo
industrial e a excelente textura de carne (CLEMENT e LOVELL, 1994). Todavia, o cultivo intensivo de
peixes, devido a fatores intrinsecos da atividade, favorece o aparecimento de algumas situagdes
problematicas, tais como enfermidades infecciosas e parasitarias. O sucesso da piscicultura depende
de varios fatores, entre os quais um dos mais importantes, sendo o mais relevante relaciona-se com a
condigdo sanitaria dos peixes a serem criados. Numerosos exemplos demonstram que as
pisciculturas s6 podem ter sucesso desde que sua gestdo leve em consideracdo os aspectos
sanitarios tais como profilaxia, diagnostico (MORAES e MARTINS, 2004).

A literatura mostra diversos tipos de doengas inflamatérias em peixes, que surgem como
decorréncia de enfermidades causadas por diferentes tipos de agentes, surgindo o interesse e a
necessidade de estudos com relagao as respostas de defesa do organismo destes animais. Portanto,
€ necessario dar atengao a questédo da sanidade aquicola que compreende toda pratica em sistemas
de producdo que permita o desenvolvimento dos peixes em condicdo de saude (FIGUEIREDO,
2007). Segundo VINATEA (2004), é necessario que a aquicultura se desenvolva guiada por critérios
éticos, sociais e ambientais, além dos critérios de ordem tecnoldgica (VINATEA, 2004).

Determinados tipos de alimentos tém efeito benéfico sobre a salide do hospedeiro. O estudo
desses alimentos, denominados de funcionais, e seus componentes, tornou-se intenso apenas nos
ultimos anos (OLIVEIRA et al., 2002). Sao considerados alimentos funcionais aqueles que fornecem a
nutricdo basica e a melhora da saude por meio de mecanismos nao previstos pela nutricdo
convencional, devendo ser salientado, que esses efeitos restringem-se a melhora da saude e ndo a
cura de doencas (SANDERS, 1998). Neste grupo, podemos incluir os probiéticos, que podem ser
incorporados na dieta, tornando-se suplementos alimentares compostos de microorganismos vivos
que beneficiam a sadde do hospedeiro por meio do equilibrio da microbiota intestinal (FULLER,
1989). Os probiodticos séo ingredientes nao digeriveis incorporados aos alimentos no sentido de
selecionar determinadas bactérias da microbiota intestinal, por meio de sua atuagdo como substrato
seletivo no célon (ZIEMER e GIBSON, 1998; LEE et al., 1999).

Em condigbes normais, iniUmeras espécies de bactérias estdo presentes no intestino, a
maioria delas anaerdbias restritas. Essa composi¢ao € capaz de induzir a possiveis variagoes fisicas
e quimicas no intestino (LEE et al, 1999). Paralelamente, quando em equilibrio, impede que

microorganismos, nela encontrados, potencialmente patogénicos exercam seus efeitos.
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A selegdo de bactérias probitdticas tem como base os seguintes critérios: o género ao qual
pertence a bactéria, a estabilidade frente ao acido gastrico e a bile, a capacidade de aderir a mucosa
intestinal, a capacidade de colonizar, ao menos temporariamente o trato gastrintestinal, a capacidade
de produzir compostos antimicrobianos metabolicamente ativos no intestino (COLLINS et al., 1998;
SAARELA et al., 2000). Entre os microorganismos empregados como probiéticos, destacam-se as
bactérias pertencentes ao género Lactobacillus, as quais sao mais frequentemente consideradas
seguras ou reconhecidamente seguras. Por outro lado, certas bactérias do género Streptococcus e
Enterococcus sao patdégenos oportunistas (COLLINS et al., 1998; LEE et al., 1999).

Segundo CASTRO (2003), sdo atribuidas aos probidticos varias agbes benéficas como o
auxilio na digestdo e absorgédo de nutrientes (envolvimento na bioquimica intestinal, especialmente
em relagdo a agao sobre os sais biliares), agao inibitéria no crescimento de bactérias patogénicas
(producao de bacteriocinas), producao de lactato e acetato que reduzem o pH do meio, exercendo
efeito antibacteriano, produgdo de metabdlitos que inibem bactérias Gram negativas e positivas
patogénicas, produgédo de vitaminas do complexo B, estimulo do sistema imune pela ativagao dos
macréfagos, ativacao do sistema imune contra células malignas, restauracdo da microbiota intestinal
apo6s tratamento com antibiotico. O uso de probidtico na aquicultura € um tema muito recente, mas
tem-se observado resultados promissores, principalmente no cultivo de larvas de peixes e moluscos
(PLANAS e CUNHA, 1999).

O efeito de probidticos sobre a imunidade tem induzido grande numero de pesquisas
(COPPOLA e GIL-TURNES, 2004), apesar de ainda nao estar esclarecido como estes atuam
(CROSS, 2002). Também tem sido demonstrado que os probiéticos favorecem a atividade fagocitaria
inespecifica dos macréfagos alveolares sugerindo agao sistémica por secregdo de mediadores que
estimulariam o sistema imune (CROSS, 2002). MAASSEN et al. (2000) comprovaram, no entanto,
que a sintese de citocinas pela mucosa intestinal depende da cepa de Lactobacillus.

