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RESUMO

A microbiota € o conjunto de micro-organismos constituintes de uma
comunidade heterogénea de bactérias, fungos, protozoarios e virus,
desempenhando fungéo crucial na fisiologia do organismo hospedeiro. As
pesquisas sobre microbiota se tornaram importantes para os estudos da
influéncia alimentar na saude do organismo, através da dieta. A dieta pode ser
modulada através da adicao de probidticos e prebidticos na alimentacdo. Os
probidticos sdo micro-organismos vivos; ja os prebidticos s&o substratos
seletivamente utilizados pelos micro-organismos. Tanto probidticos como
prebidticos conferem beneficios a saude do organismo hospedeiro. O presente
estudo visa testar se a dieta modula aspectos comportamentais e de
aprendizagem em peixes, com a utilizagdo de prebidticos e probidticos em
alevinos machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Para tanto, os grupos
experimentais receberam dieta com uso de suplementacéo alimentar — com a
utilizacdo de prebidticos e probidticos. Os animais foram testados quanto aos
aspectos cognitivos através de teste padrao de aprendizagem espacial e, quanto
aos aspectos comportamentais, através da quantificacdo de confrontos
agonisticos pelo paradigma do espelho. Os resultados encontrados apontam que
a suplementacao alimentar ndo compromete o padrao de interagdes sociais,
entretanto, a suplementacdo com propriedade probidtica compromete a
aprendizagem espacial nos peixes, com comprometimento no desempenho no
referido teste.

Palavras-chave: Microbiota. Prebiéticos. Probidticos. Aprendizagem espacial.
Interacao social. Tilapia-do-Nilo.



ABSTRACT

The microbiota is a set of microorganisms that constitute a
heterogeneous community of bacteria, fungi, protozoa and viruses, performing a
crucial role in the physiology of the host organism. Research of the microbiota
has become important for studies of dietary influence on the body's health. Diet
can be modulated by probiotics and prebiotics supplementation. Probiotics are
living microorganisms, while prebiotics are substrates selectively used by
microorganisms. Both probiotics and prebiotics confer health benefits to the host
organism. The present study aims to test whether the diet modulates behavioral
and learning aspects in fish, with the use of prebiotics and probiotics in male
tilapia fry (Oreochromis niloticus). For this purpose, the experimental groups
received a diet with the use of dietary supplementation — with the use of prebiotics
and probiotics. The animals were tested for cognitive aspects through a standard
spatial learning test, and for behavioral aspects through quantification of agonistic
confrontations by the mirror test. The results found indicate that food
supplementation does not interfere with the pattern of social interactions,
however supplementation with probiotic property impairs spatial learning in fish,
with compromised performance in the aforementioned test.

Keywords: Microbiota. Prebiotics. Probiotics. Spatial learning. Social interaction.
Nile tilapia.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DO LABIRINTO PARA OS EXPERIMENTOS

.................................................................................................. 21
FIGURA 2 - REPRESENTACAO DO AQUARIO EXPERIMENTAL PARA O
TESTE DO PARADIGMA DO ESPELHO......oovoeeeoeeeeeeee 23
LISTA DE GRAFICOS
GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DOS GRUPOS QUE ENCONTRARAM O
ALV O .o e, 25

GRAFICO 2 - TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL ENTRE OS GRUPOS
PELO TEMPO TOTAL DECORRIDO EM ALCANCAR O ALVO

GRAFICO 5 - NUMERO DE INTERACOES PARA CONFRONTO LATERAL E
CONFRONTO FRONTAL DO TESTE PARADIGMA DO
ESPELHO ... 29



SUMARIO

TINTRODUGAO ...t 12
2 REVISAO DE LITERATURA ..o 15
2 A HISTORICO oo 15

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL E SAUDE DO ORGANISMO HOSPEDEIRO 16

2.3 PREBIOTICOS E PROBIOTICOS.......oeiiiieeeeeeeeeee e 17
BOBUETIVOS ...ttt 19
3.1. OBJETIVO GERAL ..ottt 19
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .......oovoeeeeececeeeeeeeeeeee e, 19
4 MATERIAIS EMETODOS ..ot en e 19
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS .....ooviiieee et 19
4.2 TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL .......oooovieeeeeeeeeeee e 20
4.3 TESTE DO PARADIGMA DO ESPELHO ........oooiviiieeeeeeeeeeeeeeee e 22
4.4 ANALISES ESTATISTICAS ..ottt 24
BRESULTADOS. ..ottt 25
5.1 TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL .......oovoviiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 25
5.2 TESTE DO PARADIGMA DO ESPELHO ........oooivieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 27
BDISCUSSAOD ..ot 30
T CONCLUSAO ..o 33

REFERENCIAS ..o e, 34



12

1 INTRODUGAO

O interesse pelo estudo da microbiota intestinal tanto em seres
humanos como em animais se tornou crescente nos ultimos anos. Em humanos,
a microbiota é considerada como o “Ultimo 6rgéo” a ser pesquisado, com a
capacidade de se tornar uma nova especialidade médica, chamada pelos
pesquisadores de “microbiomologia” (BAQUERO; NOMBELA, 2012). Mas o que
seria a microbiota? A microbiota pode ser definida como um conjunto de micro-
organismos constituintes de uma comunidade heterogénea de bactérias, fungos,
protozoarios e virus, objetivando desempenhar fung¢do crucial na fisiologia do
organismo hospedeiro (BELKAID; HARRISON, 2017).

