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CAPITULO 1

CONSIDERACOES INICIAIS



CONSIDERACOES INICIAIS

1. Mineral ferro

1.1. Caracteristicas e fung¢des do mineral ferro

O ferro (Fe) € um elemento traco essencial para producdo e normal
funcionamento da hemoglobina, mioglobina, citocromos e enzimas do organismo. O
principal papel nos vertebrados é ser componente da hemoglobina. Grande parte do
ferro circulante no organismo é reciclado na regeneracdo periodica dos eritrocitos, a
parte ndo utilizada é excretada via bile pelo intestino (NRC, 2011). Segundo Hrubec &
Smith (2006), a hemoglobina € o principal constituinte do citoplasma dos eritrécitos,
sendo responsavel pelo transporte de oxigénio para 6rgdos e tecidos.

Desempenhando importantes fungdes nos processos celulares, o ferro participa
de vérias reacbes bioquimicas, como sintese de &cidos nucleicos e proteinas,
proliferacdo celular, transporte de elétrons, respiracdo celular, producdo de ATP
(Trifosfato de adenosina) e regulacdo da expressdo génica (MILLER et al., 1993;
BOLDT, 1999). Segundo Eimerit et al. (2001) para minimizar o efeito toxico do ferro,
mecanismos sofisticados e moléculas especializadas na absorcdo, transporte e
armazenamento deste elemento, em sua forma soltvel e ndo toxica, estdo envolvidos de
modo a atingir a exigéncia celular do mineral e controlar a homeostase corporea.

Neves et al. (2009) destacaram que o préprio metabolismo mantém o equilibrio
entre os beneficios e efeitos toxicos deste mineral, realizado por interagcdes génicas,
muitas das quais sdo também conhecidas por estarem envolvidos na resposta a infeccao,
como as proteinas de transporte, transferrina e de armazenamento, a ferritina e
apoferritina. Em vertebrados, o mecanismo da absor¢do do ferro inicia-se com a ligacao
do ferro no seu estado ferroso (Fe?*) a molécula de transferrina no limen intestinal e
transportado através da mucosa. O ferro ligado a transferrina é transportado pelo
sangue, sendo novamente liberado em determinados locais (figado e tecidos
hematopoiéticos). Dentro da célula, o ferro em seu estado férrico (Fe**), se liga a
molécula de apoferritina formando a ferritina (BURY & GROSELL, 2003; NRC, 2011).

Os principais fatores que influenciam a absor¢do de ferro dos alimentos

consumidos sdo: a forma quimica do elemento, proporcdo de componentes organicos e



inorganicos na dieta, digestibilidade da racdo, interacdo com outros componentes
dietéticos, idade do animal e estado de satde do trato digestorio (LALL, 2002).

O nivel corporal de ferro é regulado por mecanismos homeostaticos, sendo
dependente, dentre outros fatores, da necessidade de formacgdo de células, que podem
regular a producéo de receptores especificos de ferro nas celulas da mucosa do intestino
delgado, onde ¢ feita grande parte da absor¢éo e excre¢do do mineral. O ferro no limen
intestinal é absorvido pelos receptores e transferidos para o citoplasma das células por
transporte ativo, com gasto de energia, estando possivelmente ligado a aminoacidos,
sendo a absorcdo dependente da concentracdo do mineral na ferritina e nos receptores
da mucosa intestinal, ocorrendo um decréscimo da absor¢do quando atingida a saturacdo
(LATUNDE-DADA etal., 1998; LIEU et al., 2001; BURY et al., 2003).

No enterécito, a hemoglobina e a mioglobina sdo degradadas por enzima
especifica que libera o ferro na forma inorganica, o qual pode ser armazenado como
ferritina ou transportado para a corrente sanguinea. Com a morte desse enterdcito, o
ferro permanece na forma de ferritina e sera excretado pelo préprio trato gastrintestinal
(LIEU et al., 2001; BURY et al., 2003).

Os alimentos sdo a maior fonte de ferro para peixes, mas a absor¢do pelas
branquias também ocorre, porém de forma limitada, pois 0 metal esta presente na agua
em baixas concentragdes (HALVER, 1988). Segundo Bury et al. (2003), as branquias
sdo importantes vias de absorcdo de ferro, possuem receptores especificos para tal, mas
este mecanismo ainda ndo é bem elucidado, sendo a via alimentar a principal
responsavel pela entrada do mineral para utilizagdo no organismo.

