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RESUMO 

 

Aditivos alimentares são empregados na nutrição animal e desencadeiam múltiplas respostas 
benéficas ao organismo dos peixes. O VILIGEN™ (Alltech®, EUA) é um aditivo alimentar que 
contém butirato de sódio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco desenvolvido com o 
propósito de promover a saúde intestinal em animais de produção. O objetivo deste estudo foi 
avaliar o efeito da suplementação dietética deste aditivo 1) na morfologia e integridade 
intestinal, 2) na barreira intestinal, por meio da quantificação da proteína claudina-2; em juvenis 
de tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus). O ensaio de dose-resposta durou 60 dias, onde 840 
peixes (peso médio inicial de 1,98 g) foram distribuídos em 30 unidades experimentais (200 L), 
pertencente a um sistema de recirculação com temperatura controlada em 28 °C. Os animais 
foram alimentados com dietas contendo níveis crescentes de inclusão de VILIGEN™ (0,00; 
0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg-1), testados em seis repetições. Para analisar as alterações 
morfológicas ou na estrutura da barreira física intestinal, a porção medial do intestino dos peixes 
foi analisada com auxílio da microscopia eletrônica de transmissão e de varredura. Além disso, 
quantificou-se a proteína da junção oclusiva claudina-2 através da técnica de western blot. Os 
dados de morfologia intestinal e da proteína claudina-2 foram submetidos à análise de regressão 
polinomial para determinação do melhor nível de inclusão de VILIGEN™ nas dietas, a um 
nível de significância de 5%. Nas eletromicrografias detectou-se diferença significativa na 
altura das microvilosidades, as quais apresentaram uma resposta quadrática ao aumento dos 
níveis dietéticos de VILIGEN™. A maior altura das microvilosidades e melhor 
desenvolvimento das pregas intestinais foi com a inclusão de 2,50 g kg-1 e 2,40 g kg-1 do aditivo 
na dieta, respectivamente. A integridade macroestrutural foi notavelmente diferente entre os 
peixes alimentados com dietas contendo diferentes doses do aditivo. O intestino das tilápias 
suplementadas com 2,40 g kg-1 apresentaram a melhor integridade do tecido intestinal, com 
menor fusão das pregas intestinais, sem a presença de deformidades e lesões, indicando que 
essa dose preveniu ou reparou possíveis danos intestinais. Já os peixes que não receberam 
suplementação e os que receberam a maior suplementação (4,80 g kg-1) apresentaram maior 
deformidade e fusões das pregas, respectivamente. A quantificação da proteína da junção 
claudina-2 não foi significativamente afetada pela suplementação. Por fim, conclui-se que a 
suplementação dietética do aditivo VILIGEN™ a 2,50 g kg-1 na dieta melhora a morfologia 
intestinal e a integridade do epitélio do intestino de juvenis de tilápia-do-nilo, sem alterar a 
barreira física intestinal.  
 
 
Palavras-chave: Aquicultura. Integridade intestinal. Microvilosidades. Morfologia intestinal. 

Oreochromis niloticus. 

  



 

ABSTRACT 

 

Feed additives are used in animal nutrition and trigger multiple beneficial responses to fish 
organisms. VILIGEN ™ (Alltech®, USA), a feed additive designed to promote intestinal health 
includes sodium butyrate, hydrolyzed yeast, and zinc proteinate. This study aimed to evaluate 
the effect of dietary supplementation of this additive on 1) intestinal morphology and integrity, 
2) intestinal barrier by quantifying the claudin-2 protein in juvenile Nile tilapia (Oreochromis 
niloticus). The dose-response trial lasted 60 days, where 840 fish (1.98 g) were randomly 
distributed into 30 experimental units (200 L), connected to a water recirculation system with 
controlled temperature (average 28 °C). The fish were fed experimental diets with increasing 
levels of VILIGEN ™ (0.00, 0.60, 1.20, 2.40, and 4.80 g kg-1) with six replicates per dietary 
treatment. To analyze changes in the morphology or structure of the intestinal physical barrier, 
the medial portion of the gut was analyzed by transmission and scanning electron microscopy. 
In addition, the claudin-2 tight junction protein was quantified using the western blot technique. 
Gut morphology and claudin-2 protein data were submitted to polynomial regression analysis 
to determine the best inclusion level of VILIGEN™ in the diets, at a 5% significance level. 
Electron micrographs enabled us to register a significant difference in the height of the 
microvilli that showed a quadratic response to the increasing dietary levels of VILIGEN™. The 
highest height of microvilli and the best development of gut folds was registered at 2.50 g kg-1 
and 2.40 g kg-1 inclusion levels, respectively. The macrostructural integrity was notably 
different among fish fed diets containing different doses of the additive. The intestines of tilapia 
supplemented with 2.40 g kg-1 showed the best integrity of intestinal tissue, presenting less 
fusion of the gut folds, without deformities or lesions, indicating that that dose prevented or 
repaired possible intestinal damage. Fish fed diet devoid of supplementation and those fed the 
highest supplementation level (4.80 g kg-1) had the highest fold deformity and fold fusions, 
respectively. The amount of the claudin-2 junction protein was not affected by the different 
levels of supplementation. Our findings show that the dietary supplementation of VILIGEN™ 
at 2.50 g kg-1 improves the gut morphology and the integrity of the intestinal epithelium of 
juvenile Nile tilapia, without altering the intestinal physical barrier. 
 
Keywords: Aquaculture. Intestinal integrity. Microvilli. Intestinal morphology. Oreochromis 

niloticus. 
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1  INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 PANORAMA DA ATIVIDADE AQUÍCOLA 

 

A aquicultura vem se destacando como atividade sustentável e competitiva na 

produção de alimentos de excelente qualidade e alto valor biológico em todo o mundo 

(OECD/FAO, 2019). Essa competividade só foi possível devido aos avanços tecnológicos, que 

incluem novas técnicas de criação, com custos mais acessíveis de produção e ganhos 

significativos na produtividade (SIQUEIRA, 2018).  

Globalmente, a produção de organismos aquáticos alcançou 178,5 milhões de 

toneladas em 2018, apresentando um aumento de 3,4% em comparação ao ano anterior. A 

aquicultura contribuiu com 82,1 milhões de toneladas de peixes, sendo responsável por fornecer 

52% do pescado utilizado para o consumo humano no ano de 2018 (FAO, 2020). Nos últimos 

anos, o crescimento na produção de pescados está impulsionado exclusivamente pela expansão 

da produção aquícola, pois a pesca tem se mantido estável nas últimas décadas (SILVA, 2014). 

A aquicultura deverá aumentar seu aporte produtivo para em média 102,2 milhões de toneladas 

em 2028, resultando em um aumento de 28% (OECD/FAO, 2019). Já outras atividades 

responsáveis por fornecerem também proteína animal à população, como avicultura, pecuária 

e suinocultura apresentarão crescimentos inferiores quando comparado ao da aquicultura 

(Figura 1). 

 
Figura 1. Crescimento mundial da Aquicultura em comparação com as 

demais cadeias de produção animal, entre 2018 e 2028. 

 
Fonte: OECD-FAO, 2019. 
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Mundialmente, 89% da produção de organismos aquáticos é destinada ao consumo 

humano, e essa parcela deverá continuar crescendo até 2028 (OECD/FAO, 2019). A produção 

mundial aquícola é liderada pela China, contribuindo com uma quantidade superior à de todos 

os outros países combinados (FAO, 2018). Já a América Latina e o Caribe contribuem com 

apenas 3,4% da produção; no entanto, há a previsão de crescimento de 12% na próxima década. 

Paraguai, Chile e Brasil serão responsáveis por esse crescimento, com um aumento de 30%, 

21% e 17%, respectivamente, na sua produção, conforme estimativa da OECD/FAO (2019).  

O Brasil é o 13º maior produtor mundial em aquicultura (FAO, 2019), foram 802 mil 

toneladas de peixes em 2020, um crescimento de 5,93% em relação ao ano anterior (PEIXE 

BR, 2021). No país, a produção aquícola é liderada pela criação da espécie exótica tilápia-do-

nilo (60%) (Oreochromis niloticus), seguida pela criação de espécies nativas (33%), onde se 

destaca o tambaqui (Colossoma macropomum) (PEIXE BR, 2021). 

 

1.2 TILÁPIA-DO-NILO 

 

Tilápias são peixes de água doce nativos do continente Africano, pertencentes à família 

dos ciclídeos. Sua introdução ocorreu em diversos países tropicais, subtropicais e até de clima 

temperado (PILLAY, 1990). Entre todas as espécies pertencentes a esse grupo, a tilápia-do-

nilo, originária da bacia do rio Nilo no Leste da África, é a mais importante na atividade 

aquícola. Entre anos 2000 e 2017 a sua criação representou 70 a 80% da produção total de 

tilápias, ocupando o terceiro lugar na produção mundial de peixes, em 2017 (FAO, 2019).  

Introduzida no Brasil na década de 1970, importada da Costa do Marfim, com a 

finalidade de povoar reservatórios públicos localizados na região nordeste (ZANIBONI 

FILHO, 2004), atualmente representa 60% de toda produção aquícola brasileira, estando 

presente em todas as regiões do país (PEIXE BR, 2021). O Brasil ocupa o quarto lugar na 

produção mundial de tilápia, atrás somente da China, Indonésia e Egito (FAO, 2018), com uma 

produção de 486 mil toneladas. Os estados com maior produção da espécie são Paraná (34,1%), 

São Paulo (14,5%) e Minas Gerais (8,6%). No estado de Santa Catarina, a produção de tilápia-

do-nilo representa cerca de 77% da produção total da piscicultura, totalizando 40 mil toneladas 

em 2020 (PEIXE BR, 2021). 

Caracterizada como uma espécie de origem tropical, com faixa de temperatura ideal 

de criação entre 26 a 30 ºC, sendo a letalidade atingida tanto em temperaturas de 6 a 10 ºC 

(ABD EL-NABY et al., 2019) como em temperaturas superiores a 42 ºC (FAO, 2005). Tolera 

baixas concentrações de oxigênio dissolvido e a faixa ideal de pH é entre 7 e 8 (ZANIBONI 
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FILHO, 2004). A tilápia-do-nilo possui hábito alimentar onívoro, destacando a ingestão de 

invertebrados aquáticos, organismos bentônicos, larvas de peixes e detritos (EL-SAYED, 

2020). A linhagem de tilápia mais criada no Brasil é a GIFT (Genetic Improved Farmed 

Tilapia), obtida do melhoramento genético desenvolvido nas Filipinas (BENTSEN et al., 1998) 

e introduzida no país no ano de 2005 (BARROSO et al., 2018). 

A tilápia-do-nilo possui diversas características que justificam sua destacada 

produção, dentre estas: alta taxa de crescimento, tolerância a variações ambientais, boa 

aceitação de ração, resistência a enfermidades e ao estresse ambiental (EL-SAYED, 2020), fácil 

reprodução e larvicultura (HE et al., 2013). Além disso, possui carne branca, com baixo teor de 

gordura (0,9 g 100 g-1) e de calorias (117 kcal 100 g-1), moderado rendimento de filé (35 a 

40%), sem a presença de espinhos intramusculares e boa aceitação no mercado (AYROZA, 

2009).  

 

1.3 NUTRIÇÃO E SAÚDE INTESTINAL EM PEIXES 

 

Atualmente, é amplamente reconhecido na aquicultura que o adequado 

desenvolvimento dos animais está diretamente relacionado a uma abordagem apropriada da 

nutrição (KIRON, 2012). Os nutrientes e ingredientes utilizados nas dietas não possuem 

somente o objetivo de suprir às exigências nutricionais e proporcionar o crescimento, mas 

também de dar suporte aos processos metabólicos, respostas imunológicas a estressores 

fisiológicos, patogênicos e ambientais e, principalmente, melhorar a saúde intestinal dos peixes 

(AKTER et al., 2016; LALL; TIBBETTS, 2009). 

Uma série de mecanismos fisiológicos complexos e dinâmicos ocorrem no trato 

digestório (CELI et al., 2017). Além das funções de digestão e absorção dos nutrientes, o 

intestino é responsável por fornecer uma barreira física semipermeável entre o lúmen intestinal 

e o meio intracelular (ALASSANE-KPEMBI; OSWALD, 2015). Esta barreira permite a 

passagem dos nutrientes necessários, água e eletrólitos do lúmen para a circulação sanguínea, 

evitando a entrada de antígenos alimentares, patógenos, toxinas e fatores pró-inflamatórios que 

podem prejudicar o animal (ASSIMAKOPOULOS et al., 2018). Além disso, é responsável por 

regular a homeostase fisiológica para suportar estressores infecciosos e não infecciosos 

(KOGUT; ARSENAULT, 2016), hospedando uma grande população de microrganismos e 

células imunológicas (JHA et al., 2019).  
Alterações na permeabilidade intestinal dão origem a uma patologia conhecida como 

"intestino permeável", relacionada a retardos no desenvolvimento, perda de peso e até a morte 
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dos animais (STEWART; PRATT-PHILLIPS; GONZALEZ, 2017). Portanto, o desempenho 

animal, a eficiência alimentar e sua saúde geral dependem intensamente da saúde intestinal 

(JHA et al., 2019). Embora a saúde intestinal seja objeto recente de grande interesse em estudos 

com animais de produção, além de ser uma ferramenta importante para avaliação das 

intervenções na nutrição animal (CELI et al., 2017), sua definição científica ainda não está bem 

clara (KOGUT; ARSENAULT, 2016).  
Diante disso, recentemente Celi et al. (2017) propuseram uma definição para o termo 

saúde intestinal: “estado estacionário em que o microbioma e o trato intestinal estão em 

equilíbrio simbiótico, onde o bem-estar e o desempenho do animal não são limitados pela 

disfunção intestinal”. De acordo com Conway (1994), os três principais componentes da saúde 

intestinal são: dieta, estrutura e função da mucosa intestinal e microbiota normal e equilibrada. 

Estes componentes, quando combinados com adequada digestão e absorção dos nutrientes, 

além do eficaz funcionamento do sistema imunológico, são capazes de manter a homeostase e 

a funcionalidade do intestino, o que, por sua vez, melhora o desempenho, saúde e o bem-estar 

dos animais (CELI et al., 2017).  

A composição das dietas em termos de nutrientes, ingredientes e aditivos alimentares, 

pode modular o desenvolvimento e a funcionalidade do trato intestinal, incluindo o sistema 

imunológico, principalmente o tecido linfoide associado ao intestino (do inglês gut-associated 

lymphoid tissue, GALT) e a microbiota nele presente (CONWAY, 1994). Deste modo, a 

capacidade de cada componente nutricional de promover a saúde deve ser levada em 

consideração durante a formulação de rações (KIRON, 2012). As características essenciais das 

dietas para beneficiar a saúde intestinal são: ausência de fatores antinutricionais, capacidade 

tampão e fornecimento de compostos benéficos (DE LANGE et al., 2010). 

A dieta pode modificar a riqueza e a biodiversidade da microbiota (HUTTENHOWER 

et al., 2012), assim como o metabolismo desses microrganismos, modulando a produção 

de peptídeos antimicrobianos que podem interferir no crescimento e adesão de patógenos no 

intestino (CELI et al., 2017). A dieta pode atuar também no sistema imunológico dos peixes, 

por meio da ativação das células do GALT, produção de citocinas intestinais e na migração de 

células imunes do sangue, durante situações de desafio e enfermidades (CELI et al., 2017).  

Além da escolha das matérias-primas apropriadas para atender às exigências 

nutricionais dos peixes, o processo correto de formulação e fabricação irá garantir rações com 

propriedades químicas e físicas apropriadas para promover a saúde dos peixes (KIRON, 

2012). Desequilíbrios na composição dos ingredientes, formulação ou na higienização, podem 

prejudicar o desenvolvimento e a saúde dos animais (KIRON, 2012). As deficiências 
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nutricionais podem influenciar na integridade dos tecidos epiteliais, reduzindo a produção de 

muco e alterando a composição dos fluidos corporais e, consequentemente, predispondo o peixe 

a infecções (LALL; TIBBETTS, 2009). Do mesmo modo, a presença de antinutrientes, como 

alguns tipos de fibra alimentar, fitato, inibidores de protease, saponinas, taninos e algumas 

micotoxinas, também podem comprometer a integridade do intestino (CELI et al., 2017).  

Além desses fatores, a proibição do uso de antibióticos como promotores de 

crescimento na União Europeia, em 2006, seguida de outras partes do mundo  (ONRUST et al., 

2015) deu origem a uma crescente busca por novas estratégias sanitárias ambientalmente 

viáveis. Diante desse cenário internacional e nacional, pesquisas atuais estão focadas em 

alternativas aos antibióticos para a produção sustentável (SEAL et al., 2013). O 

desenvolvimento de ingredientes e terapias alternativas que otimizem a saúde intestinal de 

maneira eficaz e continuem proporcionando o melhor crescimento, saúde intestinal e 

diminuição da susceptibilidade a patógenos são exemplos de alternativas aos antibióticos e de 

grande interesse atual para a indústria de rações (CELI et al., 2017). Portanto, muitos aditivos 

alimentares, desencadeadores de diferentes respostas, além daquelas promovidas pelo seu valor 

nutricional, estão sendo desenvolvidos e utilizados para influenciar especificamente a saúde 

intestinal (GOOSSENS, 2015). Essas substâncias que promovem a saúde e integridade 

intestinal englobam principalmente a classe dos ácidos orgânicos, aminoácidos, leveduras e 

subprodutos, minerais, além de alguns probióticos e prebióticos (GOOSSENS, 2015). 

