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Resumo

Obijetivo deste trabalho foi avaliar a inclusdo de dois tipos de probiético comercial, um complexo de bactérias e outro
com Bacillus Subtillis em dietas para juvenis de tilapia do Nilo. Foram investigados os efeitos no desemprenho
zootécnico, parametros hematoldgicos, concentracdo de glicose, morfologia intestinais e histomorfometria dos
nlcleos dos hepatdcitos. Foram utilizados 96 juvenis, com peso médio inicial de 4,87+0,64 g e 6,50+0,2 cm de
comprimento total, distribuidos aleatoriamente em 12 tanques de 18 L, com oito peixes em cada unidade experimental
durante 53 dias, com diferentes tratamentos: (C) Controle; (CB) ragdo com complexo de bactérias; (BS) racdo com B.
subtilis. Entre os tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa no desempenho zootécnico da tilapia do Nilo.
Para os parametros hematolégicos, verificou-se diferenga entre os tratamentos no ndmero de eritrocitos, onde 0s
peixes tratados com complexo de bactérias tiveram os maiores valores em relagdo aos grupos controle e B. subtilis,
porém ndo teve alteracdo para 0s outros parametros sanguineos. Na analise da composicdo centesimal ndo foi
observado diferenga significativa entre os tratamentos. As vilosidades intestinais foram maiores para CB em altura e
largura dos vilos, porém a espessura da tanica foi maior no tratamento BS. A histomorfométrica dos nicleos dos
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hepatdcitos os peixes tratados com CB tiveram maiores valores para area (um?), perimetro (um) e volume (um?) dos
nlcleos. De acordo com os dados coletados, ndo ha diferencas significativas entre aplicacdo de complexo de bactérias
e B. subtilis.

Palavras-chave: Bactérias; Centesimal; Histologia; Vilosidade.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the inclusion of two commercial probiotics, a bacterial complex and a complex
containing Bacillus subtilis in diets for Nile tilapia juveniles. The effects on growth performance, hematological
parameters, glucose concentration, intestinal morphology and histomorphometry of hepatocytes’ nuclei were assessed.
Ninety-six fish juveniles with mean initial weight of 4.87 £ 0.64 g and 6.50 + 0.2 cm total length were randomly
distributed in 12 tanks (18 L), with eight fish in each tank, during 53 days. The following treatments were designed:
(C) control, (CB) feed containing the bacterial complex, and (BS) feed containing B. subtilis. No significant
differences were found in relation to the growth performance of fish. In relation to the hematological parameters, a
single difference was observed regarding the number of erythrocytes, with the fish treated with the diet containing the
bacterial complex displayed the highest values in relation to the C and BS groups, while the other parameters were not
affected by the probiotic inclusions. Similarly, no differences were observed for the proximate composition of fish.
The intestinal villi of fish fed the bacterial complex (CB) were higher and wider, but the thickness of the tunic was
higher in B. subtilis. The histomorphometric variables of the hepatocytes’ nuclei of the fish from the CB treatment
revealed higher values of area (um?), perimeter (um) and volume (um3). It was concluded that there are no significant
differences between the application of a bacterial complex or B. subtilis as probiotic additives for Nile tilapia
juveniles.

Keywords: Bacteria; Proximate; Histology; Villus.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la inclusion de dos tipos de probidtico comercial, un complejo bacteriano y un
complejo de Bacillus Subtillis en dietas para juveniles de tilapia del Nilo. Se investigaron los efectos sobre el
rendimiento zootécnico, los pardmetros hematolégicos, la concentracion de glucosa, la morfologia intestinales y la
histomorfometria de los nucleos de los hepatocitos. Se utilizaron 96 juveniles, con un peso inicial promedio de 4.87 £
0.64 gy 6.50 = 0.2 cm de tamafio total, distribuidos aleatoriamente en 12 tanques de 18 L, con ocho peces en cada
unidad experimental durante 53 dias, con diferentes tratamientos: (C) Control; (CB) dieta con complejo bacteriano;
(BS) racién de B. subtilis. No hubo diferencias significativas entre tratamientos en el desempefio zootécnico de la
tilapia del Nilo. Para los parametros hematoldgicos, hubo una diferencia entre los tratamientos en el nimero de
eritrocitos, donde los peces tratados con el complejo bacteriano tuvieron los valores més altos en comparacién con los
grupos control y B. subtilis, pero no hubo cambios para los otros pardmetros sanguineos. En el andlisis de
composicién centesimal, no se observo diferencia significativa entre tratamientos. Las vellosidades intestinales fueron
mayores para CB en altura y ancho de las vellosidades, pero el grosor de la tinica fue mayor en el tratamiento BS. En
el andlisis histomorfométrico de nucleos de hepatocitos, los peces tratados con CB presentaron mayores valores de
area (um?), perimetro (um) y volumen (um?®) de los nucleos. Segun los datos recopilados, no existen diferencias
significativas entre la aplicacion del complejo bacteriano y B. subtilis.