O ferro absorvido € rapidamente ligado a transferrina e levado para sitios
especificos para armazenagem ou metabolizacdo. O figado € o principal 6rgdo de
armazenamento de ferro, resgatando a quantidade circulante do metal que excede a
capacidade de ligacdo da transferrina. As células do figado possuem receptores para
transferrina, ferritina, hemoglobina e heme, capturando ferro dessas moléculas. A
ferritina é constituida de apoferritina e ferro e é a principal proteina envolvida no
armazenamento do mineral. Quando excedida a capacidade de armazenamento da
molécula ocorre o deposito amorfo e instdvel de ferro chamado hemossiderina
(BONKOVSKY, 1991; DEVLIN, 1998).



Metal bivalente, o ferro compete pelos mesmos sitios de absorcdo de outros
minerais, sendo observada intima relagdo com o cobre, zinco manganés e outros. A
elevacdo de cobre na dieta gera aumento na concentracdo de ferro no figado de trutas
sem apresentar mudancas significativas na quantidade total do mineral no plasma,
podendo ser explicado pela presenca da ferroxidase que possibilita 0 seu acimulo na
ferritina hepatica, indicando também que em baixas concentragfes promove alteragdes
no metabolismo do cobre (LANNO et al., 1985; CARRAQUIRIBORDE et al., 2004).

1.2. Efeitos do ferro em dietas para peixes

Os efeitos benéficos e deletérios da suplementacdo de ferro em racbes para
peixes tém sido estudados. Tacon (1992) ressaltou o importante papel do ferro no
transporte de oxigénio e respiracdo celular. Peixes alimentados com baixos niveis na
dieta podem desenvolver varios sinais clinicos, dentre eles quadro de anemia
hipocrémica microcitica. Hrubec & Smith (2006) caracterizaram a anemia quando se
tem valores abaixo do normal, para cada espécie, do numero total de eritrocitos, taxa de
hemoglobina e/ou volume corpuscular.

A deficiéncia de ferro em bagre-do-canal (Ictalurus puntactus) é caracterizada
pela diminuicdo nos valores de hematdcrito, hemoglobina, conteddo do mineral no
plasma e saturacdo da transferrina. Gatlin & Wilson (1986) enfatizaram também que o
minimo de ferro exigido é 0 necessario para promover 6timo crescimento e 6tima
conversdo alimentar, dentre outros parametros de desempenho produtivo, devido ao
processo de reciclagem desse mineral pelo organismo.

Carraquiriborde et al. (2004) em experimento com truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) utilizando a adicdo de ferro em 100 mg.kg™® e 1500 mg.kg’ em dietas
purificadas por oito semanas, observaram maior acumulo de ferro no intestino e
estbmago dos peixes alimentados com altos niveis de suplementagdo do mineral,
enquanto nas dietas com niveis normais e abaixo do preconizado a maior concentracao
foi determinada nos masculos, branquias e figado, respectivamente. Ocorreu aumento
na concentracdo de hemoglobina corpuscular média nos eritrocitos dos peixes
alimentados com niveis normais e altos de suplementacdo do mineral. Foi observado

também incremento na capacidade total de ligacdo do ferro no soro para alta inclusdo



em detrimento da diminuicdo da capacidade latente de ligacdo do ferro nesse nivel.
Observou-se correlagdo negativa da concentracdo de ferro com a de cobre, indicando
que a reducdo da quantidade de ferro no intestino foi responsavel pelo aumento na
concentragéo de cobre intestinal.

Em outro estudo com bagres do canal, Sealey et al. (1997) utilizaram duas
formas de adicdo de ferro na dieta, sulfato ferroso e ferro metionina, em niveis de zero a
180 mg/kg de dieta purificada, por oito semanas, posteriormente promovendo desafio
bacteriologico com Edwardsiella ictaluri. Observou-se que a ndo suplementacéo,
independente da forma, reduziu o desempenho, mas que essas formas e os niveis de
inclusdo ndo diferiram entre si. Foi notado também diminuicdo nos valores de
hematocrito, hemoglobina corpuscular média e volume corpuscular médio. Valores
abaixo de 30 mg.kg™ da dieta aumentaram a suscetibilidade a infeccdes por E. ictaluri e
prejudicaram o desempenho produtivo dos animais. Os autores também destacaram que
as dietas para bagre do canal comercialmente utilizadas ja atendem as exigéncias para o
desempenho adequado e higidez dos animais, mas ainda ressaltaram que Sa0 necessarios
estudos complementares para a resposta imune. Em estudo semelhante, Lim et al.
(1996) observaram que bagres do canal alimentados sem a suplementacdo de ferro
desenvolvem anemia microcitica hipocrdmica caracterizada pela diminui¢&o nos valores
de hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular
média.