 

1.3.1 Estrutura e função da barreira intestinal 

 

Nos teleósteos, a pele, as brânquias e o intestino, apesar das diferenças estruturais e 

funcionais, são as principais superfícies de contato e barreiras contra o meio externo (GOMEZ; 

SUNYER; SALINAS, 2013). A importância dessas barreiras nos animais aquáticos é maior 

quando comparada aos terrestres, já que eles interagem continuamente com o meio onde vivem 

(ROMBOUT; YANG; KIRON, 2014).  

O intestino dos peixes é um órgão multifuncional, onde a mucosa intestinal está 

constantemente exposta a uma variedade de nutrientes, antígenos e patógenos (WITTIG; 

ZEITZ, 2003). O intestino atua como uma barreira física e semipermeável, e a sua eficiência 

depende da relação entre a produção de muco, integridade epitelial (FAURE et al., 2006) e 

sistema imunológico, os quais, associados a uma microbiota equilibrada entre microrganismos 

comensais, temporários e patogênicos, contribuem para a fortificação desta barreira 

(WILLING; VAN KESSEL, 2010). A barreira intestinal é formada por três porções: extrínseca, 
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intrínseca e imunológica (Figura 6) (JUTFELT, 2011), cada qual com uma função específica e 

ao mesmo tempo integrada. 

 

Figura 2. Componentes extrínsecos, intrínsecos e imunológicos da barreira intestinal. CC: 
célula caliciforme; MC: muco; MV: microvilosidade; GALT: tecido linfoide associado ao 

intestino (barreira imunológica). 

 
 Fonte: adaptado de Sundh e Sundell (2015). 

 

A barreira extrínseca consiste em uma camada de muco (Figura 4), o qual é secretado 

pelas células caliciformes (SCHROERS et al., 2009). É composto principalmente pelas 

mucinas, que são glicoproteínas de alto peso molecular (CELI et al., 2017), importantes para 

imprimir viscosidade ao muco e permitir o aprisionamento de patógenos (JOHANSSON; 

HANSSON, 2016). Entretanto, o muco é enriquecido com uma infinidade de fatores 

imunológicos humorais, como peptídeos antimicrobianos, lisozimas, lectinas, imunoglobulinas 

e citocinas (SALINAS; MAGADÁN, 2017).  

Os microrganismos patogênicos presentes no intestino podem ficar retidos nessa 

camada de muco e, consequentemente, serem eliminados com o bolo fecal por meio dos 

movimentos peristálticos (CELI et al., 2019). Desta forma, é minimizada a translocação 

microbiana e de antígenos para o meio intracelular estéril e a consequente ativação imunológica 

excessiva (KOGUT; ARSENAULT, 2016). A camada de muco também protege as 

microvilosidades dos enterócitos das enzimas digestivas e do atrito físico com as moléculas e 

patógenos, preservando a integridade do epitélio (FARHADI et al., 2003).  
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Associada à camada de muco, a microbiota intestinal comensal (Figura 6), além de 

auxiliar na digestão e absorção dos nutrientes, exerce outras funções, tais como: 1) atua como 

agente trófico da mucosa, 2) compete com os patógenos por nutrientes, 3) produz peptídeos 

antimicrobianos, 4) contribui para o funcionamento correto do sistema imune, prevenindo a 

resposta imunológica excessiva (SEKIROV et al., 2010) e 5) melhora o funcionamento da 

barreira intestinal como um todo (MASLOWSKI; MACKAY, 2011; SEAL et al., 2013). 

Portanto, a composição e diversidade da microbiota, bem como os metabólitos produzidos pelas 

bactérias, são cruciais para a saúde intestinal (ONRUST et al., 2015). 

 Já a barreira intrínseca corresponde ao epitélio de revestimento do intestino (Figura 

4), composto por uma camada de células colunares absortivas, denominadas enterócitos, 

conectados entre si pelos complexos juncionais (Figura 6) (JUTFELT, 2006). Os complexos 

são formados pelas junções oclusivas (localizadas na parte apical das células), seguidas pelas 

junções aderentes e pelos desmossomos (Figura 7) (CELI et al., 2019), que mantêm o epitélio 

unido, regulando o fluxo de pequenas moléculas (NIKLASSON, 2013), evitando a entrada de 

substâncias nocivas (ANDRADE et al., 2015). As junções aderentes e os desmossomos são 

responsáveis por manter a estrutura e o contato célula-célula, já as junções oclusivas têm a 

função de selar o espaço intercelular e controlar a permeabilidade paracelular (SUNDH; 

SUNDELL, 2015).  
 

Figura 3. Estrutura dos complexos juncionais das células. 

 
Fonte: Adaptado de Stewart (2017). 
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A absorção intestinal é realizada e controlada de duas formas: 1) transporte 

transcelular, através dos enterócitos, via transportadores dependentes de energia e canais e 2) 

transporte paracelular (Figura 6) (SUNDH; SUNDELL, 2015; TURNER, 2009). A passagem 

pela via paracelular é regulada pelas junções oclusivas, que consistem em numerosas proteínas 

localizadas na região latero-apical das membranas dos enterócitos (ANDRADE et al., 2015), 

sendo as principais estruturas responsáveis pela permeabilidade epitelial (ROBINSON et al., 

2015). 

Associado aos enterócitos, na sua superfície apical, existe uma densa matriz de 

microvilosidades (Figura 6), que aumentam a produção de enzimas digestivas e a área de 

absorção dos nutrientes (JUTFELT, 2006). No entanto, a maior densidade dessas estruturas 

pode reduzir a exposição das junções intercelulares, principalmente das oclusivas, fornecendo 

uma barreira intestinal mais eficaz contra patógenos (STANDEN et al., 2015). Por fim, há uma 

barreira imunológica, localizada abaixo do epitélio, que é conhecida como GALT (Figura 6) 

(CELI et al., 2017). Esta barreira é composta por uma variedade de células e moléculas imunes 

(LAZADO; CAIPANG, 2014), capazes de responder a substâncias e microrganismos 

patogênicos (GOMEZ; SUNYER; SALINAS, 2013), mas de tolerar imunologicamente as 

bactérias comensais (SCALDAFERRI et al., 2012). O sistema imunológico possui dois 

principais ramos, o inato e o adaptativo, que envolvem múltiplos componentes humorais e 

celulares, incluindo lisozimas, imunoglobulinas, moléculas do sistema complemento, citocinas, 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e linfócitos (POHLENZ; GATLIN, 2014). Os 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas e linfócitos, juntamente com as células epiteliais e 

as caliciformes, produzem e regulam as respostas imunológicas intestinais (PARRA; REYES-

LOPEZ; TORT, 2015). A barreira GALT deve ser capaz de responder de forma rápida e potente 

a qualquer ruptura na barreira epitelial ou desafio patogênico, ativando a resposta inata e 

posteriormente a adaptativa (MOESER; POHL; RAJPUT, 2017). 

 A integridade da barreira intestinal pode ser afetada por muitos fatores, como por 

exemplo 1) pela ingestão de micotoxinas (STEWART; PRATT-PHILLIPS; GONZALEZ, 

2017), 2) por alterações na composição do muco (BISCHOFF et al., 2014) e 3) pela presença 

de microrganismos patogênicos e suas toxinas. Todos estes fatores são capazes de desintegrar 

as junções intercelulares (O’HARA; BURET, 2008) e promover a apoptose das células 

epiteliais (RODRIGUES et al., 2016), além de ativar o sistema imunológico inato, gerando uma 

cascata de sinalização intracelular, liberando principalmente citocinas pró-inflamatórias, 

identificadas como moléculas potenciais para promover o rompimento das junções oclusivas 

(TURNER, 2009). Todos os fatores supracitados resultam no aumento da permeabilidade e/ou 
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ruptura da barreira intestinal, acarretando maior translocação tanto do conteúdo luminal, como 

de microrganismos nocivos para a lâmina própria e, posterirormente, atenuando a inflamação 

intestinal (CLAYBURGH; SHEN; TURNER, 2004). 

A interrupção da homeostase e o estabelecimento de uma resposta inflamatória é um 

processo metabólico dispendioso ao animal (POHLENZ; GATLIN, 2014), resultando em 

mudanças metabólicas, onde os principais nutrientes são redirecionados para amparar o sistema 

imunológico (JOHNSON, 2012). Por isso, interações equilibradas e dinâmicas entre os 

componentes da barreira intestinal são essenciais para a manutenção da homeostase do trato 

intestinal (KIM; HO, 2010). 

 

1.3.2 Junções oclusivas 

 

As junções oclusivas são estruturas complexas e dinâmicas, formadas por 

multiproteínas juncionais capazes de cruzar lateralmente a bicamada lipídica e ligar as células 

adjacentes (RODRIGUES et al., 2016). Existe mais de 40 tipos de proteínas responsáveis pela 

formação das junções oclusivas nos epitélios, endotélios e células mielinizadas (GONZÁLEZ-

MARISCAL et al., 2003).  

As junções oclusivas formam dois tipos de barreira: 1) a paracelular, responsável pela 

formação de uma barreira seletiva semipermeável de moléculas através do tecido e 2) a 

intramembranar, atuando como uma "cerca" que restringe a troca de componentes entre o 

domínio apical e basolateral da membrana (ZIHNI et al., 2016). A via paracelular apresenta 

menor eficiência de absorção se comparada à transcelular, porém, o aumento da permeabilidade 

por essa via é vital para aumentar a absorção de alguns nutrientes de difícil absorção e de uma 

gama de drogas terapêuticas (KOSIŃSKA; ANDLAUER, 2013). Já no tráfego de vesículas 

(VAN ITALLIE; ANDERSON, 2006), a via paracelular é crucial nas vias de sinalização que 

regulam a permeabilidade intestinal, proliferação e diferenciação celular (MATTER; BALDA, 

2003). 

A nível molecular, as junções oclusivas consistem principalmente em proteínas 

transmembranares adesivas, chamadas claudinas, ocludinas e moléculas de adesão juncional 

(JAMs) (VAN ITALLIE; ANDERSON, 2006), unidas a proteínas citoplasmáticas de ligação à 

actina, denominadas zonula occludens (ZOs) (Figura 8) (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; 

WELLS et al., 2017). Analisando esta estrutura no intestino medial da tilápia-do-nilo, por meio 

da microscopia eletrônica de transmissão, a junção oclusiva é uma região discreta de aposição 
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das membranas entre células epiteliais adjacentes, localizada na porção mais próxima ao lúmen 

(Figura 9) (CLAYBURGH; SHEN; TURNER, 2004). 

 

Figura 4. Estrutura molecular das junções oclusivas mostrando a interação entre as 
proteínas membranares, placa citosólica e proteínas do citoesqueleto. JAM: 

moléculas de adesão juncional; Ocludina; ZOs: zonula occludens. 

 
Fonte: Adaptado de Stewart (2017). 

 

Figura 5. Estrutura molecular das junções oclusivas das células 
do intestino medial de tilápias-do-nilo. 

 
Fonte: arquivo pessoal. 
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As ocludinas são fosfoproteínas de membrana, com peso molecular entre 62-82 kDa 

(SAKAKIBARA et al., 1997). Possuem quatro domínios transmembranares, duas alças 

extracelulares, duas caudas citoplasmáticas, uma com C-terminal longo e a outra com N-

terminal curto, além de um domínio PDZ (KOSIŃSKA; ANDLAUER, 2013), importante para 

manter a estabilidade e a função de barreira (CAMPBELL; MAIERS; DEMALI, 2017). JAMs 

são proteínas transmembranares glicosiladas que pertencem à superfamília das 

imunoglobulinas (Ig). Possui um domínio transmembranar, duas alças extracelulares 

semelhantes à Ig, uma cauda extracelular com N-terminal e uma cauda citoplasmática C-

terminal com um domínio PDZ (KOSIŃSKA; ANDLAUER, 2013). As JAMs são expressas 

por diversos tipos de células, incluindo epiteliais, endoteliais e imunológicas (WILLIAMS et 

al., 1999). As ZOs são membros da família das proteínas guanilato quinase, associadas à 

membrana (MAGUK) (GONZÁLEZ-MARISCAL et al., 2003). Essa classe é formada por três 

proteínas: ZO-1, ZO-2 e ZO-3, compostas por três domínios PDZ, um SH3 e um semelhante à 

guanilato quinase (GUK), além de uma região de ligação complexo actina-miosina 

(KOSIŃSKA; ANDLAUER, 2013). Essas proteínas interagem entre si e ancoram proteínas de 

membrana como claudinas, ocludinas e JAMs ao citoesqueleto de actina, presente no 

citoplasma (GONZÁLEZ-MARISCAL et al., 2003).  

As claudinas constituem uma família de mais de 20 proteínas integrais de membrana, 

com peso molecular variando entre 18-27 kDa (CHIBA et al., 2008). São as proteínas mais 

essenciais das junções oclusivas, pois sem elas nenhuma barreira paracelular é formada 

(TSUKITA; TANAKA; TAMURA, 2019). Constituem a maior parte da arquitetura da junção 

oclusiva e geralmente são consideradas responsáveis pela regulação da permeabilidade do 

epitélio de vertebrados (GÜNZEL; FROMM, 2012). A expressão das claudinas é bastante 

variável entre as células e tecidos (VAN ITALLIE; ANDERSON, 2006), sendo que essa 

variabilidade está relacionada a diferentes resistências elétricas transepiteliais (TER) e 

seletividades iônicas encontradas (TSUKITA; FURUSE, 2002). Possuem quatro domínios 

transmembranares, duas alças extracelulares, uma cauda citoplasmática com um terminal-C e 

um domínio PDZ (Figura 10) (KOSIŃSKA; ANDLAUER, 2013). As alças são importantes nas 

interações homofílicas (ligação de um receptor molecular à uma molécula idêntica) e/ou 

heterofílicas (ligação de moléculas de adesão em uma célula com uma molécula de adesão não 

idêntica na célula adjacente), bem como na formação dos canais (KOSIŃSKA; ANDLAUER, 

2013). A cauda citoplasmática está envolvida na ancoragem da claudina ao citoesqueleto, por 

meio de interações do seu domínio PDZ com os domínios presentes nas proteínas 

citoplasmáticas (VAN ITALLIE; ANDERSON, 2006). Essas estruturas executam funções 
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diferentes, que podem ser separadas em dois grupos: as formadoras de barreira (claudina-1,-3, 

-4, -5, -8, -9, -11 e -14) e as responsáveis pela formação dos poros ou canais (claudina-2, -7, -

12 e -15) (SUZUKI, 2013). Todas as claudinas formadoras de canais exibem pelo menos um 

tipo de seletividade, seja para cátions (claudina -2, -10 e -15), ânions (claudina-10 e -17) ou 

água (claudina-2) (KRUG; SCHULZKE; FROMM, 2014). 

 

Figura 6. Estrutura molecular das proteínas da família claudina. 
AE: alça extracelular; C: terminal-C; CC: cauda citoplasmática; 

DT: domínio transmembranar; N: terminal-N. 

 
Fonte: Adaptado de Schneeberger (2004). 

 

Mudanças nas concentrações da claudina podem afetar de diferentes formas a 

integridade da barreira intestinal (FINDLEY; KOVAL, 2009). Por exemplo, a regulação 

negativa da claudina-5 e claudina-8 pode reduzir a função de barreira (ZEISSIG et al., 

2007). Em contraponto, a claudina 2, necessária à formação de canais de absorção de Na +, K + 

e água (KRUG; SCHULZKE; FROMM, 2014), quando desregulada, promove 

inflamação (GÜNZEL; YU, 2013).  

A claudina-2 é uma proteína de membrana integral de 25 kDa, predominantemente 

expressa em epitélios com vazamento (LUETTIG et al., 2015). Recentemente, foi evidenciado 

que a sua presença no intestino é primordial para a homeostase da absorção de solutos e 

nutrientes (RODRIGUES et al., 2016). Em geral, o mecanismo de absorção de alguns 

nutrientes depende do gradiente eletroquímico de Na+, que normalmente é muito maior no 
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lúmen intestinal do que dentro das células (WADA et al., 2013). A permeabilidade de Na+ pelas 

claudinas, permite que esse cátion acesse o lúmen, mantendo os níveis adequados de Na+ 

luminal, dando suporte assim à absorção dos nutrientes Na+-dependente, como glicose, 

aminoácidos, lipídios e micronutrientes (WADA et al., 2013). Entretanto, a sua expressão pode 

ser alterada em diferentes condições fisiológicas e patológicas, como em doenças infecciosas e 

inflamação (GÜNZEL; FROMM, 2012). Nas doenças inflamatórias intestinais, o aumento na 

expressão da claudina 2 está associado com a diminuição e/ou redistribuição das proteínas de 

barreira; essa alteração, associada à apoptose epitelial leva à disfunção da barreira, aumento da 

permeabilidade de íons e água, resultando em diarreia, vazamento do epitélio e má absorção de 

nutrientes (LUETTIG et al., 2015). De acordo com Powell (1981), a claudina 2 foi identificada 

desbalanceada em peixes que apresentavam inflamação. 