Palabras clave: Bacteria; Centesimal; Histologia; Vellosidad.

1. Introducéo

A producéo de pescado no Brasil por meio da aquicultura vem aumentando a cada ano, sobrepujando outros setores de
producdo de alimento de origem animal, sendo uma forma de gerar renda, emprego, seguranga alimentar para populacéo e
sustentabilidade. Segundo a Organizacao das Nac¢des Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura-FAO (2018) a tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) é a quarta espécie mais produzida no mundo, devido o vasto conhecimento sobre sua biologia e o
avango nas novas tecnologia desenvolvida para criagdo de peixes. No Brasil os principais produtores de pescado s&o os estados
do Parana com 166.000 t, Sdo Paulo 70.500 t, Minas Gerais 42.100 t, Santa Catarina 40.059 t e Mato Grosso do Sul 29.090 t
(PEIXE BR 2021). Estes estados vém crescendo na produgdo de alimento e se destacando no territorio nacional (IBGE, 2017).
Entre estes estados o Parana é principal produtor de tilapia do Nilo, principalmente na sua regido do oeste do Parana, onde se
concentra a maior producédo do pais (Schulter & Vieira Filho, 2017; IBGE, 2018).

Com a intensificacdo do setor aquicola agregado aos problemas sanitarios, proporcionou o surgimento de doengas,
ocasionando o uso antibidticos para combater as enfermidades e melhorar a produ¢do. Contudo, alguns microrganismos ficarao

resistente a estes antibiéticos, por falta de conhecimento técnico para uso ideal e/ou indiscriminado dos farmacos (Da Costa et
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al., 2008; Amarante et al.,2018; Khati et al., 2018). Em contrapartida ao surgimento destes problemas, o desenvolvimento de
estudos com uso de aditivos probidticos mostrou-se importante para aquicultura. Atualmente na criagdo de peixes 0 uso de
bactérias esta desempenhando papel importante no desenvolvimento e metabolismo dos peixes (Ribeiro et al., 2008; Rego et
al.,2012; Ferreira et al., 2015; Ibrahem, 2015; Fonseca et al 2020).

Os probiédticos agem no desempenho dos peixes aumentando a digestdo dos alimentos, diminuindo o estresse em
sistema de alta densidade e melhorando o sistema imunoldgico, além disso, reduz a quantidade de composto nitrogenados e
fosforo da agua de cultivo (Ibrahem, 2015; Fonseca et al. 2020). Porém, no mercado existem varios produtos de probidtico,
podendo ser comercializados em forma de liquido ou em p6, contendo uma bactéria ou varias bactérias em sua composicdo. No
entanto, os dois tipos sdo usados na criacdo de peixes devido a seus pontos positivos. O produto liquido é mais facil para o
piscicultor incorporar na racdo, e na agua de cultivo como biorremediador (Van Hai, 2015), enquanto, que o produto em pé
precisa de mais técnica para misturar o probidtico na racéo, pois precisa utilizar uma porcentagem de 2% a 3% 6leo vegetal ou
animal em relagdo com o peso da racdo, contudo, as duas formas de apresentacdo do produto precisam de orientacdo técnica
(Carvalho et al., 2011; Nakandakare et al., 2013; Fonseca et al. 2020). Vale ressaltar que segundo (Brito et al.,2014) ainda ndo
existe um tipo de composigao ideal de probidtico.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do uso de dois tipos de probidtico comercial, um complexo
de bactérias e o outro contendo apenas Bacillus Subtillis, no desempenho zootécnico, alteracbes hematolégicas, intestinais e

hepéticas em de juvenis de tilapia do Nilo.