Ling et al. (2010) avaliaram, por 60 dias, o crescimento, composi¢éo corporal e
enzimas intestinais de carpa comum (Cyprinus carpio) suplementando ferro, em sete
dietas purificadas (53,9; 90,0; 115,6; 146,1; 176,0; 215,8 e 266,0 mg de ferro/kg da
dieta). Observou-se que o peso final, taxa de crescimento especifico, eficiéncia
alimentar e porcentagem de ganho de peso foram piores no mais baixo nivel de
suplementacdo. Também foi notada maior concentracdo de ferro sérico no mais alto
nivel de inclusdo e pior retencdo proteica no mais baixo nivel de suplementagdo. Estes
autores também observaram que a atividade de tripsina, lipases e alfa-amilases no
intestino e hepatopancreas foram reduzidas nos animais que receberam dieta sem
suplementacéo e que, a piora na eficiéncia alimentar pode ser consequéncia desta baixa

atividade enzimatica.



Para o tambaqui (Colossoma macropomum) observou-se diminui¢do nos valores
de hematocrito, volume corpuscular médio, ferro hepéatico e hemoglobina corpuscular
média em consequéncia da ndo suplementacdo de vitamina C na dieta, mesmo nas dietas
suplementadas com niveis de ferro. Na dieta com alta suplementacdo de ferro (300
mg.kg™? de racdo), a diferenca s6 foi notada na concentracdo hepatica do mineral
(ARIDE et al., 2010). Bhaskaram (1988) atribuiram o efeito do aumento no numero de
células vermelhas a presenca de vitamina C na dieta, quando comparada as ragdes
ausentes e, ainda, explicaram também que a diminui¢do na concentracdo de ferro nos
tecidos, mesmo atendendo as necessidades de vitamina C na dieta é explicada pelo fato
dessa vitamina disponibilizar o ferro ligado a ferritina do figado, para posterior
transporte do mineral pelo plasma e, subsequente, incorporacdo nos tecidos.

Andersen et al. (1997) avaliaram trés fontes de ferro em niveis de inclusdo de
isento a 1500 mg.kg” da dieta por oito semanas, para salméo do Atlantico (Salmo
salar), e notaram diminuigdo da taxa de crescimento dos animais no nivel mais alto de
inclusdo. Foi notado que a inclusdo de sulfato ferroso aumentou a hemoglobina e a
concentracdo hepatica de ferro a partir de 25 mg.kg™ de racdo e manteve-se estavel a
partir de 100 mg.kg™ de incluséo. Foi observado também diminuicdo da concentracéo
de cobre hepatico para os mais altos niveis de incluséo.

Em experimento com yellowtail (Seriola quinqueradiata) Ukawa et al. (1994)
avaliaram a inclus@o de concentrado proteico de soja e suplementacao de ferro na dieta
(0, 50, 100, 250, 500 e 1000 mg.kg™ de dieta) no perfil hematolégico e desempenho dos
animais. Ndo foram observadas diferencas na composi¢do corporal dos diferentes
tratamentos e no desempenho produtivo, exceto na eficiéncia alimentar do grupo com
mais alta inclusdo de ferro dietético. Os peixes que receberam dieta isenta da
suplementacdo do mineral apresentaram 0s mais baixos valores, entre os demais
tratamentos, para as variaveis de hematdcrito, hemoglobina e contagem de células
vermelhas e, além disso, ndo foi notada diferenca para as inclusdes de 250 a 1000
mg.kg™ de ferro na dieta. A concentracdo de ferro sérico e a capacidade latente de
ligacdo do ferro foram piores nos tratamentos isento, com inclusdo 50 e 100 mg de
ferro/kg nas dietas.

Ye et al. (2007) em estudo desenvolvido com garoupas (Epinephelus coiodes)
com niveis de 0 a 250 mg.kg? de suplementacdo de sulfato ferroso em dietas



purificadas por oito semanas, observaram que 0 maior ganho de peso e melhor taxa de
eficiéncia alimentar foi para o nivel de 100 mg.kg" de suplementacdo na dieta. A
concentracdo de ferro no figado aumentou com o incremento da inclusdo do mineral na
dieta, ndo observando diferenca para a alta inclusdo. Ndo foram observadas diferengas
nas variaveis hematologicas de hemoglobina, hematdcrito e ndmero de células
vermelhas.