Desses micro-organismos, os mais estudados sao as bactérias, gragas
ao desenvolvimento de tecnologias de estudo modernas, como a metagendmica
(estudo genémico de sequenciamento de 16S rRNA da comunidade microbiana
de determinada amostra) e culturomics (método de cultura para rapida
identificacdo de cepas ou espécies bacterianas em amostras), em unido com
meétodos analiticos como separacdo de células ativadas por fluorescéncia
(FACS) (IKEDA-OHTSUBO et al., 2018). A expressado microbioma é relativa ao
conjunto de genomas de microbiotas, pertencentes a colénia de bactérias
contidas no organismo, situadas no trato gastrointestinal (GILL et al., 2006).
Aproximadamente 10 a 100 trilhdes de micro-organismos habitam o trato
gastrointestinal humano, sendo a grande maioria encontrada no intestino distal,
onde sintetizam aminoacidos e vitaminas e processam componentes
polissacarideos provenientes de plantas (BACKHED et al., 2005). Célculos
recentes estimam que a quantidade total de micro-organismos presentes no
corpo humano iguala a de células somaticas (SENDER; FUCHS; MILO, 2016).

A colonizagdo da microbiota intestinal em peixes se inicia no
estagio larval e é dependente do tipo de peixe, do aporte nutricional e das
condigbes ambientais (VOVERIENE; MICKENIENE; SYVOKIENE, 2002). A
composic¢ao e a densidade da microbiota variam de acordo com a regido do trato
gastrointestinal (NAYAK, 2010). A diversidade na microbiota aumenta de acordo
com o tipo de dieta preferida pelo animal, sendo encontrada uma maior
diversidade em dietas herbivoras, em seguida em dietas onivoras e

apresentando a menor diversidade microbiana nas dietas carnivoras (LIU et al.,
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2016). A prevaléncia da composigao de microbiota intestinal em peixes de agua
doce é de Acinetobacter, Aeromonas, Flavobacterium, Lactococcus,
Pseudomonas, Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium e membros
representativos da familia Enterobacteriaceae (GOMEZ; BALCAZAR, 2008). A
utilizacdo de suplementos alimentares na dieta em peixes, como probidticos e
prebidticos, confere beneficios ao organismo hospedeiro, como aumento do
crescimento corporal, melhora na saude e é considerada uma alternativa
ecologicamente correta para substituicdo ao uso desenfreado de antibiéticos na
aquicultura (YUKGEHNAISH et al., 2020).

A microbiota intestinal influencia no comportamento em animais,
acarretando em mudancas na frequéncia alimentar, no medo e no estresse
(ALLEN et al., 2017; DINAN et al., 2015). Em humanos, as intera¢des sociais
tendem a modular a microbiota, selecionando positivamente o0s micro-
organismos que trazem beneficios ao organismo hospedeiro (JOHNSON, 2020).
Ainda de acordo com Johnson (2020), a diversidade e composi¢ao da microbiota
estdo relacionadas com as variagcdes de personalidade encontradas no
comportamento social em humanos — tais como sociabilidade, tendéncias a
neuroses, estresse, prevaléncia de autismo-, sendo que redes sociais amplas
apresentaram uma diversidade maior da comunidade microbiana, revelando que
o comportamento social acaba promovendo a diversidade da microbiota
intestinal em humanos, através de interagdes bidirecionais entre a microbiota
intestinal e comportamento.

Em estudos com modelos animais, a sociabilidade muda de acordo com
a espécie e se relaciona com as diferengcas comportamentais e de estilo de vida
entre animais (ASHTON et al., 2018; SHERWIN et al., 2019). Por isso, a
interagao entre microbiota e organismo hospedeiro tem um impacto na evolugao
de comportamentos sociais, ja que a microbiota do trato gastrointestinal é vista
como uma extensdo de comunicagao entre coespecificos (SHERWIN et al.,
2019).

A microbiota intestinal também causa efeitos no aprendizado em
animais. A memoria espacial permite que os animais consigam se lembrar de
locais chave importantes para a sobrevivéncia dos mesmos, tais como abrigo,
locais de alimentacgao, locais para acasalamento e areas onde os predadores se

encontram (WHITE; BROWN, 2014). O uso de suplementos alimentares como
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probidticos e psicobidticos (outra classe de probidticos que, apds a ingestéo,
influenciam de maneira positiva na saude mental do organismo hospedeiro)
ocasionam mudangas nas vias de sinalizagbes neuroldgicas, metabdlicas e
imunoldgicas, podendo gerar alteragdes comportamentais e cognitivas, com
destaque para os processos de aprendizagem e memoria em roedores e
humanos (BERMUDEZ-HUMARAN et al., 2019; DINAN; STANTON; CRYAN,
2013).

De acordo com Novotny, Klimova e Valis (2019), mudangas positivas na
microbiota intestinal em humanos podem interferir no surgimento e
desenvolvimento de atrasos cognitivos e ocasionar melhoria nos processos de
aprendizagem, com énfase em dietas especificas, como as de baixo indice de
fermentagdo de oligossacarideos, dissacarideos, monossacarideos e polidis
(low-FODMAPs) e as sem gluten. A dieta e habitos alimentares apropriados
influenciam as fungdes cognitivas ja no periodo perinatal, apresentando papel
fundamental na maturacdo de 6rgaos vitais e na implantacdo de conexdes
neuronais em modelos animais e humanos. O consumo de uma dieta rica em
colesterol (5%) por cinco meses acarreta em uma diminuicdo da memodria
espacial em roedores, quando expostos ao teste de labirinto com oito bragos
(EHRLICH; HUMPEL, 2012). Dieta com suplemento alimentar probidtico
ameniza comportamentos semelhantes a ansiedade provocados pela exposicao
a triclosan (bactericida), causando um aumento na atividade locomotora e na
capacidade de aprendizagem em zebrafish (ZANG et al., 2019).