2. Metodologia
2.1 Material bioldgico e procedimentos

Foram utilizados 96 juvenis de tildpias do Nilo O. niloticus, com peso médio inicial de 4,87+0,64 g e 6,50 £ 0,2 cm de
comprimento total, distribuidos aleatoriamente em 12 aquérios com capacidade de 18 L e com oito peixes em cada unidade
experimental, com renovacgdo de 4gua constante.

O experimento foi realizado no laboratério de Aquicultura da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste)
Campus de Toledo-PR, durante o periodo de 53 dias. O sistema utilizado mantinha um fluxo de agua sem sua reutilizacéo, com
fonte de oxigenacdo continua promovida por um soprador de ar central, o qual permaneceu conectado por mangueiras e pedras
porosas em cada aquario.

A alimentacdo dos peixes foi realizada quatro vezes ao dia até saciedade aparente, com racdo comercial extrusada
(tamanho 2,0 mm e 35% de proteina bruta), no qual os peixes foram submetidos aos seguintes regimes alimentares:
tratamentos controle (C) ndo contendo probidtico; (CB) ragdo com complexo de bactérias; (BS) ragdo com probidtico B.
subtilis. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e composto por trés tratamentos e quatro repeticoes.

A composicdo da ragdo fornecida no rotulo de fabricante foi: farelo de milho desengordurado, milho integral moido,
farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e ossos, calcario calcitico, cloreto de sodio (sal comum), metionina, lisina,

antiflngico, premix vitaminico e mineral. Na tabela 1 encontram-se os niveis de garantia da ra¢do comercial.
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Tabela 1. Niveis de garantia apresentado no rotulo da racdo comercial.

Niveis de Garantia

Umidade 120,0 g/kg Vitamina B6 6,0 mg/kg
Proteina bruta 350,0 g/kg Vitamina B12 10,0 pg/kg
Extrato etéreo 50,0 g/kg Biotina 0,5 mg/kg
Matéria fibrosa 50,0 g/kg Antioxidante 120,0 mg/kg
Matéria mineral 80,0 g/kg Ac. Nitcotinico 30,0 mg/kg
*Energia bruta 4.127,5 kcal/kg Ac. Pantoténico 10,0 mg/kg
Calcio (minimo) 10,5 g/kg Ac.Félico 0,5 mg/kg
Calcio (méaximo) 15,0 g/kg Ferro 40,0 mg/kg
Fosforo 5.000,0 mg/kg Cobre 8,0 mg/kg
Vitamina C 450,0 mg/kg Manganés 70,0 mg/kg
Vitamina A 8.000,0 Ul/kg Zinco 50,0 mg/kg
Vitamina D3 2.100,0 Ul/kg lodo 1,2 mg/kg
Vitamina E 100,0 Ul/kg Selénio 0,12 mg/kg
Vitamina K3 3,0 mg/kg Colina 500,0 mg/kg
Vitamina B1 2,0 mg/kg

Vitamina B2 4 mg/kg

* Energia bruta calculada de acordo com o valor do calor de combustdo de 9,44, 4,11 e 5,64 kcal g-1 para lipidios, carboidratos e
proteinas, respectivamente (Braxter, 1989). Fonte: Kowalski: racdo para peixes.

Foram administrados dois tipos de probidticos comerciais, os quais foram adquiridos em pé (liofilizado), e continha
um complexo de bactérias (B. subtilis, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. cereus e Lactococcus lactis) na
concentragdo de 1,25 x 108 UFC.g*. Efetivou-se o procedimento para a inclusdo nas ragoes experimentais pelo método de
aspersdo, misturando-se em 3% de Oleo de soja referente ao peso da dieta, para melhorar a estabilidade. Enquanto o
probidtico comercial liquido, apresentava em sua composicdo a bactéria (B. subtilis) na concentracdo de 2,0x 108 UFC.mL?,
sendo acrescentada em um teor de 2,5 mL.kg™? da racdo experimental, conforme recomendado pelos fabricantes. Ambas
foram homogeneizada por 10 minutos.

Foram avaliados diariamente as varidveis da temperatura (°C) da agua foi diariamente no periodo vespertino e 0s
parametros pH, oxigénio dissolvido (mg.L?) e condutividade elétrica (uS.cm™) da agua e sélidos totais dissolvidos (mg.L?),
que foram mensurados com um multiparametro (Hanna HI98196), sempre antes do sifonamento dos tanques (Sibauba-Tavares
1995; Dias et al., 2011).