A permeabilidade das junções oclusivas em geral pode ser afetada por diversos 

estímulos, tais como: 1) depleção de energia, que regula negativamente as junções oclusivas, 

2) mudança no nível de monofosfato cíclico de adenosina (cAMP), reduzindo a permeabilidade 

paracelular, 3) liberação de algumas citocinas, 4) estresse oxidativo (KOSIŃSKA; 

ANDLAUER, 2013), 5) radicais livres, 6) peptídeos dietéticos e 7) microrganismos 

patogênicos (LERNER; MATTHIAS, 2015). Dada a complexidade da estrutura e a importante 

função das proteínas das junções oclusivas, quando estas são alteradas, o estado fisiológico das 

células epiteliais e/ou endoteliais também são dramaticamente alterados (LERNER; 

MATTHIAS, 2015). 

 

1.4 ADITIVOS ALIMENTARES NA NUTRIÇÃO DE PEIXES 

 

O crescimento do setor aquícola tem intensificado cada vez mais os sistemas de 

criação, fazendo com que os peixes sejam expostos continuamente a agentes estressores. O 

aprimoramento da nutrição animal, visando propiciar não só o crescimento, mas uma melhora 

na saúde intestinal e no sistema imunológico, essenciais na prevenção da ocorrência de 

enfermidades (KIRON, 2012). Isto é particularmente importante na aquicultura, onde o 

tratamento de enfermidades é dificultado grandemente pelo meio aquático. 

A Instrução Normativa nº 44 de 15 de dezembro de 2015, que regulamenta o uso de 

aditivos destinados à alimentação animal, define-os como:  
Substância, microrganismo ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos 
produtos, que não é utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou não valor 
nutritivo e que melhore as características dos produtos destinados à alimentação 
animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios e atenda 
às necessidades nutricionais (BRASIL, 2015). 
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Segundo as diretrizes do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA), para a autorização e registro de aditivos alimentares na nutrição animal é necessário 

1) emprego de tecnologia adequada na fabricação, 2) inclusão na dieta em quantidades 

necessárias à obtenção do efeito desejado (respeitando a concentração máxima) e 3) imprimir 

influência positiva nas características do produto destinado à alimentação, produtividade dos 

animais ou dos produtos de origem animal. Os aditivos utilizados na nutrição animal podem ser 

classificados de acordo com suas funções e propriedades, sendo incluídos em uma ou mais 

categorias (Tabela 1).  

 

Tabela 1. Categorias dos aditivos alimentares utilizados na nutrição animal. 

Categoria Definição Exemplos 

Tecnológicos Adicionada ao produto com fins 
tecnológicos 

Adsorvente, aglomerante, antioxidante, 
conservante, emulsificante, estabilizante, 
espessantes, gelificantes, entre outros 

Sensoriais 

Substância utilizada para melhorar 
ou modificar as propriedades 
organolépticas ou as características 
visuais 

Corante e pigmentantes, aromatizante e 
palatabilizante 

Nutricionais Utilizada para manter ou melhorar 
as propriedades nutricionais 

Vitaminas, provitaminas, oligoelementos 
ou compostos de oligoelementos, 
aminoácidos, seus sais e análogos, ureia 
e seus derivados 

Zootécnicos 
Substância utilizada para influir 
positivamente na melhoria do 
desempenho dos animais 

Ácidos orgânicos ou inorgânicos, 
probióticos, prebióticos e simbióticos 

Fonte: MAPA, 2004. 
 

A categoria de aditivos zootécnicos pode ainda ser dividida em três grupos funcionais 

(MAPA, 2015):  
1) Digestivo: substância que facilita a digestão dos alimentos, atuando sobre 
determinadas matérias primas destinadas à fabricação de produtos para a 
alimentação animal; 
2) Equilibrador da microbiota: microrganismos que formam colônias ou outras 
substâncias definidas quimicamente que têm um efeito positivo sobre a microbiota 
do trato digestório; 
3) Melhorador de desempenho: substâncias definidas quimicamente que melhoram 
os parâmetros de produtividade, excluindo-se os antimicrobianos. 
 

Neste estudo foi testado o aditivo zootécnico VILIGEN™ (Alltech®, EUA) que atua 

como melhorador de desempenho e equilibrador da microbiota intestinal. Este é composto 

principalmente por 1) um ácido orgânico, o butirato de sódio; 2) levedura hidrolisada 

desidratada, que é rica em polissacarídeos e nucleotídeos e 3) um mineral quelado, o proteinato 
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de zinco, desenvolvido com o propósito de melhorar saúde, integridade intestinal e sistema 

imunológico e, consequentemente, o desempenho dos animais. 

 

1.4.1 Ácidos orgânicos 

 

Os acidificantes são substâncias compostas por ácidos orgânicos e inorgânicos, os 

quais são utilizados (individualmente ou na forma de “blends”) como antimicrobianos na 

indústria de ração animal (DEFOIRDT et al., 2009). Os ácidos orgânicos são substâncias que 

contém uma ou mais carboxilas em sua molécula, gerando compostos derivados dos ácidos 

carboxílicos, como aminoácidos, ácidos graxos, coenzimas e outros metabólitos intermediários 

(SOLOMONS; FRYHLE, 2002). São encontrados como 1) constituintes naturais dos alimentos 

de origem vegetal e animal, oriundos da fermentação natural de microrganismos, 

degradação/oxidação de ácidos graxos de cadeia longa ou 2) compostos sintetizados 

quimicamente (NG; KOH, 2017). Já os ácidos inorgânicos são de origem mineral e se dividem 

em hidrácidos (formados pelo hidrogênio e um ametal) e oxiácidos (união do hidrogênio, ametal 

e oxigênio). Entre os acidificantes, os ácidos orgânicos são os mais utilizados comercialmente, 

devido ao menor potencial de corrosão e toxicidade, quando comparados aos ácidos inorgânicos 

(HERMES, 2011). 

Na nutrição animal, normalmente são utilizados os ácidos orgânicos fracos de cadeia 

curta, os quais estão associados à atividade antimicrobiana, como alternativa ao uso dos 

antibióticos como promotores de crescimento (BEDFORD; GONG, 2018). Estes ácidos 

orgânicos possuem de um a sete átomos de carbono na molécula e produzem menor quantidade 

de prótons ao se dissociarem (BRAZ, 2007). 

Os ácidos orgânicos, além de serem encontrados na forma livre, apresentam-se 

também na forma de sais de cálcio, potássio e sódio. Esses sais geralmente são inodoros, 

propiciando melhor palatabilidade quando adicionados à dieta, são pouco voláteis e 

apresentam-se na forma sólida, facilitando o manejo na fabricação da ração (GUILLOTEAU et 

al., 2010). 

 

1.4.1.1 Mecanismo de ação dos ácidos orgânicos 

 

Os ácidos orgânicos possuem diversos modos de ação, atuando na conservação das 

rações, redução das bactérias patogênicas, digestibilidade de nutrientes, fornecimento de 

energia e melhoria na morfologia intestinal (Figura 3), os quais, consequentemente, aumentam 
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o desempenho produtivo dos animais (BRAZ, 2007; FRANCO, 2009; RAFACZ-

LIVINGSTON et al., 2005).   

O uso dos ácidos orgânicos, aliado às secreções ácidas estomacais, proporciona a 

acidificação do conteúdo gástrico, resultando na ativação do pepsinogênio (forma inativa da 

pepsina) em pepsina, com consequente aumento da atividade proteolítica, melhorando a 

digestibilidade proteica (BURNELL; CROMWELL; STAHLY, 1988). Além disso, produtos 

finais da digestão com baixo pH estimulam a secreção de bicarbonato e de enzimas pancreáticas 

ao chegarem no intestino, exercendo um papel importante na regulação do esvaziamento 

gástrico (CUNNINGHAM, 1992) e na absorção dos nutrientes (BRAZ, 2007). Os ácidos 

orgânicos atuam também na digestibilidade dos minerais, por meio da diminuição do pH, já que 

aumentam a dissociação dos minerais, formando complexos quelatados, que são mais 

facilmente absorvidos (RAVINDRAN; KORNEGAY, 1993). 

A eficácia de um ácido em inibir microrganismos patogênicos depende do seu 

potencial de dissociação (pKa) e do pH do meio (PARTANEN; MROZ, 1999). Quando o pH 

intestinal estiver superior ao pKa desses ácidos, eles permanecem na forma dissociada, sendo 

essa pouco absorvida pelas células do trato gastrointestinal. Isto provoca redução do pH do 

meio e propicia a eliminação de bactérias que não toleram meios ácidos (MODINA et al., 2019). 

Por outro lado, quando estão na forma não dissociada, os ácidos orgânicos são lipofílicos e 

podem se difundir através da membrana do microrganismo (BOOTH; STRATFORD, 2003). 

Quanto menor o pH externo, mais a forma não dissociada atravessa a membrana. Quando no 

citoplasma, onde o pH é próximo ao neutro, os ácidos se dissociam, liberando prótons que 

acidificam o meio e acabam por suprimir o sistema enzimático, o transporte de nutrientes, a 

energia e a síntese de DNA do microrganismo, até o esgotamento total da bactéria (FRANCO, 

2009). Esta ação antimicrobiana também interfere na saúde das células e integridade intestinal, 

pois a maior presença de microrganismos no trato digestivo propicia 1) o aumento na 

competição por nutrientes, 2) a descamação das células e 3) a secreção de muco pelas células 

caliciformes (APAJALAHTI, 2005). 

Os ácidos graxos de cadeia curta são considerados agentes tróficos (DIBNER; 

BUTTIN, 2002). Contribuem para o desenvolvimento dos enterócitos, propiciando um aumento 

dos vilos e microvilosidades intestinais e, consequentemente, maior absorção de nutrientes 

(VAN IMMERSEEL et al., 2004). Ainda, os ácidos orgânicos reduzem a carga de minerais 

eliminados por meio das fezes, devido a melhor digestibilidade e absorção, refletindo na 

qualidade da água do meio de criação (TRAN et al., 2020).  
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Figura 7. Diferentes mecanismos de ação dos ácidos orgânicos. 

 
Fonte: elaborado pelo autor. 

 

1.4.2 Ácido butírico e butirato de sódio 

 

O ácido butírico ou butirato é um ácido graxo de cadeia curta (com quatro carbonos, 

C4), saturado e líquido em temperatura ambiente. Sua produção a nível industrial é 

exclusivamente via síntese química, utilizando-se matérias-primas da indústria petroquímica 

(JIANG et al., 2018). Entretanto, é produzido naturalmente no lúmen intestinal por bactérias 

anaeróbias, principalmente dos gêneros Clostridium, Eubacterium, Butyrivibrio e 

Butyribacterium, por meio da fermentação anaeróbica de resíduos endógenos ou dietéticos no 

intestino (BOAS, 2014). A presença do butirato no intestino, além beneficiar o crescimento dos 

animais (DAWOOD et al., 2020; LUZ et al., 2019) e o controle de patógenos, também possui 

propriedades anti-inflamatórias e efeitos sobre vários componentes da barreira intestinal 

(CANANI et al., 2011; HAMER et al., 2008), como as junções oclusivas (MITIC; VAN 

ITALLIE; ANDERSON, 2000). Seu sal solúvel, o butirato de sódio (C4H7 NaO2) (Figura 3), 

muitas vezes é mais utilizado por se apresentar na forma sólida, ser estável e ter odor menos 
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intenso (BOAS, 2014). Considerado um importante fornecedor de energia, atua na proliferação, 

diferenciação das células epiteliais, inibição da apoptose celular e na modulação da microbiota, 

auxiliando na manutenção da integridade do epitélio intestinal (CLAUS; GÜNTHNER; 

LETZGUSS, 2007; LU; ZOU; WANG, 2008; MAZZONI et al., 2008). Além disso, tem 

impacto benéfico na resposta imune e resistência a doenças (ABD EL-NABY et al., 2019; 

MIRGHAED et al., 2019). 

 

Figura 8. Estrutura molecular do butirato de sódio. 

 
Fonte: Sigma-Aldrich, 2020. 

 

Melhorias no desempenho zootécnico, induzidas pela inclusão de butirato de sódio na 

dieta de peixes, foram relatadas em estudos realizados em tilápia-do-nilo (ABD EL-NABY et 

al., 2019; DAWOOD et al., 2020), pirarucu (Arapaima gigas) (LUZ et al., 2019) e pompano 

(Trachinotus ovatus) (ZHOU et al., 2019). O bom desempenho pode estar associado ao aumento 

na área de superfície de absorção intestinal, cujas pregas ficam maiores e mais largas, resultando 

na melhora da saúde intestinal (TRAN et al., 2020). Também foi relatado o aumento da 

atividade das enzimas digestivas do intestino, o que pode resultar em maior digestibilidade, 

absorção e utilização de nutrientes (LUZ et al., 2019; ZHOU et al., 2019). Dawood et al. (2020) 

e Luz et al. (2019) relataram que a suplementação com butirato de sódio nas concentrações de 

1,0 e 1,5 g kg-1 aumentaram a altura das pregas intestinais e o desempenho dos peixes. Já, Zhou 

et al. (2019) demonstraram que a inclusão de 2,0 g kg-1 aumentou atividade da protease e 

amilase, bem como o ganho em peso e a eficiência alimentar dos peixes. 

Além desses efeitos, outros estudos relatam que a utilização do butirato de sódio como 

aditivo alimentar melhora a resposta imunológica dos peixes. Foi relatado o aumento de 

importantes índices imunológicos inespecíficos, como atividade das lisozimas, do sistema 

complemento, fagocítica e bactericida, atuando na eliminação de microrganismos patogênicos 

(ABD EL-NABY et al., 2019; MIRGHAED et al., 2019). A defesa contra diferentes estressores 

também pode ser melhorada com a suplementação de butirato de sódio pelo aumento do número 

de células caliciformes (DAWOOD et al., 2020). A produção de muco por estas células permite 

a formação de uma camada que cobre a superfície do epitélio intestinal, protegendo a mucosa 
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da desidratação, de danos e bactérias patogênicas (PIRARAT et al., 2015) devido as suas 

propriedades mecânicas (reduz a aderência dos patógenos) e bioquímicas (ação de lisozimas e 

proteases) (GUARDIOLA et al., 2014). Isto resulta em maior sobrevivência ao estresse térmico 

(DAWOOD et al., 2020) e a infecções bacterianas por Aeromonas hydrophila (ABD EL-NABY 

et al., 2019) e Streptococcus iniae (MIRGHAED et al., 2019).  

A resposta inflamatória no intestino é um importante componente que, associado à 

barreira física e a componentes químicos e celulares, protege de possíveis infecções de 

patógenos. As citocinas são reguladores chave do sistema imunológico e participam da 

proliferação e diferenciação de células imunológicas (MIRGHAED et al., 2019). De acordo 

com Mirghaed et al. (2019), na truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), a suplementação dietética 

de butirato de sódio apresentou efeitos anti-inflamatórios, por meio da regulação da expressão 

das citocinas IL-1β, TNF-α, TGF-β e IL-10, consideradas mediadores da resposta inflamatória 

e importantes indicadores da saúde intestinal (MULDER; WADSWORTH; SECOMBES, 

2007).  

A administração de butirato de sódio também influencia na saúde intestinal por meio 

da mitigação da inflamação da mucosa e do estresse oxidativo, resultando na melhoria da 

barreira do epitélio intestinal (HAMER et al., 2008). Esta barreira é composta pelo muco, 

células epiteliais e pelas junções intercelulares. Estas são estruturas de membrana que conectam 

as células epiteliais umas às outras, sendo as junções oclusivas as de maior destaque, pois atuam 

diretamente na manutenção da integridade do epitélio, regulando a passagem de íons, 

macromoléculas e substâncias indesejáveis pela via paracelular (CAMPBELL; MAIERS; 

DEMALI, 2017). A suplementação dietética com butirato de sódio em truta arco-íris em níveis 

acima de 2,5 g kg-1 melhorou a barreira epitelial, por meio da regulação positiva da expressão 

gênica de algumas proteínas das junções oclusivas, como a claudina 3, ocludina e zonula 

occluden 1 (ZO-1) (MIRGHAED et al., 2019). Assim como a regulação positiva na expressão 

de enzimas antioxidantes, catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase 

(GHS-Px) (MIRGHAED et al., 2019), capazes de diminuir a formação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) que destroem as proteínas das junções, evitando a interferência na estrutura do 

epitélio (ZHANG et al., 2013). Os efeitos da suplementação dietética do butirato de sódio em 

diferentes espécies de peixes, conforme estudos supracitados, estão sumarizados na Tabela 2. 

 

  



32 

 
  

Ta
be

la
 2

. E
fe

ito
s d

a 
ut

ili
za

çã
o 

do
 b

ut
ira

to
 d

e 
só

di
o 

em
 d

ife
re

nt
es

 e
sp

éc
ie

s d
e 

pe
ix

es
. 