Na aquicultura, os probiéticos podem ter acdo mais abrangente, por ser um microorganismo
vivo ministrado a agua de cultivo ou na alimentagdo dos animais. Podem atuar beneficamente no
ecossistema aquatico, seja melhorando o consumo ou absorgao da ragdo, o sistema imunoldgico ou
a qualidade ambiental (VERSCHUERE et al., 2000). Segundo BOYD (1999), os probiéticos tém
mostrado diversas vias de agéo: exclusdo por competicdo de bactérias patogénicas através da
producdo de substancias inibitérias, melhora na qualidade de agua, melhora na defesa imunoldgica
dos animais e melhora na sua assimilagcdo de nutrientes pela producdo de enzimas digestivas
suplementares.

Na atividade aquicola, ha interesse especial em aumentar a resisténcia as doengas e
incrementar a atividade fagocitaria de células de defesa, principalmente pelo incremento de métodos
no cultivo que coloquem em pratica, manejos ecologicamente corretos (GATESOUPE, 1999).

Dentre as principais formas de defesa do hospedeiro contra variaveis formas de agressao ao
organismo, encontra-se o processo inflamatério, que pode ser definido como uma resposta vascular e
celular dos tecidos vivos a agressdo (THOMPSON, 1983). Os vertebrados em geral, desenvolveram
um conjunto de reagdes interdependentes de defesa do organismo, estas reagdes em conjunto, sao

denominadas inflamagao. Apesar das variaveis filogenéticas, a inflamagao € uma reagéo bioldgica
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acentuadamente uniforme contra uma ampla variedade de irritantes fisicos, quimicos e fisiologicos. E
uma resposta evolutiva e adaptativa que aumenta a sobrevivéncia dos animais que possuem
sistemas vasculares.

Segundo CHEVILLE (1994), quando um irritante atravessa uma barreira epitelial como a pele,
ele ganha acesso aos tecidos mesenquimatosos, os quais reagem na tentativa de destruir o irritante e
formar uma barreira inflamatéria. Na inflamagao aguda, os tecidos se distendem com liquidos e
células inflamatérias devido a alteracdo da parede vascular. As proteinas plasmaticas como a
albumina, fibrinogénio, anticorpos, complemento e lisozima extravasam para os tecidos. Isto é
seguido imediatamente pela exsudagdo de células fagocitarias, principalmente neutrofilos e
mondcitos. As lesdes inflamatérias, quando observadas ao microscopio, variam quanto a intensidade
e a dominancia de um componente em particular. As diferencas dependem do tipo de irritante e da
espécie animal envolvida.

De forma didatica, a inflamagado pode ser apresentada em 3 niveis: (a) vasodilatagdo e
aumento da permeabilidade vascular; (b) migragdo de leucécitos e remogao de restos inflamatérios e
(c) definicdo e cura. Dessa forma, a migracao de granuldcitos e as modificagdes vasculares séo as
principais caracteristicas da fase aguda da inflamacgao.

O processo inflamatério e seus mecanismos de controle sdo conhecidos em mamiferos.
Todavia, pouco se conhece em outras classes do reino animal, como 0s peixes, que Sao
merecedores de ateng¢do do ponto de vista da fisiopatologia comparada (MARTINS, 2000).

Relacionando ao que se conhece sobre o sistema imune dos invertebrados, sabe-se que os
animais desta classe sdo capazes de realizar respostas de defesa como a fagocitose e o
encapsulamento. N&o esta claro se as células fagocitarias dos invertebrados, de um ponto de vista
evolutivo originaram os granulécitos ou macréfagos dos vertebrados. O macréfago é provavelmente o
mais antigo dentre estes dois tipos celulares. Linfocitos, mondcitos/macréfagos e outros tipos
celulares de leucécitos encontrados em mamiferos, provavelmente tiveram a sua primeira aparigao
durante a evolugdo dos peixes. A notavel similaridade na maioria dos tipos leucocitarios de
vertebrados modernos esta refletido em um ancestral comum (HILL e ROWLEY, 1996).

As primeiras observagcbes sobre a inflamagdo em peixes foram realizadas por
METCHINIKOFF (1893) e MESNILL (1895) com fagocitose de eritrécitos de cobaias injetados na
cavidade de Carassius auratus e de Bacillus anthracis por leucdcitos de peixes, respectivamente.
Posteriormente WEINREB (1958), realizou a injeg¢ao intra-peritoneal de querosene em trutas arco-iris,
Salmo gairdneri, induzindo o aumento no numero de neutréfilos e comprovando a agdo de aumento
na permeabilidade vascular pela dilatacdo, edema e congestdo dos vasos sanguineos, com inchago
endotelial continuo durante as 6 primeiras horas de injecdo. Outro estudo na mesma espécie, com
inoculagdo intraperitoneal de Yersinia ruckeri, provocou acumulo de 57% de linfécitos e 43% de
células polimorfonucleares (GRIFFIN, 1983).

No Brasil, a carragenina, polissacarideo sulfatado, derivada de algas é classicamente
utilizada em estudos de inflamag&o aguda. Foi testada pela injecdo na bexiga natatéria de tilapias (O.

niloticus) e induziu congestdo vascular, acimulo predominante de trombdcitos e macréfagos, raros
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granulécitos e edema (MATUSHIMA e MARIANO, 1996). Esses resultados foram corroborados por
MARTINS (2000) que utilizou o mesmo modelo em Piaractus mesopotamicus.