No inicio e final do experimento foi realizada a biometria para obtencdo das medidas individuais de peso e
comprimento total dos peixes com um paquimetro e uma balanca de precisdo (0,001g). Posteriormente foram empregadas no
calculo e avaliagdo das variaveis zootécnicas. Foram determinados por: Sobrevivéncia (SO) = (n° de peixes no final/nimero de
peixes inicial) x 100; Ganho de peso (GP) = peso final - peso inicial; Eficiéncia alimentar (EA)= (ganho de peso(g)/consumo
de racdo (g)) /100; Taxa de crescimento especifico (TCE)= (In peso final - In peso inicial) / tempo de experimento) x100;
indice viscerosomatico (IVS)= (peso das visceras/peso corporal) x100; indice hepatossomético (IHS)= (peso do figado/ peso
corporal) x100 (Silva & Queiroz 2002).

2.2 Analise centesimal
A composicao corporal foi avaliada no Laboratorio de qualidade de alimento (LQA), na Universidade Estadual do
Oeste do Parana, Parand, Brasil, com 16 peixes inteiros de cada tratamento, na qual foi realizada a secagem prévia das

amostras biol6gicas em temperatura a 55° C durante 72 horas em estufa com ventilacdo forcada. Apds a secagem, estas
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amostras passaram por uma moagem em moinho de martelo, e posteriormente foi realizada a analise de umidade, extrato

etéreo, proteina bruta e matéria mineral, segundo as prescrigdes da Association of Official Analytical Chemists, AOAC (1995).

2.3 Amostras biologicas

No final do experimento trés peixes de cada unidade experimental por tratamento foram anestesiados com eugenol
diluido na dgua (100 mg.L™) para os procedimentos de coletas de amostras de sangue dos peixes, utilizando seringas de 1,0 mL
banhadas com anticoagulante EDTA (3,0%), sequindo as recomendacdes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) de registro 41/20. O sangue foi coletado por meio de pungao caudal,
sendo armazenado em Eppendorf individual para cada individuo e duas laminas por individuo foram empregadas para
confeccao do esfregaco do sangue para posteriores analises hematoldgicas (De Padua et al., 2013). Além disso, foram retirados
o intestino, figado e a gordura visceral com materiais cirargicos (tesoura, pinca e bisturi), para serem mensurados peso e
comprimento. Estes 6rgéos foram colocados em placa de Petri para avaliagdo dos indices somaticos (Fonseca et al., 2020).

O intestino e o figado foram conservados em Alfac durante 24 horas de acordo com Caputo, Gitirana e Manso (2010)

e depois transferidos para o alcool 70% até o momento do processamento histolégico.

2.4 Hematologia

O namero de eritrocitos foi contado através de uma camara de Neubauer pelo método de hemocitémetro, utilizando-se
0 liquido de Hayem (1:200) em pipeta automatica, sendo os valores obtidos utilizados para calcular o nimero total de
leucdcitos.

A contagem diferencial e total dos leucdcitos foi feita através de duas laminas por peixe de cada tratamento, realizado
0 esfregaco do sangue e em seguida coradas com corantes hematol6gicos com May-Griinwald Giemsa. A contagem e
identificacdo das células foi realizada atraves de microscépio (P1 Olympus BX 50, Manila, Filipinas), na objetiva de 100 vezes
e percorrendo toda a lamina em “zig-zag” conforme descrito por Tavares-Dias e Moraes (2004). Para avaliacdo diferencial
foram contadas 200 células, sendo estabelecido um percentual de linfécitos, neutréfilos e mondcitos. Na contagem total foram
contadas 2000 (duas mil) células e identificando o nimero de leucdcitos.

Para realizar a analise bioquimica plasmatica da glicose (mg.dL™) de cada peixe, as amostras foram centrifugadas a
2.500 rpm por cinco minutos e depois conservadas em eppendorf em um freezer, para ser analisado com o uso de “kit de
glicose” especificos (Gold Analisa Diagnostica Ltda, Belo Horizonte — Minas Gerais, Brasil) através do método Enzimatico-

colorimétrico, conforme as instru¢des do fabricante (Fonseca et al. 2020).

2.5 Histologia

As amostras dos intestinos e figados foram preparados no Laboratorio de Histologia do Gemag, na
UNIOESTE/Campus Toledo/PR. Amostras do intestino médio e do figado foram desidratadas em série ascendente de alcoois
(70, 80, 90,100 I, 100 I1, 100% I1I), diafanizadas em xilol, e colocadas em parafina histoldgica, para a realizacdo dos cortes
semisseriados de 7um. Para a coloracdo das laminas do intestino e figado foram preparadas uma lamina por individuo, coradas
com Hematoxilina-Eosina (HE), para as anélises da morfologia dos vilos e morfometria dos nucleos dos hepatécitos.