1 B
ut

ira
to

 d
e 

só
di

o 
pr

ot
eg

id
o.

 
A

P:
 a

ltu
ra

 d
as

 p
re

ga
s;

 C
A

T:
 c

at
al

as
e;

 C
C

: c
él

ul
a 

ca
lic

ifo
rm

e;
 E

A
: e

fic
iê

nc
ia

 a
lim

en
ta

r; 
G

P:
 g

an
ho

 e
m

 p
es

o;
 G

Px
: g

lu
ta

tio
na

 p
er

ox
id

as
e;

 IL
-1

β:
 in

te
rle

uc
in

a 
1β

; I
L-

10
: i

nt
er

le
uc

in
a 

10
; L

P:
 la

rg
ur

a 
da

s 
pr

eg
as

; S
O

B
: s

ob
re

vi
vê

nc
ia

; S
O

D
: s

up
er

óx
id

o 
di

sm
ut

as
e;

 T
C

E:
 ta

xa
 d

e 
cr

es
ci

m
en

to
 e

sp
ec

ífi
co

; T
G

F-
β:

 fa
to

r d
e 

tra
ns

fo
rm

aç
ão

 d
o 

cr
es

ci
m

en
to

 β
; T

N
F-

α:
 fa

to
r 

de
 n

ec
ro

se
 tu

m
or

al
 α

; Z
O

-1
: z

ôn
ul

a 
de

 o
cl

us
ão

 1
. 

 



33 

1.4.3 Levedura 

 

Leveduras são microrganismos eucarióticos unicelulares, pertencentes ao reino Fungi, 

sendo a maioria da classe das Ascomycetes e Basidiomycetes. Caracterizadas como 

heterótrofos, fazem uso de material orgânico vivo e/ou morto como fonte de nutrientes e energia 

(BENNETT, 1998). São utilizadas mundialmente na fabricação de produtos alimentícios 

fermentados, como ingredientes melhoradores do sabor, aroma e textura, no enriquecimento 

nutricional de alimentos e bebidas, como também na redução de toxinas e compostos 

antinutricionais (RAI; PANDEY; SAHOO, 2019).  

As grandes quantidades de biomassa de levedura são obtidas principalmente da 

fermentação da indústria cervejeira e das destilarias de etanol (HUYBEN et al., 2019). O Brasil 

é o maior produtor mundial de etanol, onde leveduras são empregadas como agente de 

fermentação, possuindo assim uma grande disponibilidade desse subproduto (ROCHA et al., 

2008). As leveduras apresentam características muito favoráveis para cultivo em massa, tais 

como crescimento rápido, alto rendimento de biomassa, utilização de diferentes substratos, 

pouca exigência em área e água, além de produção independente dos fatores climáticos, já que 

é feita em tanques de fermentação controlados (YAMADA et al., 2010). Atualmente, há um 

interesse crescente na exploração dos resíduos e subprodutos dessas indústrias, tanto pelo 

grande volume produzido, como também pela formação de um produto de alto valor nutricional 

(AMORIM et al., 2016), tornando-se uma fonte de compostos bioativos para a produção de 

ingredientes alimentares (VIEIRA; CUNHA; FERREIRA, 2019). No entanto, as leveduras são 

utilizadas na nutrição animal há mais de 100 anos, por meio da inclusão nas rações, tanto de 

leveduras vivas, como de subprodutos de levedura ou de produtos comerciais fabricados 

especificamente para alimentação animal (STONE, 2006). 

A composição das leveduras pode variar de acordo com a espécie, aeração, substrato, 

secagem e tratamento utilizado no meio de cultura. Segundo Pardo-Gamboa et al. (2011), a 

levedura Saccharomyces cerevisiae, espécie mais utilizada em aditivos, são compostas em 

média por: 93,83% matéria seca; 4554 kcal kg-1 de energia bruta; 38,85% de proteína bruta; 

0,84% de extrato etéreo; 1,26% de fibra bruta; 3,81% de matéria mineral; 0,51% de cálcio e 

0,88% de fósforo. Leveduras são subprodutos altamente ricos em proteínas com ótimo balanço 

de aminoácidos essenciais, principalmente lisina e treonina (VANANUVAT, 1977; YOUSRI, 

1982), vitaminas, minerais e fibra dietética (REED; NAGODAWITHANA, 1991). Sua 

composição em aminoácidos é comparável a algumas farinhas de peixe (VANANUVAT, 1977) 

e até superiores ao farelo de soja (VANANUVAT, 1977; AJEANI et al., 1979) em teor de lisina. 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/heterotrophs
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O valor nutritivo das leveduras não se restringe somente ao seu teor proteico ou aminoácidico, 

mas também por sua riqueza em vitaminas do complexo B, tais como tiamina (YOUSRI, 1982), 

niacina, riboflavina e colina (KRIDER et al.,1982); no entanto, são deficientes em vitamina B12 

(HANSSEN, 1981; YOUSRI, 1982). As leveduras são também relativamente ricas em cálcio 

(MOREIRA,1984; FAZANO, 1986), potássio (MACHADO, 1983), ferro e zinco 

(FIALHO,1985; MACHADO,1983).  

As leveduras são constituídas por estruturas imunoestimulantes, como β-glucanas 

(βG), mananoligossacarídeos (MOS), ácidos nucleicos e quitina (SHEIKHZADEH et al., 

2012), caracterizando-as como um alimento funcional e eficaz, capaz de melhorar o estado 

imunológico e a saúde dos animais (SIWICKI; ANDERSON; RUMSEY, 1994).  

De acordo com o processamento, pode-se obter levedura seca ou hidrolisada, bem 

como produtos à base de levedura, como o extrato de levedura, rico em ácidos nucleicos e 

nucleotídeos, componentes da parede celular numa combinação dessas frações. A levedura 

seca, que é a forma íntegra das células de levedura, é rica em aminoácidos, carboidratos e 

proteína bruta (ZANUTTO, 1997). No entanto, a resistência da sua parede celular à ação das 

enzimas digestivas, em monogástricos, pode ser o principal responsável pela diminuição da 

digestibilidade e o baixo valor nutritivo das leveduras intactas, pois esta parede dificulta a 

utilização das proteínas e outros nutrientes presentes no citoplasma (VANANUVAT, 1977). Já 

a levedura hidrolisada, devido ao processo de ruptura da parede celular por ação enzimática 

exógena (proteases e nucleases) ou mecânica, expõe o citoplasma completamente, 

disponibilizando seu conteúdo celular rico em aminoácidos, vitaminas, minerais e componentes 

da parede celular (HUIGE, 2006). Além disso, o hidrolisado é um aditivo alimentar 

interessante, por possuir alta taxa de digestão e absorção, melhorando a eficiência alimentar, 

favorecendo o crescimento e o sistema imunológico, promovendo assim a saúde dos peixes 

(TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020). 

Com os avanços nas pesquisas voltadas aos aditivos alimentares, diversas formas de 

leveduras e derivados estão sendo avaliados para a nutrição animal, tanto na forma de leveduras 

probióticas, como frações de leveduras (paredes celulares, extratos de leveduras) ou como 

produtos purificados nutracêuticos, tais como os nucleotídeos, β-glucanas e 

mananoligossacarídeos, que proporcionam efeitos benéficos no desempenho e saúde animal 

(SHURSON, 2018). 
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1.4.3.1 Nucleotídeos 

 

Os nucleotídeos são moléculas compostas por uma base nitrogenada (purina ou 

pirimidina) ligada a uma pentose, com pelo menos um grupo fosfato (NELSON; COX, 2014). 

Nutricionalmente, não são considerados nutrientes essenciais, pois são sintetizados 

endogenicamente pelo organismo (GRIMBLE; WESTWOOD, 2000). No entanto, podem ser 

considerados semi-essenciais, em situações em que o organismo necessita de quantidades 

maiores do que é capaz de sintetizar (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007).  

O organismo possui duas formas de obtenção dos nucleotídeos, um pela via de síntese 

de novo e outra por salvamento (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007). A via síntese de novo utiliza 

os precursores metabólicos: aminoácidos, ribose-5-fosfato, CO2 e NH3 para formação dos 

nucleotídeos, ocorrendo no citosol do hepatócito, local onde estão disponíveis as enzimas para 

a síntese das purinas e pirimidinas (ROSSI; XAVIER; RUTZ, 2007). Já a via de salvamento 

obtém os nucleotídeos por meio da fosforilação de um grupo fosfato com nucleosídeos 

resultantes da quebra dos nucleotídeos fornecidos por meio da dieta (LERNER e SHAMIR, 

2000), também no citosol dos hepatócitos. Essa via é de grande importância e preferencialmente 

utilizada por tecidos de rápida proliferação, como o intestino e o sistema imunológico, bem 

como em resposta a agentes estressores, devido ao alto gasto de energia demandado pela via 

síntese de novo e sua capacidade limitada de produção (GIL, 2002). 

Os nucleotídeos participam de vários processos bioquímicos que são essenciais para o 

funcionamento do organismo (NELSON; COX, 2014), atuam como precursores de moléculas 

carreadoras de material genético (DNA e RNA), são fonte de energia, atuam como componente 

em coenzimas (NAD+, NADP+, FAD, CoA), proteínas, lipídios e vitaminas. Também são 

nutrientes essenciais na construção celular, bem como no desenvolvimento e reparo tecidual 

(TIE et al., 2019). Além disso, os nucleotídeos dietéticos influenciam na atividade fagocítica 

(GIL, 2002), na atividade das lisozimas (SAKAI et al., 2001) e das imunoglobulinas, na 

ativação e proliferação de linfócitos, bem como no aumento da produção de citocinas, 

principalmente no intestino (GIL, 2002).  

Os nucleotídeos estão presentes em alimentos de origem vegetal e animal, na forma de 

nucleotídeos livres e ácidos nucleicos; entretanto, a concentração de DNA e RNA varia 

principalmente de acordo com a densidade celular do alimento de origem (GIL, 2002). Usados 

como ingredientes funcionais nas rações, são frequentemente suplementados na forma de 

extratos de levedura ou como nucleotídeos purificados (SAUER et al., 2012). Em aquicultura, 

os nucleotídeos primeiramente foram utilizados amplamente como aditivos alimentares para 
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melhorar a palatabilidade das rações, atuando como intensificadores do sabor (CARR; 

NETHERTON; MILSTEAD, 1984; ISHIDA; HIDAKA, 1987). Entretanto, atualmente os 

nucleotídeos exógenos, advindos da dieta, têm se mostrado promissores aditivos alimentares 

pelos múltiplos efeitos no trato gastrointestinal e crescimento, influenciando em múltiplas 

características fisiológicas e morfológicas, além de promover a melhora de parâmetros 

imunológicos e consequente diminuição na susceptibilidade a doenças em organismos 

aquáticos (LI; GATLIN, 2006). 

Estudos com diferentes espécies de peixes, como tilápia-do-nilo (ASADUZZAMAN 

et al., 2017), truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) (KEYVANSHOKOOH; TAHMASEBI-

KOHYANI, 2012; TAHMASEBI-KOHYANI et al., 2011), carpa capim (Ctenopharyngodon 

idellus) (TIE et al., 2019) e o pargo-japonês (Pagrus major) (HOSSAIN et al., 2016) mostraram 

que a suplementação dietética de nucleotídeos resultou na melhora dos parâmetros de 

crescimento, como ganho em peso, taxa de crescimento específico e eficiência alimentar. Além 

disso, em juvenis de tilápia-do-nilo observou-se que a expressão de genes relacionados ao 

crescimento, como MyoD, IGF-1, GH, GHR-1, também foi aumentada com sua suplementação 

(ASADUZZAMAN et al., 2017).  

Em relação aos benefícios no trato gastrointestinal mediante a suplementação de 

nucleotídeos, ressalta-se aumento na altura das pregas intestinais, bem como das 

microvilosidades em red drum (Sciaenops ocellatus) (CHENG; BUENTELLO; GATLIN, 

2011). Já no paulistinha (Danio rerio) houve melhora em dois componentes da barreira física 

intestinal: aumento na expressão do gene da mucina e das junções oclusivas, claudina-

15 e ocludina (GUO et al., 2019). 

A suplementação dietética de nucleotídeos foi capaz de modular positivamente o 

sistema imunológico da tilápia-do-nilo, via respostas celulares tanto inespecíficas (aumento da 

contagem de leucócitos) quanto específicas (aumento da contagem de linfócitos) (REDA et al., 

2018). Já na truta arco-íris, a modulação ocorreu via resposta inespecífica humoral, com o 

aumento da atividade das lisozimas e o acréscimo nas proteínas responsáveis pelo sistema 

complemento (TAHMASEBI-KOHYANI et al., 2011). Adicionalmente, os nucleotídeos 

exógenos aumentaram positivamente a expressão gênica das citocinas intestinais TGF-β, IL-

1β, IL-10 e TNF-α em tilápia-do-nilo (REDA et al., 2018). Por fim, devido à melhora nas 

respostas imunológicas, a suplementação de nucleotídeos influenciou positivamente na 

diminuição da susceptibilidade da truta arco-íris à infecção por Aeromonas sobria 

(TAHMASEBI-KOHYANI et al., 2011) e, da tilápia-do-nilo, por Streptococcus iniae (REDA 

et al., 2018). 
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1.4.3.2 Parede celular 

 

A parede celular representa cerca de 15 a 20% da matéria seca total das células de 

levedura (HOUGH, 1990; ROSE, 1993; SHURSON, 2018), composta principalmente por βG, 

MOS e quitinas, ligadas entre si por ligações covalentes (CABIB; ROBERTS; BOWERS, 

1982). Os efeitos benéficos das leveduras estão associados principalmente aos componentes 

estruturais da sua parede celular. 

 Os βG e os MOS são os principais componentes da parede das leveduras, considerados 

prebióticos, suplementados na dieta de peixes individualmente ou em combinação 

(GUERREIRO et al., 2016; SHURSON, 2018). Estes compostos atuam na redução da carga de 

bactérias patogênicas, favorecendo o crescimento da microbiota intestinal benéfica e a produção 

dos seus subprodutos, regulando positivamente o sistema imunológico, promovendo a absorção 

de nutrientes e a saúde intestinal (GUERREIRO et al., 2016). 

 

1.4.3.2.1 β-glucanas 

 

As βG são quimicamente conhecidas como polissacarídeos não amiláceos, 

encontrados na camada de aleurona de cereais (trigo, centeio, cevada e aveia), nas frutificações 

dos cogumelos e na parede celular de leveduras (gênero Saccharomyces e Echinacea), fungos 

(Agaricus subrufescens e Cryptococcus neoformans), bactérias e algas (Laminaria sp.) 

(SIRIMANAPONG et al., 2015). Especificamente, βG oriundas da parede celular da levedura 

são polímeros de glicose conectados por ligações glicosídicas β-1,3 e β-1,6 (Figura 4) 

(ROBERTSEN; ENGSTAD; RAA, 1990). São utilizadas na nutrição animal como prebióticos 

imunoestimulantes, por sua capacidade de modular vários componentes do sistema 

imunológico e, consequentemente diminuir a susceptibilidade aos patógenos (DALMO; 

BØGWALD, 2008). O efeito imunoestimulante das βG se explica por serem estruturas 

químicas abundantes em comunidades microbianas, definidas como padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), que são moléculas de alarme, que ativam o sistema 

imunológico (DALMO; BØGWALD, 2008). Então, por meio da interação com os diferentes 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), presentes nas células do sistema imune, 

ocorre o reconhecimento dos PAMPs, que induzem uma cascata de sinalização intracelular. 
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Figura 9. Estrutura molecular da βG de levedura. 

 
Fonte: Rahar, 2011. 

 
Há a ativação dos leucócitos, que estimulam a atividade fagocítica, citotóxica e antimicrobiana, 

bem como a produção de mediadores inflamatórios que fornecem proteção eficaz contra 

patógenos oportunistas (ROBERTSEN; ENGSTAD; JORGENSEN, 1994). De acordo com 

Dalmo e Bøgwald (2008), existem diferentes PRRs com capacidade de se ligarem às βG, como 

dectina-1, receptor do sistema complemento 3 (CR3), receptores toll-like (TLR), 

lactosilceramida e receptores sequestradores (SR).  

A dectina-1, pertencente à família das lectinas do tipo C, é considerada o principal 

receptor de βG (DENNEHY; BROWN, 2007). Expressado por várias células imunes, 

principalmente em macrófagos, seguido por neutrófilos, eosinófilos, monócitos, células natural 

killers (NK) e, em menor grau, células dendríticas e algumas células T (BROWN; GORDON, 

2003; DRUMMOND; BROWN, 2011). O reconhecimento das βG, principalmente por esse 

receptor, melhora diversos parâmetros imunológicos, como a fagocitose, degranulação de 

neutrófilos, explosão oxidativa respiratória, produção de mediadores lipídicos inflamatórios e 

citocinas, que recrutam e coordenam a ativação de outras células da resposta inflamatória 

(DRUMMOND; BROWN, 2011; MEENA et al., 2013). Além disso, a suplementação das βG 

promove um aumento de parâmetros humorais da imunidade inespecífica, como atividade das 

lisozimas, sistema complemento e bactericida (BAGNI et al., 2005; PAULSEN; ENGSTAD; 

ROBERTSEN, 2001). 