O objetivo deste estudo visa testar se a dieta modula aspectos cognitivos
e comportamentais em peixes, com utilizacdo de suplementos alimentares como
prebidticos e probidticos em machos de alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). Para tanto, os grupos experimentais receberam dieta com adi¢céo de
prebidtico e probidtico, sendo posteriormente testados quanto aos parametros
cognitivos através do teste padrdo de aprendizagem espacial e, quanto aos
parametros comportamentais, através da quantificacdo de confrontos

agonisticos pelo paradigma do espelho.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Antonie van Leeuwenhoek, considerado o pai da Microbiologia, no
século XVII, possibilitou a descoberta de diversas bactérias, fungos e
protozoarios, chamados por ele de “animalcules” (do latim, “pequenos animais”),
observando a interagdo de diversos micro-organismos em comunidades
complexas em biofilmes (BERG et al., 2020). Ja a primeira evidéncia cientifica
de que micro-organismos fazem parte de um corpo humano normal data da
metade do século XIX, através da identificacao da bactéria simbionte Escherichia
coli pelo médico alemao Theodor Escherich em estudos bacteriolégicos nos
intestinos de criangas saudaveis e doentes (SHULMAN; FRIEDMANN; SIMS,
2007). A descoberta do bacilo de E. coli abriu portas para o estudo da microbiota
intestinal (LU, 2020).

No século XIX, o bacteriologista alemao Robert Koch desenvolveu o
conceito de patogenicidade e afirmou que as doengas humanas e animais eram
consequéncias de infecgdes microbianas, mudando a percepc¢ao de que a
comunidade de micro-organismos presentes no corpo humano € danosa a saude
(BERG et al., 2020).

No século XX diversos estudos consolidaram a concep¢ao que apenas
uma propor¢ao diminuta de micro-organismos sdo associados a doengas ou
patogenicidade; em contrapartida, a maior parte da comunidade de micro-
organismos sdo essenciais para o funcionamento adequado do ecossistema e
sao conhecidos por apresentarem interagcées harmoniosas com outros micro-
organismos e macro-organismos (BERG et al., 2020). O Projeto Microbioma
Humano (The Human Microbiome Project, HMP), uma extensdo do Projeto
Genoma Humano, foi criado em 2007 com o objetivo de caracterizar as
distribuicdes e evolugdes dos micro-organismos constituintes da microbiota
humana (TURNBAUGH et al., 2007).

A primeira fase do projeto procurou determinar se havia elementos em
comum que caracterizariam uma microbiota saudavel e, como resultado,
concluiram que a composigao taxonémica do microbioma néo seria suficiente

para correlacionar com o feno6tipo do hospedeiro, 0 que levou a uma segunda
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fase de estudos (“The Integrative Human Microbiome Project”, 2019). A segunda
fase de estudos - conhecida como Projeto Microbioma Humano Integrativo
(Integrative HMP) — tem como foco a interagdo hospedeiro-microbiota de forma
holistica (“The Integrative Human Microbiome Project”, 2019). Apds os avangos
obtidos com o HMP, pesquisas foram desenvolvidas para entender as interacdes

da microbiota intestinal em outros modelos animais, como peixes.

2.2 MICROBIOTA INTESTINAL E SAUDE DO ORGANISMO HOSPEDEIRO

Diversas descobertas relacionam a microbiota intestinal com a saude do
organismo hospedeiro. Algumas das interagdes descritas na literatura entre o
eixo microbiota, cérebro e trato gastrointestinal que podem ser relatadas em
outros modelos animais s&o: animais sem microbiota (germ free) apresentaram
mudancas nas atividades cerebrais devido a auséncia de micro-organismos no
trato gastrointestinal, como alteracbes nos niveis de expressao de genes e
proteinas, com influéncia direta no sistema serotonérgico campal (CLARKE et
al., 2013); alteragbes comportamentais também foram relatadas, como
comorbidades psiquiatricas, comportamentos emocionais, ansiedade e redugcao
de comportamentos estressantes (BERCIK et al., 2011; BRAVO et al., 2011;
DESBONNET et al., 2015; MCKERNAN et al., 2010; SAVIGNAC et al., 2014);
administracao de antibioticos no inicio da vida e na vida adulta mostraram efeitos
de longa duragé&o no cérebro, na medula espinhal e no sistema nervoso entérico
(O'MAHONY et al., 2014; VERDU et al., 2008). Segundo pesquisas de Mohajeri
et al. (2018) acredita-se que a microbiota esteja relacionada a ansiedade,
comportamento, cogni¢do e dor. Outros estudos relacionam a microbiota a
depressao, obesidade, autismo, esquizofrenia, mal de Parkinson e doencga de
Alzheimer (CRYAN et al, 2019). Em animais, a microbiota intestinal
desempenha um papel fundamental para o desenvolvimento e maturacdo do
epitélio intestinal e do sistema imune do organismo hospedeiro (SOMMER;
BACKHED, 2013). A diferenciagdo do epitélio intestinal esta intimamente
relacionada com o fortalecimento do sistema imune, pois atua como uma espécie
de barreira protetiva, impedindo a instalagdo de agentes infecciosos na mucosa

intestinal e, ao mesmo tempo, permitindo a entrada de nutrientes, agua e
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eletrdlitos para a absor¢ao do organismo (BELKAID; HARRISON, 2017; SYLVIA;
DEMAS, 2018).