Barros et al. (2002) avaliaram, por dez semanas, a inclusdo de niveis crescentes
de ferro (40, 336 e 671 mg de ferro/kg da ragdo) em dietas a base de farelo de algodao
no desempenho do bagre do canal. Os resultados revelaram efeito linear crescente para
ganho de peso, consumo alimentar, nimero de eritrdcitos e taxa de hemoglobina. A
suplementacdo de ferro ndo interferiu na atividade de macrofagos e aglutinacdo de
anticorpo, sendo notada essa diferenca na inclusdo de farelo de algoddo na dieta pos
desafio bacterioldgico, onde os animais que receberam mais farelo de algodéao nas dietas
obtiveram melhoria naqueles parametros.

Buscando avaliar os efeitos de diferentes fontes de ferro em dietas para peixes,
Rigos et al. (2010) estudaram quatro niveis de ferro organico (50, 100, 200 e 300 mg de
ferro/kg de dieta) e um nivel de ferro inorgénico (300 mg de ferro/kg de dieta) em dietas
praticas para dourada (Sparus aurata) no perfil hematoldgico, imunolégico e
desempenho dos animais. N&o foi notada diferenca no crescimento e na distribuicdo do
mineral nos tecidos, mas foi notada diminui¢do no nimero de células vermelhas na mais
alta inclusdo de ferro organico. Ocorreu melhor resposta antibacteriana no nivel de
inclusdo de 300 mg.kg™ de ferro na forma organica.

Kleemann (2003) observou que o ferro proveniente da dieta ndo determinou
alteracdes no desempenho produtivo e que a exigéncia minima para manutencdo da
eritropoiese é de 60 mg.kg™” da racdo para alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) e que, valores abaixo podem ocasionar anemia microcitica e hipocrémica.
Shiau & Su (2003) avaliaram duas fontes de ferro (citrato de ferro e sulfato ferroso) em
dietas purificadas isentas ou ndo da suplementacdo para tilapia-do-Nilo. Para o
desempenho produtivo os autores observaram que o ganho de peso e a eficiéncia
alimentar foram melhores para o nivel de 150 mg.kg™ de inclusdo do mineral, e no

perfil hematoldgico os melhores resultados obtidos foram a partir de 100 mg.kg™ de



inclusdo na dieta. Na inclusdo de sulfato ferroso o melhor nivel encontrado para as

variaveis de desempenho e perfil hematolégico foi o de 50 mg.kg™ de incluséo.

2. Mineral cobre

2.1. Caracteristicas e fun¢es do mineral cobre

O cobre (Cu) é um elemento trago essencial para os vertebrados, incluindo os
peixes, por participar de grande nimero de processos bioldgicos, principalmente como
co-fator de enzimas, como a citocromo oxidase, superdxido dismutase, lisil oxidase,
dopamina hidroxilase e tirosinase (WATANABE et al., 1997). Est4 envolvido também
em processos como hematopoiese e formacao de colageno e elastina (NRC, 2011).

Abdel-Tawwab et al. (2007) ressaltaram que o cobre € essencial para o
metabolismo celular, mas pode tornar-se toxico aos animais aquaticos em elevadas
concentragfes. Em equilibrio, existem poucos ions livres de Cu em aguas naturais, uma
vez que o0 mineral estd associado com ions inorgénicos ou substancias organicas. No
entanto, sulfato de cobre tem sido amplamente utilizado para controle de algas e alguns
patdgenos em viveiros de piscicultura, aumentando as concentraces de cobre na agua,
porém na faixa de tolerancia dos peixes.

Segundo Lim & Webster (2006), como 0s outros peixes, a tilapia-do-Nilo
absorve minerais na agua suprindo parte de suas necessidades metabolicas; Porém, a
maior parcela dos minerais é proveniente da racdo. Busca-se entender as diferencas
entre a toxicidade de dietas naturais e racdes administradas em cultivos e estudos. Uma
explicacdo é que os metais em dietas naturais sdo biologicamente incorporados nos
alimentos naturais dos peixes em formas que sdo mais facilmente absorvidos e, por
conseguinte, mais toxicos (CLEARWATER et al., 2002).

A influéncia direta do cobre na formacdo do colageno e elastina foi descrita por
Devlin (1998), ressaltando que a deficiéncia pode causar desmineralizacdo dos 0ssos e
fragilidade dos vasos sanguineos. O cobre é co-fator da formacdo da enzima ALA-
desidrogenase, participante da sintese do heme, ressaltando a influéncia do mineral na
absorcdo e metabolismo do ferro e na formacdo de hemoglobina nos vertebrados
(HRUBEC & SMITH, 2006; NRC, 2011).