A participagao celular na resposta inflamatéria em teledsteos parece ser bifasica, comegando
com um influxo de neutréfilos procedidos por mondécitos/macréfagos. Os granuldcitos (neutréfilos) que
sdo vistos no sangue periférico de vasos sanguineos, tém a capacidade de migrar rapidamente
atravessando os vasos sanguineos para alcangar o local inflamado, os macréfagos aparecem nos
tecidos, tendo sua origem nos mondcitos derivados do sangue. Apds a chegada dos macréfagos no
local da inflamacgéo, tornam-se estimulados com potencial fagocitario aumentando a atividade
antimicrobiana (REITE, 2006). Em observagdes histolégicas da inflamagéo induzida por terebentina
em trutas arco iris, WEINREB (1958) sugeriu que a resposta fisiolégica em trutas seja similar a
observada em mamiferos em condi¢cdes simelhantes. IGER et al. (2006) também observaram uma
resposta similar de migragdo de células inflamatérias no curso da cicatrizacdo e estabilizacdo da
saude em peixes.

Estes leucécitos e fagocitos atuam para remover irritantes, bactérias, células danificadas e
tecidos. Uma répida migracédo de basodfilos também foi observada por SUZUKI e IIDA (1992) em
Cyprinus carpio e Takifugu niphobles, embora a real fungdo destas células na inflamagao nao esteja
esclarecida.

Além da analise do exsudato, os parametros hematolégicos também podem auxiliar de forma
significativa na compreensao do processo inflamatério nos peixes. A presenga de agentes irritantes
gera um estimulo estressante, gerador de alteragdes conhecidas na concentragdo de hemoglobina,
hematdécrito ou contagem de eritrocitos que podem indicar a ocorréncia de hemoconcentragdo ou
hemodiluicdo, causada por disfuncdo osmorregulatéria (HOUSTON et al. 1996). Mas o principal
indicador é a contagem de leucécitos, que pode induzir a ativagdo do mecanismo celular imune
(TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

A utilizagado de probidticos na aquicultura representa alternativa importante na melhora do
sistema imunolégico como mantenedor da homeostase dos animais. A utilizagdo de ragdo comercial
balanceada e de uma cepa de bactéria isolada de animais doentes reflete na pratica a necessidade
deste estudo, analisando a resposta inflamatéria em peixes de cultivo, bem como o conhecimento das
caracteristicas hematolégicas frente as respostas do organismo a determinados estimulos e a sua
relacdo ao uso de probiodticos.

O presente trabalho, sera submetido e apresentado de acordo com as normas da revista Acta

Scientiarum. Biological Sciences.
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OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por finalidade contribuir com o conhecimento relacionado ao uso do
probidtico, Lactobacillus plantarum na aquicultura. Investigando sua acdo como
imunoestimulante e atividade sobre a resposta inflamatéria de tilapias do Nilo (Oreochromis

niloticus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a resposta inflamatéria aguda de tilapias do Nilo alimentadas com racgéo
suplementada com o probiético Lactobacillus plantarum.

Avaliar a atividade fagocitaria e as caracteristicas do exsudato inflamatério em tilpias
alimentadas com racao suplementada com Lactobacillus plantarum.

Avaliar as variaveis hematologicas das tilapias alimentadas com a ragado suplementada com

probiético, Lactobacillus plantarum.
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Resposta inflamatéria aguda em tilapia do nilo alimentada com probiético, Lactobacillus

plantarum na dieta

RESUMO

Este trabalho avaliou a resposta inflamatéria aguda induzida por inje¢ao de carragenina (500 ug) na
bexiga natatéria de tilapias (Oreochromis niloticus) suplementada ou ndo com probiético na ragao.
Cinquenta e quatro animais foram distribuidos em seis tratamentos com trés repeticdes: Grupo A:
Peixes alimentados com racéo nao suplementada: T1 - Controle (injegdo de 0,5 ml de solugdo salina
estéril); T2 - Carragenina (injecdo de 500 ug de carragenina); T3 - Nao injetada (NI). Grupo B: Peixes
alimentados com ragéo suplementada com probidtico: T4 - Controle (inje¢ao de 0,5 ml de solugao
salina estéril); T5 - Carragenina (injecdo de 500 pg de carragenina); T6 - Nao injetada (NI). Apos 15
dias de alimentagao foi realizada a injegdo de carragenina ou salina. Apds seis horas, realizou-se a
coleta de exsudato e de sangue para determinagdo da porcentagem do hematdcrito, contagens totais
de eritrocitos, leucécitos e contagem diferencial de leucdcitos. A atividade fagocitaria foi analisada no
sangue. A suplementagdo com probidtico na ragdo nao influenciou o numero total de eritrécitos, a
porcentagem de hematdcrito e os niumeros de linfécitos e basoéfilos no sangue dos animais. O numero
de neutrdfilos foi significativamente maior nos peixes suplementados com probiético e injetados com
carragenina. A concentragdo de glicose nos peixes suplementados com probidtico ndo injetados foi
estatisticamente maior do que nos injetados com salina. A suplementagdo com probidtico
potencializou a migragéo de células para o foco inflamatério nos animais injetados com o flogégeno
carragenina. Em peixes injetados com salina e carragenina, ocorreu maior atividade fagocitaria no

sangue em relagdo aos demais tratamentos.