2.3 PREBIOTICOS E PROBIOTICOS

Devido a sua importancia para a saude do organismo, a microbiota se
tornou um dos assuntos mais relevantes a serem esmiugados, devido ao fato de
estar relacionada com as disbioses, ou seja, 0os desequilibrios da composicao e
diversidade da microbiota, implicados em doengas no organismo. Para
prevencao de disbioses, estudos estdo sendo desenvolvidos sobre os efeitos da
adicao de prebidticos e probidticos na dieta (IEBBA et al., 2016; MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2017). Prebidticos sdo substratos seletivamente utilizados pelos
microrganismos, conferindo beneficios na saude do organismo hospedeiro; ja os
probidticos sao bactérias que teriam um papel simbiéntico no organismo
hospedeiro (MOHAJERI et al., 2018). Para a Organizagdo das Nag¢des Unidas
para a Alimentagdo e a Agricultura (FAO) e a Organizagao Mundial da Saude
(OMS), probidticos sao “microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro” (ARAYA et
al., 2002).

Alguns beneficios no uso de probidticos ja foram relatados, como
reducéo na resposta comportamental de estresse em ratos (BERCIK et al.,
2011), diminui¢do na producgao de citocinas, conectadas a resposta inflamatéria
(MCCARTHY et al., 2003), regulagdo na expressao de receptor GABA em ratos,
sendo que alteragdes neste receptor implicam em patogenias como ansiedade
e depressao (BRAVO et al.,, 2011), normalizacdo de resposta imune e
concentragdo de noradrenalina em ratos apdés separacdo materna
(DESBONNET et al., 2015). A dieta apresenta-se assim como fator crucial na
modulagdo da composi¢do da microbiota (CLARK; MACH, 2016). Por este
motivo, a pesquisa sobre microbiota se tornou importante para os estudos da
influéncia alimentar na saude do organismo. O uso de probidticos é visto como
uma alternativa eficaz e ecoldgica ao uso de antibidticos em peixes, por
apresentarem micro-organismos benéficos ao hospedeiro; prebidticos, por sua

vez, possuem a capacidade de diminuir a instalacdo de patégenos no trato
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gastrointestinal e/ou modular o desenvolvimento de metabdlitos bacterianos
relacionados a saude do organismo hospedeiro (YUKGEHNAISH et al., 2020).

Em peixes, a microbiota modulada por probidticos produz efeitos no
comportamento em cardumes, alterando tanto a capacidade de exploracédo ao
ambiente como sociais, apresentando aumento na exploracdo ambiental e
aumento nos niveis de alerta/atengao no grupo experimental, mostrando com
isso que existe um caminho bidirecional entre a microbiota e o cérebro
(BORRELLI et al., 2016). Ainda de acordo com Borrelli et al. (2016), a microbiota
modulada pode provocar mudancas moleculares, através do aumento na
producdo de gene bndf (brain-derived neurotrophic factor, fator neurotréfico
derivado no cérebro), conhecido pelo aumento nas habilidades cognitivas.
Peixes zebrafish (Danio rerio) germ free (sem microbiota) demonstraram
mudangas comportamentais na locomogao e comportamentos similares a
ansiedade, que foram posteriormente revertidas através da aplicacdo de
probidticos na agua, mostrando a importancia da dieta no comportamento em
modelos animais (DAVIS et al., 2016). Estudos mais recentes demonstram que
componentes toxicos presentes em grandes quantidades nos ambientes
aquaticos, como microplasticos e nanoplasticos, também afetam a microbiota
intestinal de peixes, alterando neurotransmissores cerebrais e intestinais e
diminuindo atividades de natacdo, de performance de predagcdo e de
crescimento corporal, indicando uma ligacado entre a microbiota e a
anatomia/fisiologia cerebrais em animais, que pode, como consequéncia,
provocar alteracbes comportamentais e mostram o impacto profundo que a
poluicdo em sistemas aquaticos ocasionam a curto e longo prazo em animais
(HUANG et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Testar se dietas com propriedades prebidticas e probidticas modulam
aspectos cognitivos e comportamentais dos animais, usando como modelo
animal a espécie de peixe tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus,
1759).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar se suplementos alimentares prebidticos e probidticos modulam o
padréao de aprendizagem espacial dos animais;
e Testar se suplementos alimentares prebidticos e probidticos modulam o

padrao de interagdo social dos animais.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

O estudo foi desenvolvido empregando-se como modelo animal
exemplares de alevinos machos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus
(Linnaeus, 1759), acondicionados por 3 semanas em tanque de 300 L. A tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), originaria da Africa, pertence & familia dos
ciclideos e é utilizada como modelo animal para estudos cientificos devido ao
fato de se reproduzir rapidamente, pela facil adaptacao a diversas dietas, por
resistir a baixa qualidade de agua e por ter crescimento mais acelerado em
aguas quentes (VAJARGAH, 2021). Bastante utilizada para produgéo, a tilapia é
0 segundo peixe mais cultivado no mundo, atrds apenas das carpas, sendo a
espécie mais importante para Aquicultura no mundo (FAO, 2020;
FITZSIMMONS; MENAGA, 2017).