As analises dos cortes histologicos foram realizadas em microscopio dptico (P1 Olympus BX 50, Manila, Filipinas),
acoplado a cdmera BEL Capture, utilizando as objetivas de 40x e 100x para as capturas de imagens dos cortes de intestino e
figado respectivamente. Um sistema de andlises de imagens Eurekam 3.0 Plus foi utilizado para mensuracdo dos vilos e dos

nlcleos dos hepatécitos.
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A histomorfometria das vilosidades intestinais foi realizada medindo a altura de dez vilosidades (da base para o topo)
e a largura das dobras (préximas a regido do apice) por amostra, e a espessura da tinica muscular (musculo liso) em dez pontos
por amostra, usando as objetivas 40x e 100x. A histomorfometria foi realizada de acordo com Rodrigues et al. (2017), a partir
de cinco fotos selecionadas aleatoriamente com uma ampliagdo de 1000x. A area (um?), perimetro (um), € o didmetro (um) dos
nacleos dos hepatdcitos foram mensuradas em 50 células aleatoriamente por laminas para calcular o volume do nicleo do

hepatdcito Vnh (um?) = 4/3 w.r3, onde r é o raio nuclear segundo (Striissmann et al., 1990; Fonseca et al., 2020).

2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade e homocedasticidade, com & analise de variancia
unifatorial (ANOVA One-way). Posteriormente foi realizado o teste de comparacéo de médias, Teste de Tukey com niveis de
significncia de 5%. Para os dados que ndo seguiram distribuicdo normal, foram realizadas as transformacfes (Log, Raiz e
Rank) e todas foram realizadas utilizando-se o Software STATISTICA 7.0 (Carvalho et al., 2019).

3. Resultados e Discussao

Foram registradas as variaveis fisico-quimicas da agua, de temperatura 25+1°C; pH 7,0+1,0; oxigénio dissolvido
5,0+1,0 mg.L%; sélidos totais dissolvidos 223+98 mg.L! e a condutividade elétrica 352+173 uS.cm™. Entre os tratamentos e ao
longo do experimento ndo apresentaram diferengas (p>0,05) que pudessem interferir nos resultados obtidos, pois 0s mesmos
permaneceram de acordo com a faixa ideal recomendada para produgdo de peixes de clima tropical (Boyd, 1990; Sipauba-
Tavares, 1995).

Analisando o desempenho zootécnico da tilapia do Nilo, ndo houve diferenga (p>0,05) no peso médio final, no ganho
de peso e comprimento do intestino (Tabela 2). Guimaraes et al. (2019) testando B. subtilis e Lactobacillus plantarum em
larvas de tildpia do Nilo durante a fase de inversdo sexual, ndo constaram efeito significativo no desempenho, 0os mesmos
autores relataram que alguns probidéticos para demonstrar os seus efeitos benéficos requerem um agente estressor como, ma
qualidade de agua, presenca de enfermidade no cultivo ou superproducéo em espaco reduzido. Porém Brito et al. (2019) ao
testar cepas probidticas comercial B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. mycoides, megatherium por 30 dias em juvenis de
tildpias do Nilo, com desafio sanitario, ndo encontraram resultados que pudessem expressar diferencas estatisticas no ganho de
peso entre 0s tratamentos. Porém em um trabalho realizado por Aly et al. (2008) ao utilizar probidtico comercial (B. pumilus e
Organic Green TM) no cultivo de tilapias do Nilo submetidas a infecgdo por Aeromonas hydrophila (108 bactérias mL), por 2
meses de cultivo obteve resultado significativo no ganho de peso.