Palavras chave: Tilapia, probidtico, Lactobacillus plantarum, inflamagao, hematologia, fagocitose.
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Acute inflammatory response in Nile tilapia fed probiotic, Lactobacillus plantarum in the diet

ABSTRACT

The present study evaluated the acute inflammatory response induced by carrageenin (500 ug)
injected in the swim bladder of tilapia (Oreochromis niloticus), after fed or not probiotic supplemented
diet. Fifty four fish were distributed in six treatments and three replicates: Group A: Fish fed
unsupplemented diet: T1 — fish injected with 0.5 ml sterile saline solution (IS); T2 — fish injected with
500 pg carrageenin diluted in 0.5 ml saline (IC); T3 — Non-injected (NI). Group B: Fish fed probiotic
supplemented diet: T4 — fish injected with 0.5 ml sterile saline solution (IS); T5 — fish injected with 500
Mg carrageenin diluted in 0.5 ml saline (IC); T6 — Non-injected (NI). Fifteen days after feeding the fish
were injected with carrageenin or saline. After six hours, the inflammatory exudate was collected, as
well as the blood for hematocrit percentage, total counts of erythrocytes and leucocytes and
differencial count of leucocytes. The phagocytic activity was also performed in the blood.
Supplementation with probiotic did not influence the total number of erythrocytes, the percentage of
hematocrit and the numbers of lymphocytes and basophiles in the blood. The number of neutrophils
was significantly higher in supplemented fish injected with carrageenin. Glucose concentration in
supplemented and non-injected fish was higher than that observed in the saline injected ones.
Probiotic potentialized the migration of cells to the inflammatory focus in the animals injected with the
carrageenin irritant. In fish injected with saline and carragenina occurred the greatest phagocytic
activity in the blood in relation to those treatments.

Key words: Tilapia, probiotic, Lactobacillus plantarum, inflammation, haematology, phagocytosis
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INTRODUGAO

O crescente interesse pela agdo de bactérias probiodticas na aquicultura se deve a continuas
pesquisas na busca de alternativas estratégicas para a prevengdo de enfermidades (Gomez-Gill,
2000). Schrezenmeir e De Vrese (2001) propuseram que o termo probidtico deveria ser usado para
designar preparagdes ou produtos que contém microrganismos viaveis em quantidade adequada, que
alteram a microbiota prépria das mucosas por colonizagdo de um 6rgao do hospedeiro com efeitos
positivos na saude dos animais.

Probidticos, especialmente de bactérias acido-laticas, vem sendo utilizados em dietas, como
suplemento para proteger os peixes de infecgdes (Verschuere et al., 2000). Entre os microorganismos
empregados como probidticos, destacam-se as bactérias pertencentes aos géneros Bifidobacterium e
Lactobacillus (Collins et al., 1998; Sanders e Klaenhammer, 2001; Vieira et al., 2008). As do género
Lactobacillus sao mais freqientemente consideradas seguras ou reconhecidamente seguras (Collins
et al., 1998; Lee et al, 1999). Bactérias acido-laticas tém demonstrado acédo efetiva contra
furunculose causada por Aeromonas salmonicida em bacalhau do Atlantico Gadus morhua (Gildberg
e Mikkelsen, 1998) e vibriose em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (Nikoskelainen et al., 2001).

Uma das principais formas de defesa do organismo contra patdgenos €& o processo
inflamatério. Segundo Martins et al. (2001, 2008) o estudo da resposta inflamatéria em peixes
cultivados, o conhecimento das caracteristicas hematoloégicas e de atividade fagocitaria frente a
estimulos estressantes ou infecgdes constitui ferramenta importante no diagnéstico da saude dos
animais. A resposta inflamatéria em peixes foi avaliada apds administragdo de carragenina na bexiga
natatéria de tilapia Oreochromis niloticus (Matushima e Mariano, 1996) e em pacu Piaractus
mesopotamicus (Martins et al., 2000, 2001). Outros estudos com injecdo intraperitoneal foram
realizados com carvao coloidal em Tautogolabrus adspersus (Mackmull e Michels, 1932)
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli, adjuvante completo de Freund (ACF), querosene e
carragenina (White et al., 1981; Jenkins e Klesius, 1998), Edwardsiella ictaluri (Hérbert et al., 2000),
peptidoglucano (Kono e Sakai, 2001).

Segundo Flores-Quintana e Moraes (2001), a fase aguda do processo inflamatdrio reine um
conjunto de modificagdes metabdlicas e celulares observadas pouco tempo depois do estimulo,
aumento da permeabilidade vascular, aumento no niumero de leucdcitos, principalmente neutrdfilos e
seus precursores. Além da analise do exsudato inflamatério (Martins et al., 2001), da atividade
fagocitaria (Cai et al., 2004) ou do implante de laminulas no tecido subcutaneo (Petric et al., 2003),
outra forma de avaliar a proporc¢ao da resposta inflamatéria no organismo é a analise dos parametros
hematologicos que pode revelar o estado de salde dos animais, auxiliando no diagnostico de
doencas (Blaxhall, 1972; Rehulka, 2002; Martins et al., 2004, 2008; Ghiraldelli et al., 2006).