A administração das βG por via entérica demonstrou ser eficiente, sendo possível 

verificar em diferentes espécies uma diminuição à susceptibilidade a doenças, como em tilápia-

do-nilo exposta a Streptococcus agalactiae (PILARSKI et al., 2017), Aeromonas 

hydrophila e Flavobacterium columnare (AMPHAN et al., 2019); em truta arco-íris, à 

Aeromonas salmonicida (JI et al., 2017); em carpa koi (Cyprinus carpio koi), à 

Aeromonas veronii (LIN et al., 2011); em carpa indiana (Labeo rohita), à Aeromonas 

hydrophila e Edwardsiella tarda (MISRA et al., 2006) e no bacalhau do Atlântico (Gadus 
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morhua), ao Vibrio anguillarum (LOKESH et al., 2012). A diminuição na susceptibilidade à 

infecção por patógenos dessas espécies está relacionado diretamente à melhoria das respostas 

imunológicas inespecíficas, com acréscimo da atividade fagocítica (AMPHAN et al., 2019; 

MISRA et al., 2006), aumento da concentração das lisozimas (AMPHAN et al., 2019; JI et al., 

2017; MISRA et al., 2006), acréscimo da ação bactericida e do sistema complemento 

(AMPHAN et al., 2019; MISRA et al., 2006), aumento da explosão respiratória (JI et al., 2017; 

PILARSKI et al., 2017) e aumento do título aglutinante de anticorpos (MISRA et al., 2006). 

Adicionalmente, foi relatado um aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias IL-1β e 

IL-8 e uma redução na expressão de citocinas anti-inflamatória IL-10, já que níveis muitos altos 

dessa citocina podem suprimir a secreção de outras moléculas inflamatórias, facilitando a 

proliferação do patógeno (LOKESH et al., 2012). 

A suplementação das βG em dietas para peixes também pode influenciar positivamente 

nos parâmetros de crescimento conforme relatado para tilápia-do-nilo (PILARSKI et al., 2017), 

truta arco-íris (JI et al., 2017), carpa espelho (Cyprinus carpio L.) (KÜHLWEIN et al., 2014) e 

pargo-japonês (Pagrus major) (DAWOOD et al., 2017). Até o presente, ainda não é conhecido 

o mecanismo que proporciona maior crescimento quando βG são suplementadas na dieta, sendo 

esse efeito positivo relatado em algumas espécies, mas não em outras. De acordo com Dalmo e 

Bøgwald (2008) a melhora no crescimento induzida pelas βG, pode estar relacionada a uma 

melhor resposta imunológica intestinal que, por sua vez, leva à diminuição da susceptibilidade 

a patógenos, o que afetaria a absorção dos nutrientes e, consequentemente, o crescimento.  

Por fim, há relatos que as βG atuam positivamente sobre o epitélio intestinal da carpa 

espelho, por meio do aumento na altura e densidade das microvilosidades (KUHLWEIN et al., 

2013) e na manutenção da permeabilidade paracelular, evitando a passagem de moléculas 

indesejadas pelos espaços intercelulares, por meio do aumento na expressão gênica da proteína 

da junção ocludina, em juvenis de gar tropical (Atractosteus tropicus) (NIEVES-RODRÍGUEZ 

et al., 2018). Estas melhoras sugerem que as βG ajudam no desenvolvimento e manutenção da 

integridade do epitélio intestinal, refletindo em provável melhora na utilização dos nutrientes.  

 

1.4.3.2.2 Mananoligossacarídeos - MOS 

 

Diferente das βG, os MOS são complexos polissacarídicos compostos por pequenos 

polímeros de manose, unidos por ligações α-1, 6, e cadeias laterais, por α-1, 2 e α-1, 3 (Figura 

5), representando 40% da matéria seca da parede celular de leveduras (SINGH; SINGH; 

ARYA, 2018). Os mananos podem ser compostos somente por mananos, como também podem 
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estar associados a moléculas de glicose e/ou galactose, formando assim os glucomananos, 

galactomananos e galactoglucomananos (LIEPMAN et al., 2007). Os MOS são compostos 

bioativos que atuam como prebióticos melhoradores do equilíbrio da microbiota intestinal, 

preservando a integridade e a funcionalidade do intestino, modulando a resposta imune e 

melhorando a eficiência alimentar e, consequentemente, o crescimento dos peixes (AKTER et 

al., 2016; HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019). 

 

Figura 10. Estrutura molecular do MOS de levedura. 

 
Fonte: Elicityl, 2020. 

 

A modulação seletiva da microbiota, promovida pelos MOS, se dá por estes 

apresentarem a capacidade de aglutinar bactérias patogênicas (GÜLTEPE et al., 2011). Estes 

compostos disponibilizam sítios de ligações ricos em manose, semelhantes aos encontrados nos 

enterócitos, que são exclusivos para bactérias gram negativas, que possuem fímbrias específicas 

de manose (OYOFO et al., 1989). A afinidade entre os sítios de ligação dos MOS, adicionados 

à dieta, proporciona uma diminuição da fixação dos patógenos nos enterócitos, facilitando sua 

expulsão pelo bolo fecal e evitando sua colonização no trato digestivo (FLEMMING, 2005). 

Em peixes alimentados com MOS, a modulação da microbiota foi evidenciada pela diminuição 

de bactérias nocivas, como Aeromonas hydrophila e Escherichia coli, bem como pelo aumento 

de bactérias benéficas dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium, em exemplares da carpa 

capim (LU et al., 2020). No panga (Pangasianodon hypophthalmus) (AKTER et al., 2016) e na 

carpa comum (MOMENI-MOGHADDAM et al., 2015) houve incremento das bactérias ácido-

láticas, após suplementação dietética com MOS. 

A diminuição da formação de colônias de bactérias nocivas que competem por 

nutrientes e/ou infectam os enterócitos, resulta na redução da produção de toxinas bacterianas, 

as quais interferem na estrutura da barreira intestinal, aumentando a translocação bacteriana 

(TORRECILLAS; MONTERO; IZQUIERDO, 2014), devido aos danos causados nos 

enterócitos e nas estruturas das junções celulares (RINGØ et al., 2007). Adicionalmente, a 

maior disponibilidade de nutrientes beneficia o desenvolvimento morfológico e melhora a 
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integridade da mucosa intestinal (AZEVEDO et al., 2016; DIMITROGLOU et al., 2009; 

PELICANO et al., 2005). Estes efeitos foram relatados em estudos sobre suplementação 

dietética com MOS, onde houve melhora da morfologia intestinal, com o aumento da altura 

(AKTER et al., 2016; HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019; REN et al., 2020; 

TORRECILLAS et al., 2011) e da largura das pregas intestinais (AKTER et al., 2016; REN et 

al., 2020; TORRECILLAS et al., 2011). Da mesma forma, tal suplementação aumentou a altura 

(AKTER et al., 2016; DIMITROGLOU et al., 2009; TORRECILLAS et al., 2013) e a densidade 

das microvilosidades (DIMITROGLOU et al., 2011), quando avaliada a microestrutura celular 

por meio de microscopia eletrônica. Maiores densidades das microvilosidades podem reduzir a 

exposição das junções oclusivas entre os enterócitos, fornecendo uma barreira mais eficaz 

contra possíveis patógenos (STANDEN et al., 2015). 

O uso de MOS como imunomodulador beneficia o hospedeiro por aumentar diversos 

parâmetros da imunidade inata (CARBONE; FAGGIO, 2016). Basicamente, o reconhecimento 

desse composto ocorre por meio de receptores de manose, expressos por macrófagos e células 

endoteliais que, quando ativados, desencadeiam uma reação em cascata, acionando 

principalmente os macrófagos, a fagocitose e a liberação de citocinas (COLLETT, 2000). Outro 

mecanismo de ação dos MOS no sistema imunológico se dá por meio da proteína chamada 

lectina de ligação à manose (MBL) (TORRECILLAS et al., 2007), a qual, quando ligada ao 

MOS, ativa o sistema complemento pela via das lectinas (NIKOLAKOPOULOU; ZARKADIS, 

2006).  

Em peixes, há relatos sobre benefícios no sistema imunológico com a suplementação 

dietética de MOS. Houve melhoria em parâmetros chaves do sistema inespecífico, tais como 

aumento da atividade das lisozimas e das imunoglobulinas em panga híbrido (P. gigas × P. 

hypophthalmus) (HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019). Melhora em índices 

das lisozimas, atividade do sistema complemento e das imunoglobulinas (MOMENI-

MOGHADDAM et al., 2015) na carpa comum (Cyprinus carpio), assim como na carpa 

cruciana (Carassius auratus gibelio) com aumento da atividade das lisozimas (LIU et al., 2013). 

E por fim, na garoupa híbrida (E. lanceolatus × E. fuscoguttatus) com aumento da atividade do 

sistema complemento e lisozimas (REN et al., 2020). Refletindo positivamente na diminuição 

da susceptibilidade à infecção por patógenos, como na carpa cruciana quando exposta a 

Aeromonas hydrophila (LIU et al., 2013), no catfish híbrido exposto a Edwardsiella ictaluri 

(HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019) e garoupa híbrida exposta ao Vibrio 

harveyi (REN et al., 2020).  
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Todos os benefícios citados acima, podem estar associados a melhores resultados 

zootécnicos encontrados com a suplementação dietética com MOS. Estudos com carpa capim 

(LU et al., 2020), panga (AKTER et al., 2016), dourada (Sparus aurata) (GÜLTEPE et al., 

2011) e robalo asiático (Lates calcarifer) (ALI et al., 2017) evidenciaram maior ganho em peso 

e eficiência alimentar com a utilização desse prebiótico. Além desses benefícios, a dourada 

apresentou maior eficácia na digestibilidade das proteínas, carboidratos e energia, importantes 

na transformação dos nutrientes ingeridos em ganho de biomassa (GÜLTEPE et al., 2011).  

 

1.4.3.3 Levedura hidrolisada 

 

Diante do exposto, a suplementação dietética da levedura na sua forma hidrolisada, a 

qual engloba os nucleotídeos e os polissacarídeos da parede, além de algumas vitaminas e 

minerais; pode proporcionar um ótimo estado fisiológico, por meio das múltiplas interações 

desses componentes com o organismo dos peixes (CHEN et al., 2019; HE et al., 2009; 

TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020; ZHOU et al., 2018).  

 Particularmente em tilápia-do-nilo, a suplementação dietética de leveduras na forma 

hidrolisada beneficiaram o crescimento em termos de ganho em peso e eficiência alimentar 

(CHEN et al., 2019; TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020), além de aumentarem 

a altura das pregas (CHEN et al., 2019), o que pode estar associado a maior eficiência na 

absorção dos nutrientes e, consequentemente, melhor crescimento.  

Além dos efeitos no desempenho e na morfologia intestinal, a utilização da levedura 

hidrolisada melhora o equilíbrio da microbiota intestinal, por meio do favorecimento do 

crescimento de bactérias benéficas em detrimento das enteropatogênicas em tilápia híbrida (O. 

niloticus × O. aureus) (HE et al., 2009) e em black bass (Micropterus salmoides) (ZHOU et 

al., 2018), quando alimentados com qualquer dose desse prebiótico.  

Por fim, tanto na tilápia-do-nilo como no seu híbrido evidencia-se o efeito positivo da 

suplementação dietética de leveduras hidrolisadas no sistema imunológico, por meio de 

melhorias em elementos importantes desse sistema, tais como a atividade das lisozimas (CHEN 

et al., 2019; HE et al., 2009; TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020), a atividade 

fagocítica (HE et al., 2009), o sistema complemento (CHEN et al., 2019; HE et al., 2009), bem 

como no aumento da imunoglobulina e citocinas anti-inflamatórias e pró-inflamatórias 

(TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020). Adicionalmente, beneficiou a capacidade 

antioxidante dos peixes, por meio do aumento na atividade das enzimas CAT, SOD e glutationa 
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peroxidase (GPx); reduzindo a malondialdeído (MDA) (CHEN et al., 2019; TIMOTHÉE 

ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020). 

Os estudos mencionados acima sobre os efeitos da suplementação dietética de levedura 

hidrolisada em peixes estão sumarizados na Tabela 3. 
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1.4.4 Zinco 

 

O zinco (Zn) é um metal leve, de cor azulada, sendo um cátion bivalente 

(MCDOWELL, 2003). Desempenha um papel fundamental como componente estrutural, 

catalítico e de sinalização em diversos processos fisiológicos (KIMURA; KAMBE, 

2016). Considerado um oligoelemento essencial na proliferação celular e nos sistemas de reparo 

(MICHIELAN; D’INCÀ, 2015). Além disso, está envolvido em inúmeras vias metabólicas 

(TAN; MAI, 2001), por ser um cofator indispensável em inúmeras reações enzimáticas, 

incluindo a síntese e a degradação de proteínas e lipídios (VALLEE; FALCHUK, 1993). Nos 

peixes teleósteos, dentre os microminerais essenciais, o Zn é o segundo elemento com maior 

importância nutricional (BURY; WALKER; GLOVER, 2003). 

O zinco atua diretamente no processo de crescimento, já que diversas enzimas 

presentes na replicação do DNA, transcrição do RNA e na síntese proteica são dependentes de 

dele (MACDONALD, 2000). Influencia na divisão celular, por meio da regulação do hormônio 

do crescimento (GH) e do fator de crescimento semelhante à insulina-1 (IGF-1), gerindo a 

proliferação celular (MACDONALD, 2000). Além disso, a suplementação de zinco inibe a 

apoptose das células (BALTACI; YUCE; MOGULKOC, 2018). O zinco desempenha um papel 

vital no desenvolvimento e funcionamento do intestino, por meio da participação na 

proliferação, renovação e reparo das células epiteliais, mantendo assim a correta estrutura e 

função da barreira intestinal (HU et al., 2013). A deficiência desse elemento na dieta pode afetar 

o crescimento celular e desmontar as proteínas das junções oclusivas, levando a disfunção da 

barreira intestinal (FINAMORE et al., 2008). Alterações na integridade dessa barreira estão 

associadas à inflamação intestinal e a várias doenças gastrointestinais (CAMILLERI et al., 

2012). Em estudos com animais, a suplementação de zinco é amplamente usada para melhorar 

o desempenho, diminuir a permeabilidade e aliviar a inflamação intestinal (ZHANG et al., 

2012; ZHANG; GUO, 2009). 

No sistema imunológico, o zinco tem importância crucial, pois a leve deficiência 

resulta em defeitos generalizados na imunidade inata e adaptativa (KEHL-FIE; SKAAR, 2010). 

Envolvido no processo de proliferação das células imunológicas, possui a capacidade de 

interferir na atividade das células natural killer, na ação citolítica das células-T, no processo de 

fagocitose de macrófagos e neutrófilos (SALGUEIRO et al., 2000) e na maturação dos 

linfócitos B (CRUZ; SOARES, 2011). Por fim, o zinco é um dos nutrientes mais importante 

para o adequado funcionamento do sistema antioxidante, por ser componente essencial da 
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enzima SOD e na manutenção da concentração correta das metalotioneínas (MTs), que também 

são importantes eliminadoras de radicais livres (TAPIERO; TEW, 2003). 

Em trabalhos com tilápia-do-nilo (HUANG et al., 2015), carpa Jian (Cyprinus carpio 

var. Jian) (TAN et al., 2011) e carpa capim (SONG et al., 2017; WU et al., 2015) foi 

demonstrado que a adição deste mineral nas dietas melhorou o desempenho produtivo dos 

peixes, mostrando a essencialidade do Zn para o máximo crescimento e eficiência alimentar. 

Associado a essas melhorias, a utilização desse oligoelemento beneficiou também a atividade 

das enzimas digestivas (tripsina, quimotripsina, lipase e amilase), favorecendo a digestão dos 

alimentos, o que refletiu diretamente no melhor desempenho dos peixes (TAN et al., 2011).  

Estudos também relatam vários efeitos positivos sobre o sistema antioxidante dos 

peixes, por meio da regulação de inúmeras enzimas em espécies como tilápia-do-nilo (HUANG 

et al., 2015), carpa Jian (TAN et al., 2011) e carpa capim (SONG et al., 2017). Em relação ao 

sistema imunológico, também é relatado melhorias em elementos chaves, por meio do aumento 

da atividade das lisozimas e do sistema complemento (SONG et al., 2017). Entretanto, quando 

há deficiência desse elemento nas dietas, observa-se a regulação positiva das citocinas pró-

inflamatórias e a regulação negativa das anti-inflamatórias, sugerindo que sua deficiência possa 

acentuar a inflamação intestinal em peixes (SONG et al., 2017). 