A deficiéncia de cobre prejudica o funcionamento de grande numero de 6rgéos e
tecidos, incluindo o sistema hematopoiético, cardiovascular e nervoso (BAKER &
AMMERMAN, 1995). O cobre tem intima ligacdo com o transporte de ferro pelas
membranas celulares, além de ser constituinte da ceruloplasmina, importante enzima do
metabolismo de ferro, responsavel pela oxidagédo de ions ferrosos para o estado ferrico,
forma que pode se ligar a transferrina, proteina plasmatica responsavel pelo transporte
de ferro (KANEKO, 1997).

Segundo Arrendondo & Nufiez (2005), o metabolismo do cobre €é alterado em
distarbios inflamatorios e infecgBes; diferentemente dos niveis de ferro que diminuem
durante esses processos, 0s niveis de cobre e ceruloplasmina sobem. As deficiéncias
causadas pelo ferro e pelo cobre tém caracteristicas diferentes, a proveniente da caréncia
de ferro é caracterizada como microcitica hipocrémica, ja a advinda da deficiéncia de
cobre ndo altera a concentracdo de hemoglobina, mas causa redu¢do no numero de
células, gerando quadro de leucopenia, desmineralizacdo Gssea, fragilidade de grandes
artérias e desmineralizacao do tecido nervoso (DUKES et al., 1996; DEVLIN, 1998).

Assim como o ferro, o organismo exerce controle rigido dos niveis de cobre
circulante. O figado acumula a maior parte do cobre absorvido da dieta ou &gua, sendo
local de sintese da ceruloplasmina que é a forma mais abundante de proteina que

contém o mineral no corpo (BURY et al., 2003).

2.2. Efeitos do cobre em dietas para peixes

Mesmo sendo considerado elemento essencial para 0 metabolismo de peixes e
apesar da suplementacdo em ragdes ser usual, pouco se sabe sobre os efeitos do cobre na
fisiologia dos animais. Lorentzen & Maage (1999) destacaram que baixas concentrac¢des
dietéticas desse mineral resultaram em depreciacdo do crescimento de carpas e baixas
concentragdes nos tecidos corporais.

Hashemi et al. (2008) observaram que as concentracdes de Cu nas branquias,
figado e carcaca de carpas foram elevadas em resposta a exposi¢cdo ao Cu em curto
prazo, e foram maiores com a taxa de arracoamento de 0,5 % do peso corporal do que
em peixes arragoados com 5,0 % do peso corporal. Ressaltaram também que altos niveis
de cobre provocaram perda de sodio, resultando em distarbio grave de regulacdo de
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ions. Os efeitos da inclusdo de altas dosagens de cobre em dietas para salmdo do
atlantico (Salmo salar) foram notados no metabolismo de energia, pois ocorreram
significativos gastos energéticos para desintoxicacdes e regulacdo das funcles
corporeas, depreciando os estoques do mineral nos tecidos (BERNTSSEN et al., 2000).

Ferrari et al. (2004) observaram que o melhor nivel de cobre em dietas para
tilapia-do-Nilo foi de 4,0 mg de sulfato de cobre pentaidratado, e consideraram também
que concentragdes elevadas do cobre na ragdo ocasionaram alteracdes hepéticas, sendo
0 tempo de cultivo fator determinante da acdo detrimental do cobre para respostas
fisiologicas dos peixes. Ainda para tilapia-do-Nilo, Shaw & Handy (2006) observaram
que peixes alimentados com 2000 mg de cobre/kg de racdo, apresentaram redugdo no
consumo de racdo e ganho de peso por 21 dias de exposi¢do, comparado ao grupo
controle (3,0 mg de cobre/ kg de racdo).

Outros estudos determinaram niveis de exigéncias diferentes para distintas
espécies. Hoyle et al. (2007) em experimento com bagre africano (Clarias gariepinus)
avaliaram o desempenho produtivo, hematologia e concentracdo de cobre nos tecidos
dos animais, administrando uma dieta com alta concentracdo do mineral e outra
atendendo as exigéncias preconizadas. Destacaram que altas concentragdes aumentaram
0 acumulo nos 6rgaos, principalmente no figado, diminuiram o consumo de racdo e taxa
de crescimento especifico, corroborando com o encontrado por Murai et al. (1981) para
bagres do canal. Nao foi observado diferenca na analise hematoldgica.

Bagres do canal alimentados com dietas suplementadas com sulfato de cobre
acima de 16 mg.kg® da racdo tiveram comprometimento do crescimento. A
suplementacéo de aproximadamente 5 mg.kg™ do mineral na dieta promoveu melhor
atividade de citocromo ¢ oxidase do coracdo e superoxido dismutase no figado
(GATLIN &WILSON, 1986).