Avaliar a resposta inflamatéria em peixes, associada a alimentagdo suplementada com
probidtico fornece subsidios ao desenvolvimento de métodos no cultivo que coloquem em pratica
manejos ecologicamente corretos, na busca do aumento na resisténcia as doengas e do incremento

na atividade fagocitaria de células de defesa (Gatesoupe, 1999). Este estudo avaliou os efeitos da
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resposta inflamatéria aguda induzida pela inje¢do de carragenina na bexiga natatéria de tilapia do

Nilo alimentada com racéo suplementada com Lactobacillus plantarum isolado da propria espécie.
MATERIAL E METODOS

Condigoes experimentais

Foram utilizadas 54 tilapias do Nilo com 184,94 + 27,09 g de peso médio e 21,47 = 1,26 cm
de comprimento total médio, provenientes da Fundagdo 25 de Julho (Joinville/Santa Catarina)
distribuidas em 18 caixas de 100L com aeragdo constante por meio de filtro bioldgico para
aclimatacdo durante 7 dias. Os 6 tratamentos com 3 repeticdes cada consistiram de: peixes
suplementados com probidtico na ragdo nao injetados; peixes ndo suplementados nao injetados;
peixes suplementados com probidtico injetados com 500uL de solugado salina estéril a 0,65%; peixes
nao suplementados injetados com 500uL de solugdo salina estéril; peixes suplementados com
probidtico injetados com 500 ug de carragenina (Marine Colloids) dissolvidos em 500uL de solugao
salina estéril; peixes ndo suplementados injetados com 500 ug de carragenina dissolvidos em 500uL
de solucdo salina estéril. A racdo experimental foi fornecida 2 vezes ao dia e apdés 15 dias de
alimentacao, foi injetado na bexiga natatdria a carragenina ou a solugao salina e a avaliagio feita seis
horas apds a injecao. Durante o periodo de aclimatagdo e alimentagdo os valores médios do pH
foram 7,40+2,50, oxigénio dissolvido 5,09+3,04 mg/L e temperatura da agua 21,70+2,80°C.

Preparo da ragao suplementada com probioético

A ragéo foi aspergida com inoculo de Lactobacillus platarum a partir de meio de cultura MRS,
na concentracdo de 1x10° unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL, na proporgéo de 100 mL/kg
de ragédo comercial contendo 32% de proteina bruta. A mistura foi incubada durante 24h a 35°C e
apos este periodo os recipientes contendo as ragdes abertos e secos em estufa por mais 24h a 35°C.
A ragédo dos animais ndo suplementados sofreu 0 mesmo procedimento da ragédo inoculada com
probiético, mas aspergida somente com meio de cultura MRS. O isolamento da bactéria acido-latica e
a viabilidade da sua utilizagdo seguiu os procedimentos adotados por Vieira et al. (2008) e Jatoba et
al. (2008).

Indugédo e avaliagao da resposta inflamatéria

Apos o periodo de alimentagdo com as ragdes, os animais foram anestesiados em solugao de
benzocaina (50 mg/L) (aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais n° 23080.009404/2006-
15/CEUA/UFSC) para receberem injegcdo de 500 pug de carragenina diluida em 500 pL de solucéo
salina estéril 0,65% ou somente solugéo salina conforme metodologia de Martins et al. (2001). Seis

horas apods a injegédo, os animais foram anestesiados para a coleta de sangue e por aprofundamento
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anestésico para a lavagem da bexiga natatéria com 0.5 mL de PBS contendo 0,001 mL de EDTA a
5%. Com uma pipeta de Pasteur, foi coletado o conteddo e acondicionado em tubos de centrifuga
mantidos no gelo e numa diluicdo de 1:4 a fim de determinar o nudmero total dos leucdcitos
(numero/uL) em hemocitébmetro. O conteudo foi centrifugado a 150 G por 10 minutos, sendo
desprezado o sobrenadante. Numa lamina de vidro, uma gota de soro sanguineo da mesma espécie
de peixe foi adicionada ao precipitado para serem coradas e realizada a contagem diferencial de
macrofagos, linfocitos, granuldcitos e trombdcitos. Depois de secas, as laminas foram fixadas com

alcool metilico e coradas com Giemsa por 10 minutos conforme Martins et al. (2001).
Analise hematolégica

Seis horas apds a inoculagéo, nos animais anestesiados foi coletado 1,0 mL de sangue por
pungao do vaso caudal para confec¢do de duplicatas de extensdes sanguineas coradas com May-
Grunwald/Giemsa pelo método de Rosenfeld (1947). As extensbes foram utilizadas para contagem
diferencial de leucécitos e contagens totais de trombdcitos e leucécitos. Uma aliquota foi utilizada
para a determinacdo do hematdcrito pelo método do microhematdcrito (Goldenfarb et al., 1971) e o
restante armazenado em frascos de vidro no gelo para a contagem do ndmero total de eritrocitos em
hemocitdbmetro. Os numeros totais de trombdcitos, leucédcitos foram obtidos pelo método indireto
segundo Martins et al. (2004).

Atividade fagocitaria

A avaliagédo da atividade fagocitaria de leucécitos circulantes seguiu a metodologia de Cai et
al. (2004) ligeiramente modificada. Uma aliquota de 0,5 mL do sangue foi mantida em tubo de
centrifuga e adicionada uma suspensao de 0,25 mL de 1x10° unidades formadoras de colénia (UFC)
de Enterococcus. Os tubos foram mantidos a 28°C em banho maria por 30 minutos e agitados a cada
10 minutos. Em seguida, em vez de centrifugar como na metodologia de Cai et al. (2004) as
extensbes sanglineas foram feitas em duplicata, fixadas com alcool metilico por 3 minutos e coradas
com Giemsa/May-Grunwald (Rosenfeld 1947). A porcentagem de fagocitose foi obtida a partir da

relagao entre o nimero de leucdcitos que fagocitaram e o numero de leucécitos observados.
Analise estatistica