Atualmente, acredita-se que o crescimento dos peixes está intimamente relacionado à 

integridade do epitélio intestinal (REFSTIE et al., 2010). Estudos anteriores mostraram que a 

deficiência de zinco causou atrofia do intestino e reduziu a altura das pregas intestinais em 

juvenis da carpa Jian (TAN et al., 2011). Na carpa capim, análises histológicas evidenciaram 

maior inflamação intestinal, quando alimentadas com níveis baixos de zinco (SONG et al., 

2017). Além da integridade do epitélio, a barreira física do intestino também desempenha um 

papel essencial para a saúde e desenvolvimento dos peixes (KARLSEN et al., 2003). A 

deficiência de zinco em dietas para carpa capim enfraqueceu a barreira física intestinal, devido 

à regulação negativa na expressão dos genes responsáveis por algumas junções oclusivas 

(SONG et al., 2017). 

Esse mineral é administrado em dietas na forma inorgânica ou quelatado com proteínas 

ou aminoácidos, os quais são mais estáveis estruturalmente e apresentam maior 

biodisponibilidade em comparação aos seus sais inorgânicos (PARIPATANANONT; 

LOVELL, 1995). O produto resultante da quelatação apresenta 1) maior estabilidade em baixo 

pH, permitindo que o mineral seja disponibilizado somente no intestino; 2) maior capacidade 

de passar através da parede intestinal para a corrente sanguínea e 3) melhor absorção e 

metabolização dentro do organismo, por carrearem uma carga negativa (MILES; HENRY, 
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2000). Há relatos que as fontes orgânicas de zinco, como o proteinato de zinco, favorecem o 

crescimento, o sistema imunológico e antioxidante quando suplementadas em dietas para peixes 

e camarões (LIN et al., 2013; PARIPATANANONT; LOVELL, 1995).  

1.5 OBJETIVOS 

 

1.5.1 Objetivos Geral 

 

Avaliar a morfologia intestinal de juvenis de tilápia-do-nilo alimentados com dietas 

contendo diferentes níveis do aditivo VILIGEN™. 

 

1.5.2 Objetivos Específicos 

 

Avaliar a morfologia e integridade intestinal, bem como identificar a presença e a 

localização de bactérias no intestino, por microscopia eletrônica.  

Avaliar se as dietas afetam a barreira e permeabilidade intestinal através da 

quantificação da proteína transmembranar claudina-2. 
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RESUMO 

A ração é o insumo que mais onera o custo de produção na aquicultura; portanto, toda melhora 
na eficiência da sua utilização tem ampla repercussão no sistema produtivo. O uso de aditivos 
alimentares com propriedades moduladoras na imunologia e morfologia intestinal promovem 
melhor crescimento e recuperação de eventuais danos no sistema digestório, importante porta 
de entrada de patógenos. VILIGEN™ (Alltech®, EUA) é um aditivo alimentar composto 
principalmente por butirato de sódio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco com o propósito 
de melhorar a saúde e integridade intestinal dos animais. O objetivo deste estudo foi avaliar se 
a inclusão de VILIGEN™ melhora a morfologia, integridade e saúde intestinal de juvenis de 
tilápia-do-nilo, Oreochromis niloticus. Foi realizado um ensaio de dose-resposta, onde grupos 
de 28 peixes (peso médio inicial de 1,98 g) foram distribuídos em 30 unidades experimentais 
(200 L) pertencente a um sistema de recirculação, sendo alimentados com dietas contendo 
níveis crescentes de inclusão de VILIGEN™ (0,00; 0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg-1), sendo cada 
nível testado em seis repetições. Possíveis alterações nos índices morfológicos e na estrutura da 
barreira física intestinal foram investigadas por microscopia eletrônica de varredura e 
transmissão ou pela quantificação da proteína claudina-2, por meio da técnica de western blot, 
respectivamente. O maior desenvolvimento e menor fusão das pregas intestinais também foram 
registradas nos peixes suplementados com 2,40 g kg-1 de VILIGEN™. A análise morfológica 
demonstrou que as inclusões de 1,20 e 2,40 g kg-1 do aditivo promoveram melhor integridade 
do tecido intestinal, sem a presença de deformidades ou lesões nas pregas intestinais. Já os 
peixes não suplementados e os suplementados com 4,80 g kg-1 de VILIGEN™ apresentaram 
um maior número de lesões no tecido bem como maior deformidade e fusões das pregas. A 
suplementação dietética com VILIGEN™ resultou em maior altura das microvilosidades em 
comparação aos peixes não suplementados. A maior altura estimada das microvilosidades foi 
obtida com a inclusão de 2,50 g kg-1 do aditivo alimentar. No entanto, a quantificação da 
proteína da junção claudina-2 não foi significativamente afetada pela suplementação. A 
utilização de 2,50 g kg-1  do aditivo VILIGEN™ melhora os índices morfológicos e a 
integridade do epitélio do intestino de juvenis de tilápia-do-nilo. 
 
Palavras-chave: barreira  intestinal, microvilosidades, Oreochromis niloticus, saúde intestinal, 
suplementação dietética. 
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2.1 INTRODUÇÃO 

 

A tilápia-do-nilo (Oreochromis niloticus) está no grupo das espécies de peixes de água 

doce mais criadas no mundo, superada apenas pelas carpas. A fácil adaptabilidade às diversas 

condições ambientais, alta taxa de crescimento e a resistência a enfermidades (EL-SAYED, 

2020), associadas a tecnologias de produção bem estabelecidas, são características que 

justificam sua ampla criação. No entanto, para atender à demanda de alimentos da população 

mundial é necessário sistemas de produção mais eficientes. Com isso, a intensificação nos 

sistemas de produção na aquicultura promovem a ação de agentes estressores, que induzem 

imunossupressão, aumentam a susceptibilidade a infecções e enfermidades, levando a um 

decréscimo no desempenho produtivo (ADEOYE et al., 2016). Assim, melhorar e proteger a 

saúde intestinal dos peixes tornou-se um fator essencial à indústria aquícola (LI et al., 2017). 

Em peixes, assim como em todos os vertebrados, a saúde intestinal depende da 

adequada função da barreira física intestinal, a qual está relacionada principalmente 

à integridade dos enterócitos e das junções oclusivas nela presentes (NIKLASSON, 2013). O 

intestino é um órgão com grande variedade de funções e enorme complexidade. Sua função 

clássica é a digestão dos alimentos ingeridos, seguido da absorção dos nutrientes (CELI et al., 

2017). Além disso, é responsável por fornecer uma barreira física entre o lúmen intestinal e o 

meio intracelular (ALASSANE-KPEMBI; OSWALD, 2015), permitindo apenas a passagem 

dos nutrientes necessários e evitando a entrada de antígenos alimentares, patógenos, toxinas e 

fatores pró-inflamatórios que possam prejudicar o animal (ASSIMAKOPOULOS et al., 2018).  

Essa barreira física é composta por uma camada de células absortivas, denominadas enterócitos, 

conectados entre si pelos complexos juncionais (JUTFELT, 2006). Associado aos enterócitos, 

na superfície apical, é encontrada uma densa camada de microvilosidades, que aumentam a 

produção de enzimas digestivas, a área de absorção (JUTFELT, 2006) e fornecem uma barreira 

eficaz contra patógenos (STANDEN et al., 2015). Os complexos juncionais são formados pelas 

junções oclusivas, seguido das junções aderentes e desmossomos (CELI et al., 2019). Dentre 

estas, as junções oclusivas têm maior destaque, pois formam uma barreira de dois tipos: 1) 

paracelular, responsável pela formação da barreira seletiva semipermeável de moléculas e 2) 

intramembranar, restringindo a troca de componentes entre o domínio apical e basolateral da 

membrana (ZIHNI et al., 2016). Entretanto, essa barreira é facilmente danificada, pela 1) 

ingestão de micotoxinas (STEWART; PRATT-PHILLIPS; GONZALEZ, 2017), 2) alterações na 

composição do muco (BISCHOFF et al., 2014) e 3) presença de microrganismos patogênicos e suas 

toxinas (O’HARA; BURET, 2008), promovendo aumento no tráfego de substâncias e moléculas 
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entre o lúmen intestinal e o meio intracelular, deixando o animal mais susceptível a organismos 

patogênicos (TRAN-NGOC et al., 2016).  

Diante disso, o desenvolvimento de aditivos e terapias alternativas que otimizem a 

saúde intestinal de maneira eficaz e que também continuem proporcionando o melhor 

crescimento, saúde intestinal e diminuição da susceptibilidade a patógenos são de grande 

interesse atual para a indústria de rações (CELI et al., 2017). Estas substâncias que promovem 

a saúde intestinal englobam principalmente a classe dos ácidos orgânicos, aminoácidos, 

leveduras e subprodutos, minerais, probióticos e prebióticos (GOOSSENS, 2015).  

O VILIGEN™ (Alltech®, EUA) é um aditivo alimentar, composto por butirato de 

sódio, levedura hidrolisada e proteinato de zinco, desenvolvido com o propósito de melhorar a 

integridade e saúde intestinal e, consequentemente, o desempenho dos animais. O butirato de 

sódio é um sal derivado de um ácido orgânico de cadeia curta, que atua como fornecedor de 

energia, auxilia na proliferação e diferenciação das células epiteliais, inibição da apoptose 

celular e modulação da microbiota, além de atuar na manutenção da integridade do epitélio 

intestinal (CLAUS; GÜNTHNER; LETZGUSS, 2007; MAZZONI et al., 2008). Já as leveduras 

são utilizadas na nutrição pelo alto teor de proteína, energia e micronutrientes, bem como pela 

presença de compostos nutracêuticos, como β-glucanas (βG), mananoligossacarídeos (MOS) e 

nucleotídeos (SHURSON, 2018), caracterizando-as como um alimento funcional e eficaz, 

melhorador do estado imunológico e da saúde intestinal (SIWICKI; ANDERSON; RUMSEY, 

1994). Além disso, a sua forma hidrolisada possui alta taxa de digestão e absorção, 

potencializando seus efeitos benéficos (TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020). 

Por fim, o zinco é um oligoelemento essencial em dietas de peixes, atuando como promotor de 

crescimento, no sistema imunológico, na defesa contra danos oxidativos (KUMAR et al., 2017) 

e também sobre a proliferação, renovação e reparo das células epiteliais, mantendo a correta 

estrutura e função da barreira intestinal (HU et al., 2013). 

A avaliação do efeito sinérgico da combinação de butirato de sódio, levedura 

hidrolisada e proteinato de zinco, presentes no VILIGEN™, sobre a morfologia e saúde 

intestinal ainda não foram testados em dietas para peixes. Portanto, o presente estudo teve como 

objetivo investigar os efeitos de diferentes doses de VILIGEN™ sobre a morfologia e 

integridade intestinal da tilápia-do-nilo e sobre a permeabilidade intestinal, esta última por meio 

da quantificação da proteína transmembranar claudina-2. 
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2.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.2.1 Dietas experimentais 

 

Cinco dietas experimentais foram formuladas com ingredientes práticos para atender 

às exigências nutricionais da espécie em estudo (FURUYA, 2010; NRC, 2011). As dietas, 

isonitrogenadas e isoenergéticas, continham níveis de inclusão crescentes de VILIGEN™: 0,00; 

0,60; 1,20; 2,40 e 4,80 g kg-1 de dieta (Tabela 4). Para manter a composição nutricional similar 

em todas as dietas, o aditivo alimentar entrou em substituição ao milho. 

 
Tabela 4. Formulação e composição centesimal das dietas experimentais. 

Ingredientes1 
Níveis de inclusão do VILIGENTM,  

g kg-1 
0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 

Milho 432,90 432,30 431,70 430,50 428,10 
Farelo de soja 366,00 366,00 366,00 366,00 366,00 
Farinha vísceras aves 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00 
Premix vitamínico-mineral2 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 
Cloreto de colina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
Hidroxitolueno butilado 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
VILIGENTM 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 
Composição analisada, g kg-1 na matéria seca 
Matéria seca 907,00 914,60 845,60 904,30 897,90 
Proteína bruta 365,20 365,90 365,60 368,90 367,80 
Proteína digestível3 340,00 340,00 340,00 340,00 340,00 
Energia bruta, kcal kg-1 4.600 4.658 4.621 4.574 4.630 
Energia digestível3, kcal kg-1 3.273 3.273 3.273 3.273 3.273 
Extrato etéreo  75,10 71,10 74,70 71,90 75,60 
Matéria mineral 57,40 58,30 56,80 56,30 56,20 
Composição analisada do VILIGENTM, g kg-1 na matéria seca 
Proteína bruta 324,10 
Energia bruta, kcal kg-1 4.633 
Extrato etéreo 42,50 
Matéria mineral  191,13 
Butirato de sódio 3,50 
Zinco 11,97 

1Milho fornecido pela Agroterra (Florianópolis, Santa Catarina, Brasil). Farelo de soja, 48% proteína 
bruta, fornecido por Nicoluzzi Rações Ltda. (Penha, Santa Catarina, Brasil). Farinha de vísceras de 

aves, 68% proteína bruta, fornecida por Kabsa S.A. (Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil). 
VILIGEMTM produzido pela Alltech Inc. (Nicholasville, Kentucky, EUA). 2Cargill (Campinas, São 

Paulo, Brasil). Níveis de garantia por kg de produto: ácido fólico 420 mg, ácido pantotênico 8333 mg, 
BHT 25.000 mg, biotina 134 mg, sulfato de cobalto 27 mg, sulfato de cobre 1833 mg, sulfato ferroso 
8000 mg, iodato de cálcio 92 mg, sulfato de manganês 3500 mg, niacina 8,333 mg, selenito 100 mg, 
vitamina (vit.) A 1,666,670 UI, vit. B1 2083 mg, vit. B12 5000 μg, vit. B2 4166 mg vit. B6 3166 mg, 

equivalente a ácido ascórbico 66,670 mg, vit. D3 666.670 UI, vit. E 16,666 UI, vit. K3 833 mg, sulfato 
de zinco 23,330 mg, inositol 50.000 mg, propionato de cálcio 250.000 mg. 3Estimada com base nos 
coeficientes de digestibilidades dos ingredientes propostos por Furuya para tilápia-do-nilo (2010). 
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Para confecção das rações, os ingredientes foram moídos em um moinho de martelo 

(1 mm) e peneirados (0,5 mm). Em seguida, pesados em balança semi-analítica, misturados e 

homogeneizados, conforme as respectivas formulações. Após este processo, a umidade foi 

ajustada até atingir 21%, para que a mistura fosse processada em uma extrusora piloto de rosca 

única (MX40, INBRAMAQ, Ribeirão Preto, Brasil), com uma matriz de 1,5 mm a uma de 

temperatura 100 °C. Após o processo de extrusão, as rações foram secas em estufa de ventilação 

forçada por 4 h, acondicionadas em sacos plásticos e armazenadas a -20 ºC.  

Os ingredientes e as dietas experimentais foram analisados quanto à composição 

centesimal, conforme as normas da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1999). 

A umidade avaliada por meio da secagem em estufa a 105 °C (método 950.01), extrato etéreo 

por Soxhlet, (método 920.39C), proteína bruta, por Kjeldahl, fator de correção 6,25 (método 

945.01) e cinzas por incineração em mufla à 550 °C (método 942.05). A energia bruta foi 

determinada em bomba calorimétrica (PARR, model ASSY 6200), seguindo instruções do 

fabricante do equipamento. A proteína digestível e energia digestível foram estimadas com base 

nos coeficientes de digestibilidade dos ingredientes propostos por Furuya para tilápia-do-nilo 

(2010). 

 

2.2.2 Peixes e condições experimentais 

 

Juvenis de tilápia-do-nilo da linhagem Genetic Improvement of Farmed Tilapia 

(GIFT), invertidos sexualmente para machos, foram adquiridos de uma piscicultura comercial 

(Piscicultura Pomerode, Pomerode, SC). O desenho experimental, manejo dos peixes e os 

procedimentos realizados neste estudo obtiveram aprovação do Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA, UFSC), sob protocolo nº 

2200250219. 

Os peixes inicialmente passaram por um período de 7 dias de aclimatação às condições 

laboratoriais, sendo alimentados duas vezes ao dia com a dieta controle, sem a adição de 

VILIGEN™. Posteriormente, foram transferidos para 30 unidades experimentais, com 

capacidade de 200 L, as quais estavam conectadas a um sistema de recirculação, com 

temperatura controlada (28 °C), aeração constante, vazão de entrada de água de 40 mL s-1, 

filtragem mecânica e biológica. O fotoperíodo foi ajustado para 12 h. 

Cada unidade experimental recebeu 28 peixes, com peso inicial médio de 1,98 g ± 0,04 

e comprimento médio de 4,83 cm ± 0,04. As cinco dietas experimentais, com níveis crescentes 

de VILIGEN™, foram distribuídas aleatoriamente às unidades experimentais, seguindo um 
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delineamento completamente casualizado, com seis repetições para cada nível testado. Os 

peixes foram alimentados duas vezes ao dia (09:00 h e 16:30 h) até à saciedade aparente por 

um período de 60 dias. Diariamente foram monitorados e registrados o consumo alimentar e 

eventuais mortalidades. Ao final do período experimental, os peixes apresentaram peso final 

médio de 50,41 g ± 1,33.  