Apos periodo de aclimatagao, os animais foram distribuidos em aquarios
individuais, de medidas 45 cm X 15 cm X 12 cm (volume = 8,1 L), revestidos

lateralmente por papel na cor azul, com o propésito de minimizar o estresse
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provocado pela observagcdo de outro coespecifico (VOLPATO; BARRETO,
2001). A temperatura dos aquarios foi controlada (23°C a 25°C) e a alimentagao
foi ofertada em fungéo da porcentagem do peso de cada animal, duas vezes ao
dia, em intervalo de 4 horas. Os aquarios apresentaram aeracido constante e
ciclo de luz de 12h/12h. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés
grupos, denominados grupo 1 (n = 18 machos; controle), grupo 2 (n = 18 machos;
experimental prebiotico) e grupo 3 (n = 18 machos; experimental probidtico). Os
grupos experimentais apresentaram alimentag¢des diferenciadas, com uso de
suplementos na racdo comercial extrusada apresentando as seguintes
composig¢des: grupo 2 com mistura de leveduras (Saccharomyces cerevisiae,
com propriedades prebidticas) com a ragao; grupo 3 com mistura da bactéria
Bacillus subtilis, com propriedades probioticas, com a ragao. O grupo controle foi
alimentado apenas com racdo comercial, sem uso de suplementos,
apresentando a seguinte composigao: acido pantoténico, cobalto, cobre, colina,
ferro, iodo, lisina, manganés, niacina, selénio, treonina, zinco, milho integral
moido, levedura, farelo de soja, farinha de carne e ossos, farinha de visceras de
aves, Oleo de aves, cloreto de sédio (sal comum), BHT, DL-metionina, inositol,
acido folico, biotina, vitamina A, vitamina C, vitamina D3, vitamina e, vitamina K3,
acido formico, farinha de penas, propianato de calcio, acido fumarico, tiamina,
riboflavina, piridoxina e cianocobalamina.

Os grupos experimentais, apds o periodo de aclimatagdo nos aquarios
individuais, foram alimentados por um més com as dietas com suplementos até
o inicio dos testes. Dietas contendo prebidticos e probidticos podem modular a
microbiota intestinal em alevinos em torno de 30 dias (GONCALVES;
GALLARDO-ESCARATE, 2017). O total de animais utilizados neste trabalho foi
de 54 individuos. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica para Uso Animal (CEUA) da UFPR (nimero do protocolo
23075.060810/2020-07).

4.2 TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL

Para a quantificagdo de comportamentos, o aquario de teste foi
adaptado, formando um labirinto. Este tipo de teste de aprendizagem é

largamente utilizado na comunidade cientifica, pois demonstra aprendizagem
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espacial (TIERNEY; LEE, 2011). O aquario de teste adaptado teve como modelo
o desenvolvido pelos estudos de Odling-Smee e Braithwaite (2003),
apresentando um compartimento em um dos bragos do labirinto com o objetivo
de aclimatagao do animal e como ponto de partida para inicio do teste (FIGURA
1). Na FIGURA 1 os bragos do labirinto sdo identificados por algarismos
arabicos. O braco de numero 1 corresponde a area de aclimatagao de inicio dos
testes. Os bracos de numeros 2, 3 e 4 eram os locais onde as ragdes eram

depositadas de forma aleatéria para o teste.

FIGURA 1 - REPRESENTACAO DO LABIRINTO PARA OS EXPERIMENTOS

a4

NOTA: Representa¢ao do aquario experimental adaptado para o teste de aprendizagem espacial
(A). Areas em azul indicam colunas onde o animal n&o tinha acesso. Algarismos arabicos indicam
areas que o animal poderia encontrar ragdo (alvo). Area de aclimatag&o localizada na indicagéo
por algarismo arabico 1, contendo barreira removivel. Possiveis bragos onde o animal poderia
encontrar o alvo sao indicados pelos numeros 2, 3 e 4. Fotos do aquario experimental adaptado
(B eC).

FONTE: Adaptado pela autora (2022).

Os testes de quantificacdo de comportamentos foram divididos em trés

momentos: aclimatacao, pré-teste e teste final, adaptados do protocolo de
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Odling-Smee e Braithwaite (2003). Todos estes momentos foram cronometrados
e gravados para analises. No dia anterior aos testes, os animais néo foram
alimentados.

Para inicio dos testes, o animal foi acondicionado na cabine de
aclimatacao no braco 1 do labirinto. O tempo total de aclimatacédo era de dois
minutos. Apods este periodo de tempo teve inicio o pré-teste, que tem como
objetivo a familiarizagdo do peixe ao procedimento, com duragao de 10 minutos.
Para tanto, apds decorridos os dois minutos da aclimatacdo, o aparato era
removido e o peixe pdde explorar livremente o aquario, sem a colocacao de
pellets de racdo nos bracos do labirinto. Decorrido o tempo total do pré-teste, o
animal era reinserido na cabine de aclimatag¢ao por dois minutos para o inicio do
teste propriamente dito. Passado o tempo de aclimatacao, o aparato que separa
o animal do restante do labirinto era retirado, marcando-se o tempo total que o
animal percorrera até o objetivo final. O brago correspondente ao objetivo final
foi escolhido aleatoriamente e o alvo consiste em pellets de ragao. A localizacao
de comida, sem pistas indicando sua posi¢ao correta, configura em aprendizado
espacial (SISON; GERLAI, 2010). Se o animal n&o localizou o objetivo final em
até 10 minutos, o experimento era encerrado. Os testes de quantificagcdo de
comportamentos foram realizados com os 54 animais (grupo controle: n = 18
machos; grupo experimental 1 prebidtico: n = 18 machos; grupo experimental 2
probidtico: n = 18 machos), sendo gravados e posteriormente analisados quanto

aos aspectos cognitivos.