A sobrevivéncia dos juvenis de tilapia do Nilo ndo foi diferente (p>0,05) entre os tratamentos, assim como a taxa de
crescimento especifico. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Albuquerque (2011) ao adicionar na
alimentacdo probioticos para juvenis de tilapia do Nilo, linhagem Gift e Azevedo et al., (2016) ofertando prebidtico, probidtico
e simbidtico para juvenis de tambaqui em duas densidades de estocagem. No entanto Ramirez et al. (2016) ao testar o efeito da
inclusdo de probidticos microencapsulado (B. megaterium, B. polymyxa e Lactobacillus delbueckii) em tildpia vermelha
(Oreochromis sp.), em concentracéo de 1,2x10° UFC/g, encontraram resultados positivos (p<0,05) para taxa de sobrevivéncia e
taxa de crescimento especifico, 0 mesmo ainda afirma que o uso de microorganismos endégenos melhora o desempenho
zootécnico em peixes. A adicdo do complexo de bactérias e B. subtilis também nédo influenciou (p>0,05) os indices

hepatosomatico e viscerosomatico entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Desempenho zootécnico de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetida ao complexo de bactérias e
Bacillus subtilis.

Tratamentos

Variaveis C CB BS Valor-p
PMI (g) 4,87+0,64 4,91+0,80 5,09+0,29 NS
PMF (g) 22,83+4,90 23,85+ 21,40+3,81 NS
Cl (cm) 34,60+6,50 36,99+6,97 32,45+7,86 NS
SO (%) 81,25+16,13 78,12+27,71 68,75+16,13 NS
CAA(g) 1,62+0,39 1,98+0,84 1,99+0,56 NS
GP(g) 17,9545,14 18,94+1,37 16,31+3,82 NS
EA 0,10+0,02 0,09+0,01 0,09+0,01 NS
TCE (%) 2,83+0,54 2,93+0,16 2,63+0,35 NS
VS (%) 4,88+0,63 5,06+1,54 4,23+0,43 NS
IHS (%) 1,56+0,67 1,53+0,17 2,08+0,70 NS

Valores apresentados como média + desvio padréo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento controle; CB = adi¢do de complexo
de bactérias; BS = adicdo de probiotico B. subtilis; NS= ndo houve diferenca significativa; *= diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de
Tukey. Peso Inicial (PMI); Peso Final (PMF); Comprimento do intestino (Cl); Sobrevivéncia (SO); Conversdo Alimentar Aparente (CAA);
Ganho de Peso (GP); Eficiéncia Alimentar (EA); Taxa de Crescimento Especifico (TCE); indice Viscerossomatico (IVS): indice
Hepatossomatico (IHS)

Fonte: Dados oriundos da pesquisas

A inclusdo de probidticos comercial adicionados a dieta para juvenis de tilapia do Nilo, ndo influenciou—na
composi¢do centesimal para umidade, proteina bruta, lipidios totais e matéria mineral (Tabela 3). Este trabalho esta de acordo
com o encontrado por Albuquerque et al. (2015) que também ndo observaram diferengas para proteina bruta, extrato etéreo,
umidade e matéria mineral ao adicionar dois produtos comerciais B. subtilis C-3102 e B. cereus var. Toyoi em juvenis de
tilpia, variedade Gift. Logo Schwarz et al. (2016) encontraram diferengas, somente para proteina bruta na composicéo
corporal em juvenis de tilapia do Nilo com a inclusdo de 0,25% levedura Saccharomyces cerevisiae.

Tabela 3. Composicdo centesimal de juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante 53 dias de experimento
submetida ao complexo de bactérias e Bacillus subtilis.

Tratamentos
Variaveis Inicial C CB BS Valor-p
Umidade (%) 79,52+0,02 76,46+0,02 76,76+0,04 76,050,005 NS
Proteina bruta (%) 11,82+0,02 12,45+0,15 12,21+0,35 13,16+0,22 NS
Extrato etéreo (%) 5,13+0,08 5,79+0,10 5,51+0,17 5,67+0,10 NS
Matéria mineral (%) 3,40+0,08 3,58+0,06 3,62+0,01 3,79+0,02 NS

Valores apresentados como média + desvio padrao para dados normalmente distribuidos. C = tratamento controle; CB = adi¢do de complexo
de bactérias; BS = adicdo de probidtico B. subtilis; NS= ndo houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados oriundos da pesquisa.