As variáveis indicadoras da qualidade da água, como temperatura (28,33 ± 0,28 °C) e 

oxigênio dissolvido (6,35 ± 0,49 mg L–1) e pH (6,74 ± 0,19) foram aferidos diariamente, com 

o uso de uma sonda multiparâmetro digital (Hanna Instruments HI-9828). A amônia total (0,15 

± 0,11 mg L–1), nitrito (0.03 ± 0.05 mg L–1) e alcalinidade (44.28 ± 10.61 CaCO3 mg L–1) foram 

mensurados semanalmente, por meio de fotocolorímetro, segundo a metodologia de Golterman 

et al. (1978). Todas as variáveis de qualidade da água permaneceram dentro da zona de conforto 

para a tilápia-do-nilo (POPMA AND LOVSHIN, 1995). 

 

2.2.3 Coletas de amostras 

 

Ao final do ensaio experimental, os animais foram mantidos em jejum durante 48 h para 

o esvaziamento do trato intestinal. Após este período, três peixes de cada unidade experimental 

foram sacrificados por uma superdose de Eugenol® (200 mg L-1), sendo feita uma incisão na 

região ventral. Os intestinos foram removidos, limpos de qualquer tecido adiposo mesentérico, 

sendo a porção medial do mesmo coletada. A porção medial do intestino de um peixe foi 

utilizada para a análise de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de transmissão (MET) 

e as duas restantes, armazenadas a -80 °C para a quantificação proteica das junções oclusivas 

por western blot. 

 

2.2.4 Análises de microscopia eletrônica 

 

Para a avaliação dos aspectos morfológicos e integridade intestinal, foram separadas, da 

região medial do intestino, duas porções transversais de aproximadamente 2 cm de 

comprimento de um peixe por unidade experimental, para análise de MEV e MET.  

 

2.2.4.1 Microscopia eletrônica de varredura 

 

As amostras foram fixadas por imersão em solução de glutaraldeído a 2,5% e 

paraformaldeído a 2%, em tampão cacodilato de sódio 0,1M - pH 7,2 por 24 h (STANDEN et 

http://www.keison.co.uk/hannainstruments_hi9828.shtml
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al., 2015). Após, foram lavadas individualmente com tampão cacodilato de sódio 0,1 M por três 

vezes. Finalizada esta etapa, os tecidos foram cortados em porções de aproximadamente 2 mm 

e imersos em solução de tetróxido de ósmio 1% (OsO4), em tampão cacodilato 0,1 M por 2 h.  

Na sequência, realizou-se a desidratação em série crescente de álcool de 30 a 100% (30 

min por concentração). Posteriormente, as amostras foram coladas em suportes metálicos 

(stubbs) e os segmentos foram secos com hexametildissilazano (HMDS). Por fim, foram 

recobertas com camada de 200 Å de ouro (EM SCD 500, Leica, Viena, Áustria).  

As fotomicrografias foram capturadas em microscópio eletrônico de varredura (Jeol 

XL30, Tokyo, Japan) a 11 kV. Nestas imagens, foi avaliado a integridade do epitélio intestinal 

e a presença e localização de bactérias. 

 

2.2.4.2 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

O processamento das amostras para análise por MET seguiu os mesmos procedimentos 

adotados para análise por MEV até a etapa anterior à desidratação. Nas amostras analisadas 

pelo MET, a desidratação foi realizada com níveis crescentes de acetona de 30 a 100% (30 min 

cada concentração) e após as amostram foram infiltradas em resina Spurr, seguido pela inclusão 

e polimerização a 70 °C, por 24 h. Os blocos de resina foram seccionados em ultramicrótomo 

(Leica® Reicheit Ultracut S, Viena, Áustria). Secções ultrafinas (0,5 µm) de cada amostra (n = 

6) foram alocadas sobre grades de cobre, contrastadas com acetato de uranila a 5% e pós-

coradas com citrato de chumbo. As fotomicrografias foram realizadas em um microscópio 

eletrônico de transmissão JEM 1011 (JEOL Ltd, Tóquio, Japão) a 80 kV.  

As imagens foram capturadas e analisadas, sendo medidas a altura, largura, perímetro 

e densidade das microvilosidades na superfície dos enterócitos, com auxílio do software ImageJ 

1.8 (Instituto Nacional de Saúde, EUA). Pelo menos seis imagens de cada amostra foram 

analisadas. Para a altura e largura dos microvilos, os valores médios foram obtidos usando todas 

as microvilosidades presentes nas imagens (média de 174 microvilosidades por tratamento 

dietético). A densidade dos microvilos foi realizada de acordo com Bai et al. (2017), por meio 

da contagem do número de microvilos na superfície dos enterócitos para uma região 

padronizada de 2 μm (36 medições por tratamento dietético). Além disso, uma análise 

qualitativa foi realizada, para avaliar: disposição e organização das microvilosidades, presença 

de restos celulares no lúmen, integridade do epitélio intestinal, presença e integridade dos 

complexos juncionais e junções oclusivas. 
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2.2.5 Análise de Western blotting  

 

Fragmentos da porção medial do intestino de dois peixes por unidade experimental 

foram homogeneizados em tampão RIPA (50 mM Tris·HCl em pH 8, 150 mM NaCl, 5 mM de 

EDTA, 1% Triton X100, 0,5% de deoxicolato, 0,1% de SDS e 100μM de PMSF (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA), centrifugados por 10 min a 16.000 g a 4 °C, e o sobrenadante coletado 

e armazenado a -80 °C para posterior análise. A concentração de proteína foi avaliada usando 

o kit de ensaio de proteína do ácido bicinchonínico (BCA Assay Kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

EUA). Após a quantificação, as amostras foram suspensas em tampão SDS (58,3 mM Tris, 60 

mM SDS, 0,55 M glicerol, 142 mM β-mercaptoetanol e 30 mM azul de bromofenol) e água, e 

aquecidos por 5 min a 95 °C. A concentração de proteína utilizada por amostra foi de 10 µg 

para analisar a claudina 2. 

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% (TGX Stain-

free Fastcast) por 35 min a 300 V. A proteína foi transferida para uma membrana de 

nitrocelulose, usando o sistema Transblot Turbo (Bio-Rad, Hercules, Canadá) a 25 V por 3 min. 

As membranas foram bloqueadas por 16 h a 4 °C em leite em pó desnatado a 5% em solução 

TBS-T (150 mM NaCl, 50 mM Tris e 1% de Tween 20 em pH 7,6), para bloquear sítios de 

ligação inespecíficos. 

A proteína correspondente à claudina 2 foi detectada usando anticorpo policlonal de 

coelho, específico para essa proteína de junção (51-6100, Invitrogen™, Carlsbad, EUA), na 

concentração de 0,75 µg mL-1. O anticorpo primário para claudina 2 foi diluído em TBS-T com 

5% de leite e incubado nas membranas por 1 h 30 min em temperatura ambiente. Após a 

incubação com o anticorpo primário, as membranas foram lavadas cinco vezes (5 min) com 

TBS-T sob agitação contínua. Posteriormente, foi adicionado o anticorpo secundário (cabra 

anti-coelho conjugado com peroxidase, Cytiva™, Amersham, United Kingdom), em uma 

diluição 1:5.000 em 5% de leite com TBS-T, em todas as membranas e incubado por 1 h 30 

min. Por fim, as membranas foram novamente lavadas por cinco vezes (5 min) com TBS-T sob 

agitação.  

As bandas da proteína foram visualizadas usando um sistema de fotodocumentação 

Chemidoc MP (Bio-rad, Hercules, Canadá). Após examinar a expressão da claudina 2, as 

membranas foram normalizadas pela carga total de proteínas na lane, usando tecnologia stain 

free (Bio-rad, Hercules, Canadá). A expressão dessa proteína formadora de junções oclusivas 

e a carga de proteínas foram quantificadas usando o software ImageLab (Bio-rad, Hercules, 

Canadá). 
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2.2.6 Análises estatísticas 

 

Os dados relacionados à morfologia intestinal, quantificação proteica das junções 

oclusivas foram submetidos à análise de regressão polinomial para determinação do melhor 

nível de inclusão de VILIGEN™ nas dietas, em função das variáveis avaliadas. O nível de 

significância adotado foi de 5% para todos os testes. Todos os procedimentos estatísticos foram 

realizados com auxílio do software STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA). 

 

2.3 RESULTADOS 

 

2.3.1 Morfologia e integridade da mucosa intestinal 

 

A morfometria macroestrutural da porção média do intestino de juvenis de tilápia-do-

nilo foi notavelmente diferente entre os tratamentos (Figura 11). Peixes que receberam as 

suplementações de 1,20 e 2,40 g kg-1 de VILIGEN™, apresentaram a camada serosa e o 

músculo longitudinal bem formados e de fácil identificação no corte transversal. Estes peixes 

também apresentaram melhor integridade macroestrutural do tecido intestinal, sem a presença 

de deformidades e lesões nas pregas intestinais, indicando que essa dose preveniu ou reparou 

possíveis danos intestinais (Figura 11). As pregas intestinais se mostraram mais desenvolvidas 

e com menor fusão nos peixes suplementados com 2,40 g kg-1 em comparação aos outros grupos 

(Figura 11). Os peixes que não receberam suplementação e os que receberam suplementação 

de 4,80 g kg-1 de VILIGEN™ apresentaram maior deformidade e fusões das pregas, 

respectivamente, quando comparado aos peixes que receberam os demais tratamentos. Não foi 

possível observar a presença de bactérias em nenhum dos tratamentos.  

Por meio das eletromicrografias de transmissão foi possível observar diferença 

significativa na altura das microvilosidades. Essa variável apresentou uma resposta quadrática 

ao aumento dos níveis dietéticos de VILIGEN™ (Figura 12), sugerindo que existe um efeito 

dose-resposta entre a suplementação dietética do aditivo e a morfologia das microvilosidades. 

A maior altura das microvilosidades foi estimado em 2,50 g kg-1 de inclusão de VILIGEN™ na 

dieta (Figura 12). Em contrapartida, a largura e a densidade das microvilosidades não foram 

afetadas pelos níveis crescentes de suplementação do aditivo alimentar (Tabela 5).  
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Figura 11. Eletromicrografia de varredura do epitélio intestinal medial de juvenis de tilápia-do-nilo 
alimentados com dietas contendo níveis crescentes de VILIGEN™ por 60 dias. L: Lúmen, S: serosa, 

P: prega intestinal, ML: músculo longitudinal. 
Inclusão de 

VILIGEN™,  g  kg-1    Avaliação qualitativa Região medial do intestino 

Não suplementado 

Apresentou maior deformidade das 
pregas e lesões no tecido quando 

comparado aos níveis 0,60; 1,20 e 2,40 g 
de VILIGEN™ kg-1 de dieta.  

 

Suplementação de 
0,60 g kg-1 

Ausência de pregas com deformidade e 
lesões no tecido. Porém, pregas 

intestinais menos desenvolvidas quando 
comparado às inclusões de 1,20 e 2,40 g 

kg-1 de VILIGEN™. 

 

Suplementação de 
1,20 g kg-1 

Desenvolvimento intermediário das 
pregas intestinais, com uma leve redução 
na altura e deformidade na parte inferior 
do corte. Ausência de fusão das pregas e 

lesões no tecido. 

 

Suplementação de 
2,40 g kg-1 

Boa integridade e morfologia intestinal. 
Grupo com maior desenvolvimento das 

pregas intestinais, ausência de fusão 
dessas estruturas e lesões no tecido em 

comparação aos outros tratamentos. 

 

Suplementação de 
4,80 g kg-1 

Grupo com maior fusão das pregas 
intestinais e deformidade no tecido 

intestinal quando comparado com os 
grupos suplementados com VILIGEN™.  
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Tabela 5. Morfometria das microvilosidades do intestino medial em juvenis de tilápia-do-nilo 
alimentados com dietas contendo níveis crescentes de VILIGEN™ por 60 dias (n = 6). 

Valores médios de seis repetições. 

Variáveis 
Inclusão de VILIGEN™, g kg–1 Pooled 

SEM 
Valor de P - 

regressão 0,00 0,60 1,20 2,40 4,80 
Largura, µm 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11 0,01     0,65  
Densidade¹ 18,66 18,76 18,25 18,83 18,23 2,39     0,84 

1Densidade expressa como o número de microvilosidades em uma região de 2 μm na superfície do enterócito. 

 

Figura 12. Altura das microvilosidades do intestino medial de 
juvenis de tilápia-do-nilo alimentados com dietas contendo níveis 

crescentes de VILIGEN™ por 60 dias (n=6). A linha tracejada 
representa o valor estimado pela equação polinomial. 

  
 

Por outro lado, a MET confirmou que, independentemente do tratamento dietético, a 

borda em escova dos intestinos de juvenis de tilápia-do-nilo apresentou uma barreira epitelial 

conservada, com boa integridade, organização e adensamento das microvilosidades (Figura 13). 

Da mesma forma, as junções oclusivas e os complexos juncionais encontrados estavam íntegros 

e sem rupturas visíveis (Figura 13). Além disso, independente da presença ou não do aditivo 

alimentar, o epitélio intestinal microestrutural de todos os peixes estavam intactos, sem a 

presença de lesões e inflamação, com enterócitos bem definidos, ausência de vacúolos, 

translocações de microrganismos ou restos celulares no lúmen. Assim, confirma-se que a 

suplementação com os diferentes níveis de VILIGEN™ não causou danos à integridade e a 

saúde do trato intestinal. 
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2.3.2 Proteína da junção oclusiva claudina 2  

 
A análise de western blot da proteína isolada de homogenatos do intestino medial de 

juvenis de tilápia-do-nilo revelou bandas imunorreativas de claudina-2 (Figura 14). No entanto, 

os valores quantificados dessa junção oclusiva não diferiram estatisticamente entre os 

Figura 13. Eletromicrografia de transmissão do epitélio intestinal medial de juvenis de tilápia-do-nilo 
alimentados com dietas contendo níveis crescentes de VILIGEN™ por 60 dias. A) Não suplementado, 
B) Suplementação de 0,60 g kg-1, C) Suplementação de 1,20 g kg-1, D) Suplementação de 2,40 g kg-1, 
E) Suplementação de 4,80 g kg-1. L: Lúmen, MV: microvilosidades, JO: junção oclusiva, JA: junção 

aderente, D: desmossomo, CJ: complexo juncional. 
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tratamentos, apresentando valores de 0,18; 0,23; 0,20; 0,16 e 0,22 unidades arbitrárias para 

inclusão de 0,00; 0,60; 2,40 e 4,80 g kg–1 de VILIGEN™ na dieta, respectivamente. 

Demonstrando que a inclusão do aditivo alimentar não alterou a homeostase da barreira física 

intestinal. 

 

Figura 14. Quantificação relativa da proteína da junção oclusiva 
claudina 2 no intestino medial de juvenis de tilápia-do-nilo 

alimentados com níveis crescentes de VILIGEN™ por 60 dias. A 
intensidade das bandas foi quantificada pelo software ImageLab.  

 
     0,00          0,60        1,20       2,40         4,80 

 
 

2.4 DISCUSSÃO 

 

Diferente de outros trabalhos que avaliaram o impacto individual do butirato de sódio, 

da levedura hidrolisada ou do proteinato de zinco na nutrição de peixes (ABDEL-MOHSEN et 

al., 2018; CHEN et al., 2019; DAWOOD et al., 2020a; LUZ et al., 2019; TAN et al., 2011; 

TIMOTHÉE ANDRIAMIALINIRINA et al., 2020), aqui foi explorado o efeito combinado 

destes compostos, através da utilização do aditivo alimentar VILIGEN™, sobre a morfologia, 

integridade e barreira física intestinal de juvenis de tilápia-do-nilo. A presente investigação 

demonstrou que a inclusão de VILIGEN™ na dieta resultou em maior altura das 

microvilosidades em comparação aos peixes alimentados sem o aditivo. A maior altura 

estimada das microvilosidades apresentou um acréscimo de 9,38% quando comparado ao grupo 

não suplementado. Como a absorção de nutrientes está relacionada ao comprimento das 

microvilosidades (AKTER et al., 2016; CRAWLEY et al., 2014), a suplementação do 

Cldn 2 – 25 kDa 
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VILIGEN™ aumentou claramente a área de superfície de absorção do intestino das tilápias-do-

nilo. Similarmente, o maior desenvolvimento das pregas intestinais também foi registrada nos 

peixes suplementados com 2,40 g de VILIGEN™ kg-1 de dieta.  

Os resultados encontrados provavelmente estão relacionados à capacidade do butirato 

de beneficiar o epitélio da mucosa intestinal (BEDFORD; GONG, 2018; TRAN et al., 2020). 