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado constituido por 6 tratamentos (Probidtico
Salina, Ragéao Salina, Probiético Carragenina, Racdo Carragenina, Probidtico Sem Injecédo, Ragao
Sem Injegdo) com 3 repetigdes cada (3 peixes por tanque, constituindo uma unidade experimental).
Os dados em porcentagem da contagem diferencial de leucécitos no sangue foram transformados em
arco seno. Todos os resultados obtidos foram analisados por andlise de varidncia e, quando

significativos, comparados pelo teste de Tukey com grau de significAncia de 5%.
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RESULTADOS

A suplementagcdo com probiodtico na ragdo né&o influenciou (P>0,05) o numero total de
eritrécitos, a porcentagem de hematdcrito e os numeros de linfécitos e basoéfilos no sangue dos
animais (Tabela 1). Por outro lado, a adigdo de probiético provocou reducao (P<0,05) no numero total
de leucécitos no sangue dos peixes dos tratamentos (NI) e (IS). Os animais alimentados com
probiético do tratamento (IS) apresentaram menor nimero (P<0,05) de leucécitos circulantes em
relacdo aos demais tratamentos. Os niveis de glicose nos peixes suplementados com probidtico do
tratamento (NI), foram significativamente maiores (P<0,05) do que nos (IS) (Tabela 1). Na contagem
diferencial de leucdcitos os grupos (IC) de animais suplementados como nos n&do suplementados
provocou redugéo (P<0,05) no niumero de mondcitos no sangue em relagéo aos (IS), porém sem
diferenca em relagdo ao tratamento (NI). Interessantemente, o numero de neutrdéfilos foi
significativamente maior nos peixes (IC) suplementados com probidtico.

A suplementagdo com probiotico no tratamento (IC) provocou aumento significativo (P<0,05)
nos numeros totais de leucdcitos e trombdcitos, bem como nos numeros de macréfagos e linfécitos
no exsudato inflamatério em relacdo aos n&o suplementados (IC), neste tratamento também
observamos que o numero total de leucécitos no exsudato foi significativamente maior (P<0,05) do
que néo suplementados (IS). Os animais tratados com probiético (IC) apresentaram menor nimero de
leucocitos totais no exsudato em relagéo aos (IS). O niumero de macréfagos no exsudato inflamatério
dos peixes ndo suplementados (IS) foi significativamente menor (P<0,05) do que os dos demais
tratamentos (Tabela 2).

A suplementagdo com probidtico na ragdo em peixes (IS) e (IC) foi responsavel por maior
(P<0,05) atividade fagocitaria no sangue em relagdo aos demais tratamentos (Tabela 2). Nos animais

(NI) a atividade fagocitaria apresentou valores reduzidos.

DISCUSSAO

O conhecimento das caracteristicas hematoldgicas de peixes cultivados tem sido ferramenta
importante para avaliar seu estado de saude ou resposta frente a situagdes de estresse em que sado
mantidos geralmente na produgédo intensiva. Além da analise do exsudato, os parametros
hematologicos também podem auxiliar de forma significativa na compreensdo do processo
inflamatorio nos peixes.

Selvaraj et al. (2005) administraram por injecdo intraperitoneal ou via oral beta-glicano de
Saccharomyces cerevisae em carpa (Cyprinus carpio). Observaram aumento no numero total de
leucécitos, neutrofilos e mondcitos nos animais injetados. Porém, apds a administragdo oral nao
houve diferenca significativa. No presente estudo os animais ndo suplementados com probidtico
mantiveram o numero de total de leucdcitos mais alto do que os suplementados. O mesmo
comportamento ocorreu com o numero de mondcitos. Em parte, os resultados corroboram as
observacbes de Selvaraj et al. (2005) quanto a administracdo oral. Quando se trata de produgao
intensiva de peixes especialmente juvenis ou alevinos a forma mais pratica e viavel de aplicagdo do

probidtico seria a oral.
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Em carpa indiana (Labeo rohita) suplementada com Bacillus subtilis e sua combinagdo com
vitamina C, Nayak et al. (2007) observaram aumento no numero total de leucécitos no sangue em
relacdo aos peixes ndo suplementados. No presente estudo isto foi observado apenas entre os
peixes suplementados ou nao com probidtico ndo injetados. A redugdo no numero total de leucécitos
nos peixes suplementados injetados com salina pode ser explicada pelo fato da adigdo do
componente na ragao ter potencializado a migragao de células para o local injetado com salina. A
mesma observagao pode ser feita quanto ao comportamento do nimero de monécitos na contagem
diferencial, sendo menor nos animais suplementados com probidtico injetados com salina ou

carragenina em relagdo aos nao suplementados ndo injetados.

Também em carpa indiana, Kumar et al. (2008) observaram aumento no numero de
granulécitos e mondcitos e redugdo no de linfocitos apds suplementacao dietaria com B. subtilis.
Pode-se observar que sédo poucos os trabalhos que combinam caracteristicas hematolégicas com a
suplementagdo com probidtico na ragdo para peixes. Este estudo demonstrou que o nimero de
eritrécitos, o hematécrito e o de linfécitos ndo sofreram alteragcdo com a suplementagédo. Deve-se
ressaltar que as condigdes experimentais e a espécie de peixe ou mesmo sua variedade podem
influenciar na resposta hematoldgica.