Nenhum efeito foi verificado nos nimeros de leucécitos, linfocitos, neutréfilos e mondcitos. Além disso, para
concentracdo de glicose também néo foi observado diferenca estatistica significativas (Tabela 4). No entanto para os nimeros de

eritrocitos a andlise de variancia evidenciou efeito significativo (p<0,05) entre os tratamentos. Para o tratamento CB foi
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observado maiores nimeros de eritrocitos do que nos grupos C e BS, porém ndo é possivel afirmar causa ou implicacdo dessa
diferenca entre os dois grupos tratados com complexo de bactérias e B. subtilis. Porém Costa et al. (2014) observou valores
superiores ao do presente trabalho, ao adicionar diferentes fontes de 6leos na alimentacdo de tilapia do Nilo. Contudo Wang et
al. (2017) observaram melhora no estado imunoldgico em tilapias do Nilo, apds serem tratados com B. cereus na agua e na

racdo. Entretanto, neste presente estudo ndo houve diferencas nos demais parametros sanguineos.

Tabela 4. Parametros hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos ao complexo de

bactérias e Bacillus subtilis.

Tratamentos

Variaveis C CB BS Valor-p
Eritrécitos (108 pL-1) 2,70+2,00ab 3,30+1,50a 1,60+5,20b *
Leucocitos (10* puL-1) 2,60+2,11 2,50+1,16 1,5045,12 NS
Linfocitos (10*pL-1) 2,59+2,10 2,40£1,15 1,50+5,06 NS
Monécitos (10° pL-1) 1,52+1,06 2,52+1,33 2,52+1,38 NS
Neutrofilos (103 puL-1) 2,04+1,41 2,75%1,50 3,10+2,18 NS
Glicose (mg. dL) 195,07+102,43 162,64+54,34 144,83+57,62 NS

Dados apresentados como média + desvio padréo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento controle; CB = adi¢do do complexo
de bactérias; BS = adicéo de B. subtilis; NS= ndo houve diferenga significativa; *= diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados oriundos da pesquisa.

A anélise do intestino revelou diferenca significativa na altura e largura dos vilos do tratamento com B. subtilis em
relacdo ao complexo de bactérias e controle, mas para a espessura da tinica o complexo de probiético teve o maior valor
médio em relacdo ao que recebeu B. subtilis (Tabela 5). Segundo Azevedo et al. (2016) a capacidade de absorcéo do intestino
esta ligada ao tamanho e o ndmero das vilosidades, sendo essas estruturas podem ser modificadas por fatores antinutricionais
ou microorganismos, evidenciando um desequilibrio e alteragdo nos vilos.

As vilosidades sdo estruturas que podem sofrer alteracdes em sua morfologia e histologia, em fungdo dos
ingredientes que compdem a dieta (Schwarz et al., 2011). Essas altera¢cbes no comprimento das vilosidades e larguras do
vilos, ird proporcionar melhor absor¢do de nutrientes (Caspary, 1992; Batista et al., 2016).

Em estudo realizado por Mello et al. (2013) foi observado que o incremento de 4.0g kg™ de B. cereus e B. subtilis na
dieta de juvenis de tilapia do Nilo, ocasionando aumento da altura e largura das vilosidades, o que aumentou a éarea de
absorcdo. Resultados significativos para altura dos vilos e espessura do epitélio também foram encontrados por (Carvalho et
al., 2011) ao adicionar pré (0,5% de MOS), e probidticos (4,15 X 10" UFC de B. subtilis) na alimentagdo de juvenis de
tilapias do Nilo. Silva (2014), Reda e Selim (2015) também perceberam mudangas nas vilosidades ao adicionarem probiotico
em racdo comercial para til4pia do Nilo cultivada em tanque-rede. Fonseca et al. (2020), identificaram um aumento da altura
dos vilos e na espessura da tdnica intestinal de tilapia do Nilo alimentados com complexo de probidtico, obtendo importantes
resultados imunolégico para tilapia do Nilo. De acordo com Jesus (2014), o crescimento da morfometria intestinal mostra a
capacidade dos probi6ticos na diminui¢do da adesdo de bactérias patogénicas do epitélio intestinal. Por outro lado, 0 aumento
da tunica esta relacionado a adaptacéo da estrutura intestinal em resposta a adi¢do probi6tica (Rotta, 2003).

O tempo de alimentag8o, os tipos de microorganismos utilizado e a quantidade administradas, sdo fatores que
interferem no sucesso do uso do probidtico para a dieta (Khojasteh, 2012; Ramos et al., 2017). Neste estudo foi observado
uma tdnica mais espessa no tratamento com complexo de bactérias, diferente dos tratamentos com B. subtilis e o controle.

Destaca-se que para esse estudo, os animais utilizados, ndo foram submetidos a desafios. Porém, foi constatado uma
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diferenca significativa na morfologia do intestino, isso ndo foi o suficiente para alterar dados de desempenho zootécnico, ou

parametros imunoldgicos.