Por ser uma importante fonte de energia metabólica para as células intestinais, é prontamente 

absorvido por difusão não iônica através da membrana apical do enterócito, produzindo ATP 

via β-oxidação mitocondrial (BOURASSA et al., 2016). Assim, diminui a oxidação da glicose 

e aumenta o armazenamento de glicogênio hepático, que servirá de reserva de glicose para as 

células (BEAUVIEUX et al., 2008). O butirato é uma molécula multifuncional com potencial 

terapêutico, pois mantém o equilíbrio entre proliferação, diferenciação e apoptose celular já que 

é modulador gênico de algumas etapas dos processos do ciclo celular (BLOTTIÈRE et al., 

2003). Além disso, promove a liberação de peptídeos gastrointestinais e/ou fatores de 

crescimento (BLOTTIÈRE et al., 2003), contribuindo com o desenvolvimento dos enterócitos 

e da morfologia intestinal, conservando a integridade e saúde do epitélio intestinal (CLAUS; 

GÜNTHNER; LETZGUSS, 2007; TRAN et al., 2020). Estudos realizados recentemente com a 

tilápia-do-nilo (DAWOOD et al., 2020a; JESUS et al., 2019), pirarucu (Arapaima gigas) (LUZ 

et al., 2019), carpa capim (Ctenopharyngodon idella) (ZHOU et al., 2019) e robalo europeu 

(Dicentrarchus labrax) (ABDEL-MOHSEN et al., 2018) também demonstraram que a 

suplementação de butirato de sódio resultou no aumento da altura das pregas intestinais dos 

peixes. Embora o butirato seja visto como estimulador do trato gastrointestinal, melhorando a 

micro e macroestrutura intestinal, o seu efeito sobre a morfologia em nível microestrutural 

(influência sobre as microvilosidades) não havia sido descrito até o presente momento em 

peixes. No entanto, já é confirmado que a sua suplementação em outros vertebrados, estimula 

o correto desenvolvimento do trato gastrointestinal, melhorando a morfologia e a proliferação 

celular (GÓRKA et al., 2009; KOTUNIA et al., 2004; LIU et al., 2016; WU et al., 2018; ZOU 

et al., 2019). Diante desses atributos, o aumento na altura das pregas e das microvilosidades 

intestinais podem estar relacionadas com os efeitos positivos do butirato na tilápia-do-nilo. 

Além dos benefícios do butirato de sódio, três dos principais componentes da levedura 

hidrolisada – nucleotídeos, βG e MOS – quando suplementados individualmente, também 

proporcionam benefícios à morfologia intestinal dos peixes (AKTER et al., 2016; BURRELLS 

et al., 2001; CHENG; BUENTELLO; GATLIN, 2011; DIMITROGLOU et al., 2009, 2010, 

2011; HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019; REN et al., 2020; SALEM et al., 

2016; TORRECILLAS et al., 2013, 2011b). Os nucleotídeos têm múltiplos efeitos benéficos 
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no trato gastrointestinal dos vertebrados, atuando sobre a fisiologia, microbiota e morfologia 

intestinal (CHENG; BUENTELLO; GATLIN, 2011). Apesar da contínua investigação da 

utilização de nucleotídeos na nutrição de peixes, poucos estudos relatam os seus efeitos na 

morfologia intestinal. Somente Burrells et al. (2001) e Cheng, Buentello, Gatlin (2011), 

descreveram que a suplementação de nucleotídeos também aumentou a altura das pregas 

intestinais do salmão do atlântico (Salmo salar L.) e do red drum (Sciaenops ocellatus), 

respectivamente. Além disso, no red drum (CHENG; BUENTELLO; GATLIN, 2011) e no 

robalo europeu (BOWYER et al., 2019) a altura das microvilosidades foram significativamente 

maiores mediante a administração de nucleotídeos. Em outros vertebrados, como frangos e 

suínos, os efeitos dos nucleotídeos na morfologia intestinal foram melhor estudados, mostrando 

que este nutriente resulta no aumento das características morfométricas das pregas em vários 

segmentos do intestino (DANESHMAND et al., 2017a, 2017b; DOMENEGHINI et al., 2004; 

GAO et al., 2020; JUNG; BATAL, 2012; MOORE et al., 2011; VALINI et al., 2020). A 

melhora na morfologia intestinal aqui relatada, pode estar associada ao aumento no conteúdo 

de nucleotídeo, os quais que possuem efeitos modulatórios na divisão celular, maturação e 

reparo da mucosa intestinal (LI; GATLIN, 2006; ORTEGA; GIL; SÁNCHEZ-POZO, 1995; 

SAUER et al., 2012).  

Igualmente aos nucleotídeos, poucos estudos descrevem as implicações das βG na 

morfologia intestinal de peixes. No entanto, na carpa espelho (Cyprinus carpio L.) a 

administração dietética de βG (MacroGard®) por quatro semanas também aumentou 

significativamente o comprimento das microvilosidades, em comparação aos peixes 

suplementados com a menor dose e o grupo controle (KÜHLWEIN et al., 2013). Em tilapia-

do-nilo criada em diferentes densidades de estocagem, a inclusão de βG mitigou os impactos 

negativos da densidade mais alta e aumentou a altura das pregas intestinais (DAWOOD et al., 

2020b). Esses resultados estão de acordo com os encontrados em frangos de corte, onde a 

administração das βG de levedura na dieta resultou em aumento da altura das vilosidades, na 

densidade das células caliciformes e na razão entre a altura das vilosidades e a profundidade da 

cripta, após o desafio com Salmonella typhimurium (SHAO; GUO; WANG, 2011). 

Similarmente, frangos de corte quando infectados com Clostridium perfringens, a 

suplementação também aumentou a altura das vilosidades quando comparado ao grupo não 

suplementado. Sendo assim, o aumento desses parâmetros demonstram a capacidade das βG de 

manter um epitélio maduro e funcionalmente ativo, mesmo em situação de desafio (TIAN et 

al., 2016).  
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Diferentemente dos nucleotídeos e das βG, os MOS são prebióticos amplamente 

utilizados em rações aquícolas, apresentando mais estudos avaliando seus efeitos na 

morfologia intestinal de diversas espécies de peixes. Foi relatado o aumento na altura das 

pregas intestinais da tilápia-do-nilo (HA et al., 2017), garoupa híbrida (Epinephelus 

lanceolatus × Epinephelus fuscoguttatus) (REN et al., 2020), panga (Pangasianodon 

hypophthalmus) (AKTER et al., 2016), panga híbrido (P. gigas × P. hypophthalmus) 

(HAHOR; THONGPRAJUKAEW; SUANYUK, 2019) e do robalo 

europeu (TORRECILLAS et al., 2011). Da mesma forma, quando avaliada a microestrutura 

intestinal, por meio de MET, também foi constatado o aumento da altura das microvilosidades 

da dourada (Sparus aurata) (DIMITROGLOU et al., 2010), panga (AKTER et al., 2016), red 

drum (ZHOU; BUENTELLO; GATLIN, 2010), robalo europeu (SALEM et al., 2016; 

TORRECILLAS et al., 2013), salmão do Atlântico (DIMITROGLOU et al., 2011) e da truta 

arco-íris (Oncorhynchus mykiss) (DIMITROGLOU et al., 2009). Os benefícios dos MOS 

podem ser atribuídos à modulação seletiva da microbiota intestinal, através da sua capacidade 

de aglutinar bactérias patogênicas (GÜLTEPE et al., 2011), reduzindo assim a formação de 

colônias nocivas que competem por nutrientes (TORRECILLAS; MONTERO; IZQUIERDO, 

2014). Como consequência, há maior disponibilidade de nutrientes para o desenvolvimento 

morfológico da mucosa intestinal (AZEVEDO et al., 2016; DIMITROGLOU et al., 2009; 

PELICANO et al., 2005).  

O aditivo testado também contém zinco, na forma de proteinato de zinco, que, por 

estar quelado a uma proteína, é mais biodisponível em comparação às formas inorgânicas 

(PARIPATANANONT; LOVELL, 1995), sendo melhor absorvido pelas células 

epiteliais. Embora mais biodisponível, a utilização da forma orgânica na nutrição animal pode 

ser limitada devido ao elevado custo (ZHAO; TAN; XIAO, 2014). Alguns estudos mostraram 

que a suplementação de zinco orgânico em juvenis da carpa Jian aumentaram a altura das pregas 

intestinais (TAN et al., 2011). Já na carpa capim, a suplementação dietética com níveis baixos 

aumentou a apoptose celular no intestino (SONG et al., 2017) o que, consequentemente, afeta 

negativamente os parâmetros morfológicos intestinais. Esses achados condizem com os 

resultados obtidos no presente estudo, onde a suplementação de zinco orgânico, por meio do 

VILIGEN™, também beneficiou a morfologia intestinal da tilápia-do-nilo. Estas melhoras 

estão associadas ao importante papel do zinco, que é um componente de mais de 300 enzimas 

(VALLEE; FALCHUK, 1993), sendo essencial na regulação da síntese de DNA, RNA e 

proteínas, além de atuar em processos celulares de proliferação, renovação, reparo (HU et al., 

2013; TRUONG-TRAN et al., 2001) e controle da apoptose das células epiteliais 
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(BEYERSMANN; HAASE, 2001). O zinco afeta a secreção do hormônio do crescimento (GH) 

e do fator de crescimento semelhante à insulina-I (IGF-I) (MACDONALD, 2000), sendo o 

mensageiro da sinalização mitogênica (GRUMMT et al., 1986) e interferindo na atividade das 

caspases e das endonucleases, inibindo a apoptose (TRUONG-TRAN et al., 2001).  

 No que tange à integridade intestinal macroestrutural, observada nas micrografias de 

varredura, foi observado melhora na histomorfologia e integridade das pregas intestinais, que 

também estão associadas à maior área de superfície de absorção e, portanto, melhor digestão e 

absorção de nutrientes (ABDEL-MOHSEN et al., 2018; CEREZUELA et al., 2012), resultando 

em melhor desempenho. Além do mais, um epitélio integro e saudável reduz as chances de 

infecções bacterianas (DIMITROGLOU et al., 2009; SIDDIK; HOWIESON; FOTEDAR, 

2019), evitando que os nutrientes sejam desviados do crescimento e destinados para ativação 

do sistema imunológico e reparos intestinais (MCKAY et al., 2010). Porém, nas micrografias 

feitas via MET, o presente estudo constatou que não houve influência da suplementação de 

VILIGEN™ na microestrutura intestinal. Os intestinos de todos os peixes, independente do 

tratamento, apresentaram epitélios intactos, com complexos juncionais íntegros e sem 

características relacionadas a danos na saúde intestinal, tais como presença de lesões e 

inflamação, translocações de microrganismos e restos celulares no lúmen. A ausência de danos 

à saúde intestinal em todos os tratamentos podem estar associada à densidade das 

microvilosidades, pois a correta densidade pode reduzir a exposição dos complexos juncionais 

entre os enterócitos, fornecendo assim uma barreira física eficaz contra potenciais patógenos 

(STANDEN et al., 2015). Além do mais, a adequada integridade pode também explicar a 

ausência de translocação bacteriana no presente estudo, pois a translocação ocorre quando 

existem danos nos enterócitos ou afrouxamento das junções celulares (RINGØ et al., 

2007), características estas não observadas no estudo. Provavelmente a ausência de influência 

do aditivo alimentar na integridade intestinal, observado via MET, pode estar relacionada às 

condições adequadas de criação do presente estudo, sem exposição a estressores ambientais 

e/ou dietéticos, o que promoveu a homeostase do intestino. Os resultados aqui encontrados 

sugerem que a correta morfologia e integridade intestinal influenciam o crescimento dos peixes, 

já que tilápias-do-nilo suplementadas com as mesmas doses de VILIGEN™, apresentaram 

maior ganho de peso diário em comparação àquelas alimentadas sem o aditivo (PESSINI et al., 

2021). Portanto, os resultados obtidos nas imagens de microscopia eletrônica indicam que a 

inclusão desse aditivo alimentar induz melhorias morfológicas e de integridade intestinal 

macroestrutural que se refletem no crescimento. 
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Além da integridade do epitélio intestinal, a integridade intercelular é um fator 

importante para manutenção da barreira física intestinal dos peixes (NIKLASSON, 2013). 

Essa integridade está associada principalmente às junções oclusivas, compostas por proteínas 

transmembranares adesivas (claudinas, ocludinas e moléculas de adesão juncional) (VAN 

ITALLIE; ANDERSON, 2006) e proteínas citoplasmáticas (zonula occludens) 

(ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009; WELLS et al., 2017), que cruzam a bicamada lipídica, 

ligando as células adjacentes e regulando a passagem de moléculas pela via paracelular 

(RODRIGUES et al., 2016). A claudina-2 é formadora de canais paracelulares seletivos para 

cátions e permeáveis à água (KRUG; SCHULZKE; FROMM, 2014), sendo 

predominantemente presente em epitélios de vazamento (LUETTIG et al., 2015) e possuindo 

um papel importante na patogênese de doenças inflamatórias intestinais (GARCIA-

HERNANDEZ; QUIROS; NUSRAT, 2017). A superexpressão dos níveis de mRNA ou da 

proteína dessa junção estão relacionados ao aumento da permeabilidade intestinal, que 

promove maior internalização de moléculas e organismos nocivos, causadores de inflamação 

intestinal (ZHANG et al., 2013). Nosso estudo revelou que os níveis da proteína claudina-2 

não foram influenciados pela suplementação de VILIGEN™ na dieta. Com isso, concluímos 

que os níveis suplementados do aditivo não foram capazes de afetar a barreira física e a 

integridade microestrutural do intestino, corroborando com os resultados obtidos nas imagens 

de MET. Além do mais, os mesmos condizem com a hipótese que a ausência de influência do 

aditivo na integridade intestinal microestrutural pode estar relacionada às boas condições de 

criação dos peixes. Reforçando essa hipótese, Zhang et al. (2013) descreveram que células 

epiteliais humanas submetidas à infecção por Salmonella typhimurium, apresentaram um 

acréscimo significativo nos níveis da proteína claudina 2 no intestino, resultando no aumento 

da permeabilidade celular e maior translocação bacteriana. Em contraste, deficiência da 

proteína claudina-2 em ratos causou má absorção de nutrientes, levando-os a morte por 

desnutrição (WADA et al., 2013). Isto é explicado pelo fato da claudina-2 ser primordial para 

a homeostase da absorção de nutrientes Na+-dependente, tais como glicose, aminoácidos, 

lipídios e micronutrientes (RODRIGUES et al., 2016; WADA et al., 2013). Diante disso, 

nossos resultados demonstraram que a suplementação de VILIGEN™ proporcionou níveis 

equilibrados de claudina-2, capazes de manter o equilíbrio entre a absorção de nutrientes e a 

manutenção da saúde microestrutural do epitélio intestinal. No entanto, pesquisas adicionais 

serão necessárias para fornecer mais informações dos efeitos do VILIGEN™ sobre outras 

estruturas importantes da barreira física intestinal.  
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2.5 CONCLUSÃO 

 

O aditivo alimentar Viligen™ beneficia a morfologia e a integridade intestinal de 

juvenis de tilápia-do-nilo, mas não altera a barreira física intestinal, quando utilizado na dose 

de 2,50 g/kg. 
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3  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Esta dissertação constitui parte de um projeto firmado entre a empresa Alltech Inc. 

(Nicholasville, Kentucky., EUA) e a Universidade Federal de Santa Catarina, sob coordenação 

da professora Débora Machado Fracalossi, que objetiva estudar os efeitos da inclusão de níveis 

crescentes de VILIGEN™ na dieta de juvenis de tilápias-do-nilo sobre algumas variáveis de 

interesse comercial.  

Dentre os principais resultados encontrados nesta pesquisa, destaca-se que a altura das 

microvilosidades, assim como a macroestrutura do intestino, como maior desenvolvimento, 

menor fusão das pregas e lesões no tecido que apresentaram resposta quadrática ao aumento 

dos níveis de inclusão de VILIGEN™ na dieta de juvenis de tilápia-do-nilo, sugerindo que 

existe um efeito de dose-resposta entre a suplementação do aditivo, morfologia e integridade 

intestinal macroestrutural. A adequada morfologia e integridade dessas estruturas está 

diretamente associada a maior área de absorção (CEREZUELA et al., 2012; YUAN et al., 2020) 

e, consequentemente, maior transferência de nutrientes para corrente sanguínea, 

proporcionando melhor crescimento dos peixes. Desta forma, a inclusão de 2,50 g kg-1 de 

VILIGEN™ na dieta demonstrou ser a mais adequada, promovendo melhor saúde intestinal. 

Tal resultado corrobora com o encontrado em outro estudo do nosso laboratório, onde o maior 

ganho em peso da tilápia-do-nilo foi estimado para a dose de 2,80 g kg-1 de VILIGEN™ 

(PESSINI et al., 2021).  

Por outro lado, as micrografias feitas pelo MET, não demostraram influência da 

suplementação de VILIGEN™ sobre a integridade microestrutural, a qual poderia estar 

relacionada às adequadas condições de criação, sem a exposição a estressores ambientais e/ou 

dietéticos, mantendo assim a homeostase do intestino. Como sugestões para trabalhos futuros, 

recomendamos a avaliação da integridade microestrutural de peixes expostos algum estressor 

para confirmar melhor esta hipótese. Além do mais, a ausência do efeito de VILIGEN™ na 

proteína da junção oclusiva claudina-2 condizem com os resultados das imagens obtidas na 

MET. Os níveis encontrados dessa junção não afetaram a barreira física e a integridade 

microestrutural do intestino. No entanto, outros estudos serão necessários para fornecer mais 

informações sobre o efeito da inclusão do aditivo em outras estruturas importantes da barreira 

física intestinal, tais como algumas junções oclusivas de barreira, o muco e a microbiota 

intestinal.  
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