A maior migracéo de leucdcitos nas tilapias deste ensaio injetadas com carragenina na bexiga
natatéria corroborou as observacgbes prévias de Martins ef al. (2001, 2004, 2006, 2008) e Bozzo et al.
(2007) que avaliaram a resposta inflamatéria no hibrido tambacu (Piaractus mesopotamicus macho x
Colossoma macropomum fémea) injetado com carragenina e tioglicolato, na tilapia do Nilo injetada
com carragenina e LPS e no pacu (P. mesopotamicus) injetado com carragenina, tioglicolato ou
Aeromonas hydrophila inativada. Contrariamente ao relatado por Matushima e Mariano (1996) em
tilapia, no presente estudo houve predomindncia de macréfagos e granuldcitos na contagem
diferencial de leucdcitos no exsudato da bexiga natatéria, seguidos de linfdcitos e trombdcitos. Apesar
de no estudo de Flores-Quintana e Moraes (2001) o pacu ter sido injetado com LPS, houve
semelhanga com a resposta inflamatéria neste estudo, também caracterizada por macréfagos e
linfécitos. O aumento no niumero de macréfagos e trombécitos nos peixes injetados com carragenina
corroborou as observagbes de Martins et al. (2006, 2008). Nos estudos de Bozzo (2007) a
suplementagédo com vitamina C e sua associagao a vitamina E na ragao potencializou a migragéo de
trombdcitos para o sitio inflamado, tal como o presente resultado. Em Cirrhinus mrigala suplementado
com vitamina C na ragéo foi relatado maior infiltracdo de células (Sobhana et al. 2002), assim como
observado neste ensaio.

De fato, a suplementagdo com probidtico potencializou a migragao de células para o foco
inflamatoério nos animais injetados com o flogdégeno carragenina. Tal fato foi observado também por
Martins et al. (2008) em tilapias suplementadas com vitamina C na ragao. Por outro lado, a adigédo de
cromo na ragao nao provocou alteragdes no componente celular do exsudato de pacu em relagéo aos
ndo suplementados. Além disso, o maior numero de trombdcitos, macrofagos e linfocitos observado
na contagem diferencial de leucdcitos no exsudato inflamatério refor¢ca o papel do probiético como
estimulador do sistema de defesa nos peixes (Verschuere et al., 2000). Embora n&o tenha ocorrido

diferenga significativa na migragéo de granulécitos para o sitio inflamado o seu numero foi maior em
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relagédo ao de linfécitos e trombdcitos. Segundo Suzuki e lida (1992) os neutréfilos migram mais
rapidamente para o foco inflamatério do que macrofagos. Pode-se dizer que neste estudo as células
que ocorreram em maior numero no exsudato da bexiga natatéria foram os macréfagos seguidos de
granuldcitos, corroborando as observagdes de Afonso et al. (1998) sobre a presenga de macréfagos
no exsudato da cavidade peritoneal de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

No estudo de Matsuyama e lida (1999), a presenga de neutréfilos no exsudato inflamatério da
bexiga natatéria de tilapia injetada com Escherichia coli morta por formalina, apresentou pico maximo
24 horas apos a injecdo. No presente estudo seis horas foram suficientes para a migracdo de
granuldcitos para o foco inflamatdrio. Assim como relatado por Martins et al. (2004) nao foi possivel
obter a populacdo de leucécitos ou trombécitos residentes na bexiga natatdria. Necessitando,
portanto, de algum tipo de estimulo inflamatério.

Observou-se variagao na atividade fagocitaria de leucécitos no sangue da tilapia do Nilo neste
ensaio quando comparada com outros dados na literatura, inclusive entre os tratamentos, fato que
nao havia ocorrido na tilapia estudada previamente por Martins et al. (2008). No estudo de Cai et al.
(2004) a tilapia do Nilo apresentou 61% de fagocitose enquanto a tilapia azul (Oreochromis aureus)
apresentou 39%. Casas Solis et al. (2007), estudando a resposta imunoldgica de trés espécies
nativas de tilapias e dois hibridos, verificaram entre 74,3 e 88,1% de atividade fagocitaria. Por outro
lado, Martins et al. (2008) verificaram que 56% dos leucodcitos do sangue fagocitaram apés inoculagéo
com 1x10% UFC de Enterococcus/mL. Neste estudo ficou clara a maior atividade fagocitaria dos
leucécitos no sangue dos peixes suplementados com probidtico na ragdo, tanto nos injetados com
salina ou carragenina, como nos nao injetados. Isto demonstra a diferenca que pode ocorrer
dependendo da espécie de peixe e condigdes experimentais. Apesar da temperatura da agua ter sido
a mesma neste estudo e no de Martins et al. (2008), houve diferenca na atividade fagocitaria. Nos
estudos de Cai et al. (2004) e Casas Solis et al. (2007) os animais eram mantidos a 28°C. Neste
estudo a temperatura foi mantida préxima do nivel que ocorre no Estado de Santa Catarina nas
criagbes comerciais na tentativa de verificar a resposta de defesa dos animais nestas condigdes.
Possivelmente a menor porcentagem de fagocitose esteja relacionada com este fato, ja que em
temperaturas mais elevadas a resposta inflamatéria é mais rapida (Finn e Nielsen, 1971).
Comparativamente, quando houve redugcdo no numero total de leucdcitos no sangue circulante
ocorreu aumento nesse numero no exsudato inflamatério dos peixes suplementados com probidtico

injetados com salina, demonstrando provavelmente a migragdo de células para o local.

CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstraram que a alimentagcdo de tilapias com ragao
suplementada com a bactéria probidtica Lactobacillus plantarum, exerceu influencia sobre a resposta
inflamatéria dos animais, nas condigdes experimentais estudadas. Neste ensaio, observou-se maior
migracao de células de defesa como leucécitos (macréfagos, linfocitos e granulécitos) e trombdécitos

para o local de injegdo de substancias estranhas ao organismo.
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Tabela 1: Caracteristicas hematolégicas de tilapia do Nilo suplementada ou ndo com probiotico na ragdo, nao injetada (NI) e seis horas apés a inje¢ao de
salina (IS) ou carragenina (IC) na bexiga natatéria. Letras distintas indicam diferencga significativa entre os tratamentos (P<0,05).

Trat ‘ Eritrécitos Hematoécrito  Leucdcitos ~ Trombdcitos Glicose Mondcitos Linfocitos Neutrdfilos Basdfilos
ratamentos

(x 1000/pl) (%) (x 1000/pl) (x 1000/pl) (mg/dl) (n°/uL) (n°/uL) (n°/uL) (n°/uL)
Racao
suplementada (NI) 1198,89+70,74  30,36+5,83 54,52+2,23 b 15,4+1,02 b 150,33177,8 a 19,57+2,03 bc 17,65+3,68 16,99+2,36 b 0,47+0,62
Ragao nao
suplementada (NI) 1455,56+44,39  26,53+2,46 67,65t4,14 a 26,82+0,59 a 96,33+19,53 b 27,02+3,34 a 15,67+3,37 23,63+2,34 b 0,61+0,26
Racao
suplementada (IS) 1220+104,77 27,33%1,63 37,8616,35 bc  15,2310,51 b 48,78+4,11 ¢ 11,2943,22 ¢ 13,88+3,4 12,14+3,85 b 0,15+0,16
Racao néo
suplementada (IS) 1497,78+471,1 27,56+0,25 47,01£19,54b 23,17£12,2b 109,89+7,75 b 14,09+3,49 ¢ 15,2+8,87 17,7172 b 0+0
Racgéao
suplementada (IC) 1328,89+166,21 28,28+0,49 59,6£17,75 b 18,4445,02 b 111,7816,99 b 18,23+4,79 bc 14,4572 24,41+8,11 a 0,88+1,15
Ragéo nao
suplementada (IC) 1213,33+113,72 28,31+1,42 53,52+2,09 b 16,01£3,83 b 124,8916,05 b 19,8£1,95 b 9,54+1,6 22,46£1,99 b 0,15+0,26

Tabela 2: Valores médios e desvio padrdo dos numeros totais de leucécitos e trombdcitos e da contagem diferencial de leucdcitos no exsudato da bexiga
natatéria de tilapia do Nilo alimentada ou ndo com probiético na racao, injetada com salina (Sal) ou carragenina (Car). Letras distintas indicam diferenga
significativa entre os tratamentos (P<0,05).

Tratamentos Leucdcitos (n°/uL) Trombdcitos (n°/uL) Macréfagos (n°/ul) Linfocitos (n°/uL) Granuldcitos (n°/uL) Fagocitose (%)
Ragao

suplementada (IS) 94111,1£31157,9 a 5609,7+£3994,1 a 41695,7£11195,8 a 17038,8+8610,3 a 29766,9£15201 34+3,84 a
Ragao nao

suplementada (IS) 35555,6+8441,5 ¢ 1918,6£740,5 b 12202,8+3703,9 ¢ 7395,3£2049,1 b 13269+3408,7 21x19b
Ragao

suplementada (IC) 60888,9+21677,8 b 4972,5+2726,7 b 25636,6£7743,3 b 9039,3+4413,2 b 21240,416962,6 3414,67 a
Ragao nao

suplementada (IC) 50555,6£17752,4 bc 2629,51498,4 b 25170,61£7762,5 b 7454,2+1639 b 16071,1+£8514,7 18x1 ¢
Ragao

suplementada (NI) 1710,69 ¢
Ragao nao

suplementada (NI) 21+1,2 be

0¢
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Figura 1: Inducéo da resposta inflamatéria em tilapias do Nilo alimentadas ou ndo com ragao suplementada com
probidtico, através da injecdo de 500 ug de carragenina diluida em 500 pL de solugéo salina estéril 0,65% ou

somente solugéo salina.

Figura 2: Resposta inflamatdria local, na parede da bexiga natatdria de tilapia do Nilo alimentada com ragéo
suplementada com probidtico, apds 6 horas de inje¢cdo de 500 ng de carragenina diluida em 500 yL de solugao

salina estéril 0,65%.

Figura 3: Atividade fagocitaria de leucécitos circulantes, apds adigcdo de suspensdo contendo 0,25 mL de 1x10°
unidades formadoras de colénia (UFC) de Enterococcus ao sangue de tilapias do Nilo alimentadas com ragéo
suplementada com probidtico.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados apresentados demonstram que a alimentagdao de tilapias com racao
suplementada com a bactéria probiotica Lactobacillus plantarum, exerce influencia nos parametros de
resposta inflamatéria dos animais, nas condigbes experimentais estudadas, principalmente avaliando
o exsutado inflamatdrio. Neste trabalho, foi observada maior migragcdo de células de defesa como
leucécitos (macréfagos, linfécitos e granuldcitos) e trombdcitos para o local de injecdo de substancias

estranhas ao organismo.
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