Tabela 5. Parametros morfolégicos do intestino de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetida a complexo de
bactérias e Bacillus subtilis.

Tratamentos
Variaveis C CB BS Valor-p
Altura dos vilos(um) 183,19+76,41ab 112,35+20,81b 209,19+72,42a *
Largura dos vilos (um) 90,34+27,60b 42,57+7,52¢ 94,83+11,40a *
Espessura da tanica(uum) 20,90+8,92¢ 30,07+4,75a 21,18+3,21b *

Valores apresentados como média + desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. C = tratamento controle; CB = adi¢do de complexo de
bactérias; BS = adi¢do de B. subtilis; *= houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados oriundos da pesquisa.

Nas analises morfometrias dos nucleos dos hepatécitos de tilapia do Nilo, o tratamento que continha complexo de bactérias,
obteve maiores valores para as variaveis mensuradas, area (um?), perimetro (um) e volume (um?) dos nucleos dos hepatdcitos

apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos (Tabela 6).

Tabela 6. Caracteristica morfométrica dos nicleos dos hepatdcitos de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

submetida ao complexo de bactérias e Bacillus subtilis.

Tratamentos
Variaveis C CB BS Valor-p
Perimetro do Nucleo (um) 8,49+0,53b 8,96+0,69a 8,01+0,71c *
Area do Nucleo (um?) 18,08+2,26b 20,14+3,06a 15,40+2,11c *
Volume do nicleo (um?3) 41,21+7,44b 47,97+10,63a 34,48+9,43c *

Valores apresentados como média * desvio padrdo para dados normalmente distribuidos. C= tratamento controle; CB= adi¢do de complexo
de bactérias; BS = adicdo de probidtico B. subtilis; *= houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados oriundos da pesquisa.

Fonseca et al. (2020) citam que em suas analises observaram maiores areas de nucleos de hepatécitos apos
alimentacdo com probioticos, essas alteracGes sdo explicadas pelo manejo nutricional aplicado (Rodrigues et al., 2017).
Segundo Ostaszewska et al. (2011) o aumento do tamanho do nucleo dos hepatdcitos depende da quantidade de glicogénio ou
lipidios armazenados no citoplasma, revelando alteragdes no metabolismo e o aparecimento de necrose hepética ou esteatose
Caballero et al. (2004) Raskovic et al. (2011). Estes autores afirmaram que proteina na dieta em excesso, necessitam de
maiores niveis de energia para serem metabolizadas, e a parte ndo metabolizada se concentra em forma de gordura no figado,
sobrecarregando suas fungdes, conforme destacado por Almeida et al. (2011).

J& Rodrigues et al. (2017) constataram a reducdo no metabolismo dos hepatécitos, ao submeter hibridos de surubim
(Pseudoplatystoma reticulatum x Pseudoplatystoma corruscans) a uma dieta inadequada, e por consequéncia a diminui¢do da
area do nucleo. Da mesma forma Cabalerro et al. (2004) viu alteragdes histolégicas ao aumentar niveis de 6leo de soja em
racdes para “sea bream” (Sparus aurata L.), resultando no aparecimento de esteatose nos hepatdcitos. Porém Lins Rodrigues et

al. (2020) observaram uma reducdo nos parametros morfométricos, avaliados pelo uso de glicogénio e estrutura de hepatdcitos,
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quando os peixes foram alimentados com probidticos, essa reducdo tira a sobrecarga no figado durante os processos
metabdlicos (Power et al., 2000).

O figado é fundamental para o metabolismo dos nutrientes e nos da respostas do estado nutricional em peixes, essas
alteracBes podem ser resultado de uma dieta desbalanceada, exposicdo a substancias quimicas ou drogas, respondendo com
adaptacdes, lesdo ou morte celular (Bolla et al., 2011; Raskovic et al., 2011; Honorato et al., 2014). Neste estudo realizado,
ndo foi observado comprometimento das células hepaticas mesmo apresentando aumento na estrutura dos hepat6citos em um
dos grupos tratados.

4. Concluséao

Os resultados mostraram que ndo diferencas entre os tratamentos em relacdo ao desempenho zootécnico, mas houve

melhoras em relacdo a morfologia do intestino, o que pode evidenciar melhoras no estado nutricional dos animais.
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