4.3 TESTE DO PARADIGMA DO ESPELHO

Para avaliagdo do comportamento social foi utilizado o paradigma do
espelho, que consiste na colocacao de um espelho, na lateral do aquario, para
observagédo de comportamentos agonisticos (DESJARDINS; FERNALD, 2010)
(FIGURA 2).
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FIGURA 2 - REPRESENTAGCAO DO AQUARIO EXPERIMENTAL PARA O TESTE DO
PARADIGMA DO ESPELHO

NOTA: Representagdo do aquario experimental para o teste do paradigma do espelho (A).
Espelho posicionado lateralmente ao aquario experimental, no lado direito. Foto do aquario
experimental (B).

FONTE: Autora (2022).

Comportamentos agonisticos ou competitivos sdo caracterizados como
demonstragdes de agressdo e submissdo em situagdes de conflitos
(KUDRYAVTSEVA, 2000). Peixes apresentam comportamentos agressivos
quando refletidos pelo espelho, sugerindo que n&do ha reconhecimento de si
mesmo pelo reflexo, e sim a percepcdo da presenca de um coespecifico
(DESJARDINS; FERNALD, 2010). A andlise de agressdao comportou em
observacado das interacdes presentes de acordo com protocolo adaptado
estabelecido por Alvarenga e Volpato (1995), através de expressbes de
comportamentos como confronto lateral e confronto frontal. O confronto lateral é
determinado quando os individuos se posicionam lado a lado, apresentando as
caudas na mesma direcdo ou em direcbes opostas. O confronto frontal é
caracterizado através de agressdo com uso da boca, na tentativa de morder o
coespecifico. Os testes de interagcao social foram realizados com os 54 animais
(grupo controle: n = 18 machos; grupo experimental 1 prebidtico: n = 18 machos;

grupo experimental 2 probiético: n = 18 machos), sendo gravados e
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posteriormente analisados quanto aos aspectos sociais. O tempo de duragao do

teste foi de 10 minutos.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para analises estatisticas para o Teste de Aprendizagem Espacial e para
o Teste do Paradigma do Espelho foram utilizados o teste exato de Fisher, com
posterior corre¢gées de Bonferroni, para verificar a diferenga de proporg¢ao entre
0s grupos (entre grupo controle e grupo experimental prebidtico e entre grupo
controle e grupo experimental probidtico). Posteriormente foi realizado o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de post-hoc de Dunn, entre grupo
controle e grupo experimental prebidtico e entre grupo controle e grupo
experimental probidtico. Seriam considerados diferengas significativas os
valores de p < 0,05. O software utilizado para as analises estatisticas foi

GraphPad Prism, versao 7.04.
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5 RESULTADOS

5.1 TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL

Para o teste de aprendizagem espacial, 72,22% dos individuos do grupo
controle encontraram o alvo; 94,44% dos individuos do grupo experimental
prebidtico tiveram éxito em alcancgar o alvo; por ultimo, 55,56% dos individuos do
grupo experimental probiético chegaram ao alvo (GRAFICO 1). O teste exato de
Fisher foi realizado para verificar a diferenga de proporgao entre os grupos. Com
isso, o valor de p para andlise de Fisher entre grupo controle e grupo
experimental prebidtico foi de 0,3548 apds correcdo de Bonferroni, nao
apresentando diferencgas significativas entre os grupos. Ja o resultado do teste
de Fisher para grupo controle e grupo experimental probiético resultou em p =
0,9774, apds corregao de Bonferroni, ndo havendo diferenga significativa entre
os grupos analisados (GRAFICO 1).

GRAFICO 1 - PORCENTAGEM DOS GRUPOS QUE ENCONTRARAM O ALVO

p=0.9774
p =0.3548
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NOTA: Porcentagem dos grupos que encontraram o alvo. Dados analisados pelo teste exato de
Fisher entre o grupo controle e experimental prebidtico (p = 0.3548) e entre grupo controle e
experimental probidtico (p = 0.9774), ambos nao significativos. Valores de p obtidos apds
correcao de Bonferroni.

FONTE: A autora (2022).
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Apods a analise estatistica pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, o
valor de p encontrado foi de 0,0226, indicando que ha diferengas significativas
entre os grupos controle e experimentais. Em seguida, foi realizado post-hoc de
Dunn, constatando-se que nao ha diferengas significativas entre os grupos
controle e o grupo experimental prebidtico (p > 0,9999) e entre grupo controle e
grupo experimental probidtico (p = 0,0696) (GRAFICO 2). Pelo fato do valor de
p encontrado entre o grupo controle e grupo experimental probidtico ser
relativamente proximo ao patamar significativo de 0,05, é possivel constatar que
a suplementacdo com probidtico pode apresentar variacdo no teste de
aprendizagem espacial e possivel significancia biolégica, sendo necessario mais
estudos para este fator, com maior valor amostral. Sendo assim, é possivel inferir
que o uso de suplementacio alimentar provocou mudangas no comportamento
exploratorio no teste de aprendizagem espacial, com destaque ao uso de

probiodtico, que apresentou comprometimento no desempenho no referido teste.