Kim & Kang (2004) avaliaram niveis crescentes até 500 mg.kg™ de cobre na
dieta para juvenis de rockfish (Sebastes schlegeli) no perfil hematol6gico e
concentracdo do mineral nos tecidos e destacaram que 0 acimulo é maior no figado e
intestino e é diretamente dependente do tempo de exposicdo ao metal, sendo que esse
fator ndo causou nenhuma alteracdo hematologica nos peixes. Esses dados diferem dos
encontrado por Berntssen et al. (2000), em estudo com salméo do Atlantico, que

destacaram que 0s rins concentram mais o mineral do que o figado.
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Em estudo com truta arco-iris (Oncorhynchus mykis), Handy (1996) observaram
que somente a concentracdo intestinal de cobre foi alterada quando fornecida dieta
contendo 500 mg.kg™ do mineral na racdo. A taxa de crescimento, consumo de ragéo,
taxa de conversdo alimentar e composic¢do da carcaga ndo sofreram alteragcdes quando
comparados ao nivel exigido pela espécie de incluséo de cobre.

Gatlin et al. (1989) avaliaram dois niveis de suplementacéo de cobre na dieta (1
e 20 mg.kg™) e trés niveis de zinco (20, 100 e 200 mg.kg™), buscando avaliar os efeitos
da interacdo dos dois minerais por absor¢do e participagdo na formacdo de enzimas
comuns aos metabolismos. Observaram reducdo no hematdcrito para a baixa incluséo de
zinco e afirmaram que altos niveis de zinco em dietas praticas ndo interferem no
metabolismo de cobre em bagres do canal.

Segundo Tan et al. (2011), a suplementacdo de cobre na dieta para yellow catfish
(Pelteobagrus fulvidraco) nédo influenciou no desempenho produtivo e composi¢ao
corporal dos animais. Niveis préximos a 4 mg.kg™ da dieta promoveram o maior ganho
de peso e taxa de crescimento especifico e os mais altos niveis (40 e 80 mg de cobre/kg
de dieta) pioram a eficiéncia alimentar prejudicando o metabolismo proteico. A

concentracdo do mineral pelo corpo foi crescente com o aumento da inclusdo na dieta.
3. Hematologia e estresse em peixes

O tecido sanguineo é responsavel por inimeras fungfes no organismo animal,
trocas de calor, transportar gases respiratérios, nutrientes e produtos de excregédo, além
de participar nos processos de defesa do organismo. A hematologia representa
importante ferramenta para auxilio no diagndstico de enfermidades e compreensdo do
funcionamento do organismo, sua aplicagdo em pesquisa animal é bem difundida e
considerada como procedimento de rotina em métodos de diagnésticos (RANZANI-
PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

O estresse pode ser compreendido como o estado organico produzido pela
condicdo ambiental ou mesmo pela condicdo organica, que induzem a mudancas
fisiolégicas e bioguimicas acima dos niveis normais. A presenca, quantidade e
proporcédo das diferentes células no sangue periférico, podem ser destacadas em estudo

com peixes por refletir o estado fisiolégico do organismo, em momento especifico ou
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periodo da vida do animal (RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004; VAL et al.,
2004). Segundo lwama et al. (1999), ao perceber alteracdes ambientais ou fisioldgicas,
o animal desencadeia ajustes, comegando normalmente com mudanca de
comportamento. A exposicdo ao agente estressor resulta em ajustes imediatos
desencadeados nos diversos niveis da organizacdo metabdlica, tendo custo energético e
buscando minimizar os efeitos orgéanicos impostos pelo agente (VAL et al., 2005). Em
termos gerais, as respostas a agentes estressores podem ser classificadas em respostas
primarias, secundarias e terciarias.

Na producdo intensiva de peixes o estresse causado por fatores ambientais
também contribuem de maneira persistente na perturbacdo do equilibrio do organismo,
tornando-se estresse cronico. Esta situacdo interfere na homeostase fisiologica, com
reducdo do crescimento e da capacidade reprodutiva, além da supressdo do sistema
imune, tornando o peixe susceptivel a doengcas e decorrente mortalidade
(WENDELAAR-BONGA, 1997).

O estresse ocasiona elevacdo do nivel de cortisol plasmatico no sangue de
peixes, estimulando a gliconeogénese, e esta interfere na taxa de crescimento dos peixes
ja que promove a mobilizacdo de aminoécidos e lipideos para servirem de substrato para
a producdo de energia, ndo sendo utilizados para a sintese de tecidos (VIJAYAN et al.,
1994).