GRAFICO 2 - TESTE DE APRENDIZAGEM ESPACIAL ENTRE OS GRUPOS PELO TEMPO
TOTAL DECORRIDO EM ALCANCAR O ALVO (EM S)
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NOTA: Dados sobre teste de aprendizagem espacial para cada grupo, feito por analise de
Kruskal-Wallis (p = 0.0226), seguido de teste de comparag¢des multiplas de Dunn, sendo p > 0.99
entre grupo controle e grupo experimental prebidtico e p = 0.07 (valor aproximado) entre grupo
controle e grupo experimental probidtico.

FONTE: A autora (2022).
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5.2 TESTE DO PARADIGMA DO ESPELHO

Para o teste do Paradigma do Espelho, expressaram confronto lateral
38,89% dos animais do grupo controle, 16,67% dos animais do grupo
experimental prebidtico e 33,33% dos animais do grupo experimental probidtico
(GRAFICO 3).

GRAFICO 3 - EXPRESSAO DE CONFRONTO AGONISTICO LATERAL (EM %)
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Controle Prebidético Probidtico

NOTA: Porcentagem dos grupos que expressaram comportamento agonistico do tipo lateral.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher entre o grupo controle e experimental prebidtico (p
= 0.5284) e entre grupo controle e experimental probidtico (p > 1.9998). Valores de p obtidos
apos corregao de Bonferroni.

FONTE: A autora (2022).

Para confronto frontal, expressaram comportamentos agonisticos
66,67% dos animais do grupo controle, 38,89% dos animais do grupo
experimental prebiotico e 94,44% dos animais do grupo experimental probidtico
(GRAFICO 4).
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GRAFICO 4 - EXPRESSAO DE CONFRONTO AGONISTICO FRONTAL (EM %)
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NOTA: Porcentagem dos grupos que expressaram comportamento agonistico do tipo frontal.
Dados analisados pelo teste exato de Fisher entre o grupo controle e experimental prebidtico (p
= 0.3622) e entre grupo controle e experimental probidtico (p = 0.1754). Valores de p obtidos
apos corregao de Bonferroni.

FONTE: A autora (2022).

O teste exato de Fisher foi realizado para verificar a diferenca de
propor¢ao entre os grupos para cada tipo de confronto. Para confronto lateral, o
valor de p para o teste de Fisher entre grupo controle e grupo experimental
prebidtico foi de 0,5284, apds correcdo de Bonferroni, ndo apresentando
diferencas significativas entre os grupos (GRAFICO 3). Ja o resultado do teste
de Fisher para confronto lateral entre grupo controle e grupo experimental
probiodtico resultou em p > 1,9998, feita a correcdo de Bonferroni, ndo havendo
diferenca significativa entre os grupos analisados (GRAFICO 3). Com relac&o ao
confronto frontal, o teste exato de Fisher indicou p = 0,3622, apds correcio de
Bonferroni, entre grupo controle e grupo experimental prebidtico e valor de p =
0,1754, apds corregao de Bonferroni, entre grupo controle e grupo experimental
probidtico, ndo apresentando diferengas significativas entre os grupos neste tipo
de confronto (GRAFICO 4).

Foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para cada tipo
de confronto. Para confronto lateral, o valor de p encontrado no teste de Kruskal-
Walllis foi de 0,3146, ou seja, ndo ha diferengas significativas entre os grupos

analisados. O post-hoc de Dunn também indicou a inexisténcia de diferengas
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significativas entre o grupo controle e grupo experimental prebidtico (p = 0,2827)
e entre o grupo controle e grupo experimental probidtico (p > 0,9999) (GRAFICO
5). Para confronto frontal, o teste de Kruskal-Wallis apresentou diferencas
significativas entre os grupos, sendo p = 0,0106. Feito o post-hoc de Dunn,
verificou-se que n&o ha diferengas significativas entre o grupo controle e grupo
experimental prebiético (p = 0,1540) e entre o grupo controle e grupo
experimental probiético (p = 0,4352) (GRAFICO 5). Assim, é possivel deduzir

que a dieta diferenciada ndo provocou mudancas na interagao social entre os
animais.

GRAFICO 5 - NUMERO DE INTERACOES PARA CONFRONTO LATERAL E CONFRONTO
FRONTAL DO TESTE PARADIGMA DO ESPELHO
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NOTA: Numero de expressdes de comportamento lateral e frontal para cada grupo, representado
de acordo com a mediana com intervalo interquartil. Dados analisados de confronto lateral (A)
por teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (p = 0.3146), seguido de teste de multiplas
comparagoes de Dunn entre grupo controle e grupo experimental prebidtico (p = 0.2827) e entre
grupo controle e grupo experimetal probidtico (p > 0.9999). Para confronto frontal (B), dados
analisados por Kruskal-Wallis (p = 0.0106), seguido de teste de multiplas comparagdes de Dunn
entre grupo controle e grupo experimental prebidtico (p = 0.1540) e entre grupo controle e grupo
experimental probidtico (p = 0.4352).
FONTE: A autora (2022).
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6 DISCUSSAO

Para Yukgehnaish et al. (2020), a utilizagdo de suplementos na dieta em
peixes, como o uso de prebidticos e probidticos, traz impactos positivos tanto no
metabolismo dos animais como também na imunidade, proporcionando uma
barreira que impede o crescimento de patégenos na regido gastrointestinal. O
uso de probidticos na dieta em peixes permite uma maior digestibilidade dos
nutrientes, essencial para o metabolismo animal (MARTINEZ CRUZ et al., 2012).
No que se refere ao impacto da dieta com suplementacido aplicada em peixes,
podemos deduzir pelos resultados do trabalho que nao interfere diretamente na
questao comportamental, ja que nos testes do paradigma do espelho realizados
nao foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos, ou seja, néo
repercutiu em mudancgas no padrao das interagdes sociais.