O emprego de estratégias nutricionais que promovam melhora nos mecanismos
de defesa dos peixes tem demonstrado grande aplicabilidade e importancia nos cultivos,
obtendo-se animais mais saudaveis e de melhor qualidade nutricional. Os animais,
quando submetidos a essas estratégias, tornam-se mais capazes em reagir alteracoes
ambientais e atague de agentes oportunistas, proporcionando melhor condi¢do para o
crescimento e promovendo mais alta sobrevivéncia (TORRECILLAS et al., 2007).

Sdo consideradas estratégias nutricionais, 0 uso de nutrientes e compostos, em
quantidades adequadas, que auxiliada pelo conhecimento das exigéncias nutricionais
baseadas na salde, permitam o adequado crescimento com melhores condi¢cfes de
higidez (BARROS et al., 2006; WEBSTER, 2007).

Com base nestas informag¢des, o capitulo 2, intitulado “Desempenho produtivo e
perfil hematoldgico da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) alimentada com dietas

suplementadas com ferro e cobre e submetida ao estresse por calor” teve por objetivo
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avaliar a interacdo de niveis de ferro e cobre no desempenho produtivo e respostas
hematoldgicas da tilapia-do-Nilo submetidas a estresse por calor. A redacdo deste

capitulo foi realizada de acordo com as normas da Revista Brasileira de Zootecnia.
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DESEMPENHO E PERFIL HEMATOLOGICO DA TILAPIA-DO-NILO
ALIMENTADA COM DIETAS SUPLEMENTADAS COM FERRO E COBRE E
SUBMETIDA AO ESTRESSE POR CALOR

Resumo

O ferro e o cobre desempenham papel importante no funcionamento do organismo,
sendo cofatores de enzimas, atuando ainda na sintese de acidos nucléicos e células
sanguineas. A fim de avaliar o efeito da suplementacéo de ferro e cobre na dieta no
desempenho de tilapia-do-Nilo e resposta hematolégica do estresse por calor, 192
alevinos (6,23 + 0,22 g) foram distribuidos aleatoriamente em oito tanques por 123 dias
e alimentados com dietas préaticas suplementadas com niveis crescentes de ferro (30,0,
60,0, 120,0 e 180,0 mg de FeSO,.7H,O/kg de dieta) e cobre (4,0 e 12 mg de
CuS0O,4.5H,0) em esquema fatorial com quatro repeticdes. Foram determinados o ganho
de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar, peso final e porcentagem de
sobrevivéncia e concentracdo de ferro e cobre no figado. Ao final do experimento foram
realizadas anélises hematoldgicas (contagem de eritrécitos, hematdcrito, hemoglobina,
contagem diferencial e total de leucdcitos, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média e proteina plasmatica total), determinacdo da atividade oxidativa da
ceruloplasmina sérica, indice de saturacdo de transferrina e em seguida os animais
foram submetidos a estresse por calor (32 °C) por trés dias e avaliados 0s mesmos
parametros hematoldgicos. Nao foram observadas diferencas estatisticas para o
desempenho produtivo e perfil hematoldgico. Observou-se aumento na concentracdo
hepéatica dos minerais com a adi¢do de ferro e cobre nas dietas, sendo a atividade
enzimatica também aumentada no periodo pds estresse por calor. Conclui-se que a
interacdo do ferro e cobre em dietas praticas para a tilapia do Nilo, para as
suplementacfes estudadas, resulta em alteracdes no perfil hematolégico e na

mobilizagdo dos minerais nos tecidos corporais.

Palavras-chave: desempenho produtivo, hematologia, diferencial de leucdcitos,

ceruloplasmina, temperatura.
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GROWTH PERFORMANCE AND HEMATOLOGICAL PROFILE OF NILE
TILAPIA FED DIETS SUPPLEMENTED WITH IRON AND COPPER AND
SUBMITTED TO HEAT STRESS

Abstract

Iron and copper play an important role in the functioning of organism, enzymes and
cofactors, acting also in the synthesis of nucleic acids and blood cells. In order to assess
the effect of dietary iron and copper supplementation on the growth performance of Nile
tilapia and the haematological response under heat stress, 192 fingerlings (6.23 + 0.22
g) were randomly distributed into eight tanks for 123 days and fed practical diets
supplemented with increasing levels of iron (30.0, 60.0, 120.0 and 180.0 mg of
FeS0,4.7H,0 kg™ diet) and copper (4.0 and 12 mg of CuSO,4.5H,0) with four repetition
in factorial. Were determined weight gain, feed intake, feed conversion ratio, final
weight and survival percentage and iron and copper liver accumulation. Oxidative
activity of ceruloplasmin and haematological analyses (red blood cell count,
haematocrit, haemoglobin, total leucocyte and diferentiation, mean corpuscular volume,
mean corpuscular haemoglobin and total plasma protein), transferrin saturation index
were carried out and then subjected to heat stress (32 °C) for three days, after the
haematological parameters were analysed. There were no statistical differences in
growth performance and hematological profile. An increase in liver concentrations of
minerals with addition supplementation of iron and copper in the diet, and the enzyme
activity also increased in the period after heat stress. It is conclude that the interaction
of iron and copper in practical diets for Nile tilapia, for supplementary studied, resulting

in changes in hematological profile and mobilization of minerals in body tissues.