Nos estudos de Borrelli et al. (2016), constatou-se que o uso de
suplemento alimentar probidtico acarretou em alteracbées comportamentais em
cardumes, elevando os niveis de alerta/atencdo nos peixes. No presente
trabalho, os experimentos foram realizados com os animais acondicionados
individualmente em aquarios, o que nao possibilitou verificar as possiveis
diferengas nas interagdes sociais quando em contexto de cardume, diluindo,
desta maneira, possiveis alteracbes comportamentais. Dieta com
suplementacao probidtica contendo Bacillus subtillis ndo apresentou diferencas
significativas em atividades agonisticas agressivas em estudo feito com tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus), corroborando os resultados encontrados neste
trabalho (SOLTAN; EL-L, 2008).

Relativamente a aprendizagem espacial, o trabalho constatou que a
utilizagdo de suplementagao alimentar impactou na aprendizagem dos animais.
O uso de probidtico na dieta de peixes pode apresentar diferencas no quesito
aprendizagem, sendo necessario um valor amostral maior para compreender o
real impacto biolégico no uso desse tipo de suplementagdo alimentar na
aprendizagem espacial de peixes. O uso de suplementagao probidtica na dieta
mostrou que ha um comprometimento no desempenho dos animais, com
incremento no tempo decorrido até encontrar o alvo no referido teste. O segundo
impacto a ser reportado é relacionado ao grupo experimental prebiotico: neste

grupo houve um acréscimo no nivel de sucesso de alcance ao alvo, comparando-
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se com os grupos controle e experimental probidtico. Brown (2015) indica que
peixes vivem em ambientes complexos e instaveis na maior parte do tempo,
exigindo, desta maneira, uma capacidade de memoria espacial robusta.

Segundo Novotny, Klimova e Valis (2019), em seus estudos com seres
humanos, a dieta possui o potencial de interferir no processo de aprendizagem,
através da modulagao da microbiota intestinal. Ainda de acordo com este estudo,
a aprendizagem pode ser aprimorada de acordo com a dieta e a modulagao da
microbiota intestinal, indicando que a modulacao esta relacionada a absorg¢ao de
nutrientes, distribuicdo de energia e imunidade. Dito isso, é possivel constatar
que a suplementacdo alimentar comprometeu o desempenho no quesito
aprendizagem em peixes neste trabalho.

A microbiota intestinal em peixes € influenciada por fatores biéticos ou
intrinsecos, como: genética, estagio reprodutivo, idade, estresse, status
nutricional; e também por fatores abidticos ou extrinsecos, como ambiente,
qualidade da agua e dieta (BUTT; VOLKOFF, 2019). Um fator extrinseco a ser
adicionado a esta lista seria o isolamento social, que, conforme o encontrado
neste trabalho, pode influenciar nas interagcdes sociais e na aprendizagem.

De acordo com Brandao, Braithwaite e Gongalves-de-Freitas (2015), em
seu trabalho com ciclideos Cichlasoma paranaense, um animal social, foi
verificado que o isolamento social leva a uma diminui¢do de performance em
tarefas de aprendizagem associativa, mostrando que o isolamento social de
peixes deve ser levado em consideracao na interpretacédo de resultados. Como
a tilapia-do-Nilo também faz parte da familia Cichlidae e, portanto, apresenta
comportamento social, constata-se que o isolamento social produz a diluicao de
comportamentos, impactando na aprendizagem e na interagdo dos animais.

A maioria dos estudos sobre os efeitos do uso de prebidticos e
probidticos em peixes € focada em crescimento corporal, imunidade, como
alternativa ao uso de antibiéticos (YUKGEHNAISH et al., 2020), metabolismo,
homeostase energética e reprodugao (BUTT; VOLKOFF, 2019), mostrando que
o uso de suplementagéo alimentar proporciona beneficios a saude do organismo
hospedeiro. Esses suplementos sdo amplamente utilizados na Aquicultura,
sendo que os probidticos possibilitam o estabelecimento de bactérias benéficas
no trato gastrointestinal de peixes e os prebidticos, por sua vez, estimulam o

crescimento dessas bactérias probidticas. Este trabalho proporcionou um novo
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olhar a ser explorado, que seria o lado comportamental e de aprendizagem nos
animais. Para estudos futuros seria importante se atentar as caracteristicas do

modelo animal, como modo de vida social, por exemplo.
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7 CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho apontou que a utilizacdo de
suplementacdo na dieta, como o uso de prebidticos e probidticos, nao
compromete o padrao de interagdes sociais nos peixes. Por outro lado, o uso de
suplementagado probiética compromete o desempenho da aprendizagem

espacial.
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