Key-words: performance, haematology, differential leukocyte, ceruloplasmin,

temperature.
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1. Introducéo

O estudo de minerais em dietas para peixes abrange diversas hipGteses da
influéncia dos mesmos no organismo animal. A busca pelo nivel 6timo de inclusdo
revela também os efeitos do excesso e deficiéncia, adequando-se ao melhor desempenho
produtivo e elucidando as fungdes na fisiologia animal e suas implicacdes.

Dentre 0s minerais estudados relacionando-se a nutricdo e salde de peixes
destacam-se o ferro e o cobre. O ferro (Fe) é componente de hemoglobina, mioglobina,
enzimas de ampla atuacdo no organismo, além de participar de vérias reacdes
bioguimicas, como sintese de 4&cidos nucleicos e proteinas, proliferacdo celular,
transporte de elétrons, respiracao celular, producdo de ATP (Trifosfato de adenosina) e
regulacdo da expressdo génica (MILLER et al., 1993; BOLDT, 1999), tendo vital
importancia para manutengdo da homeostase corporal. Grande parte do ferro circulante
no organismo é reciclado da regeneragdo periddica dos eritrocitos, sendo a parte ndo
utilizada excretada via bile pelo intestino (NRC, 2011).

O cobre (Cu) participa de grande numero de processos bioldgicos,
principalmente como co-fator de enzimas, como a citocromo oxidase, superoxido
dismutase, lisil oxidase, dopamina hidroxilase e tirosinase (WATANABE et al., 1997).
Participa na formacao do colageno e elastina, ressaltando que a deficiéncia pode causar
desmineralizacdo dos ossos e fragilidade dos vasos sanguineos (DEVLIN, 1998). O
cobre é co-fator da formacdo da enzima ALA-desidrogenase, participante da sintese do
heme, ressaltando a influéncia do mineral na absor¢do e metabolismo do ferro, pela
formacéo de hemoglobina nos vertebrados (HRUBEC & SMITH, 2006; NRC, 2011).

O ferro e o cobre possuem, isoladamente, suas exigéncias definidas para a
tilapia-do-Nilo, sabendo-se a intima relacdo dos minerais desde a competicdo por
absorc¢do e influéncias conjuntas nos metabolismos, tornando-se necessario conhecer 0s
efeitos nos niveis exigidos pelos animais desses minerais quando em desbalango em
dietas praticas. A exigéncia obtida para a espécie em estudo foi de 4 e 60 mg/kg de
racao de cobre e ferro, respectivamente (KLEEMAN, 2003; FERRARI et al., 2004).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a interacdo de niveis de ferro e cobre
no desempenho produtivo e respostas hematolédgicas da tilapia-do-Nilo submetidas a
estresse por calor.
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2. Material e Métodos

O experimento foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP, Univ. Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Departamento de Melhoramento
e Nutricdo Animal, Laboratdrio de Nutri¢cdo de Organismos Aquaticos — AquaNutri.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 4 x 2. Foram avaliados quatro niveis de suplementacdo de ferro na
dieta, na forma de sulfato ferroso (FeS04.7H,0/kg racdo), a saber: 30 mg.kg™ (50% da
exigéncia nutricional para a tilapia-do-Nilo), 60 mg.kg™ (exigéncia nutricional), 120 e
180 mg.kg™, duas e trés vezes a exigéncia nutricional, respectivamente e dois niveis de
cobre na forma de sulfato de cobre, 4,0 (exigéncia nutricional) e 12 (trés vezes a
exigéncia nutricional) mg/kg de CuSQ,4.5H,0/kg racao.

As dietas foram formuladas para atender a exigéncia em 26,0 % de proteina
digestivel e 3000 kcal.kg™ de racdo em energia digestivel, de acordo com os valores de
proteina e aminoacidos digestiveis de acordo com Furuya et al., 2010 (Tabela 1).
Utilizou-se suplemento vitaminico e mineral isentos de suplementacdo de ferro e cobre.
Apobs a pesagem e homogeneizacdo dos ingredientes das dietas, adicionou-se agua a
55,0 °C, na propor¢do de 23% do peso total da mistura. A mistura foi extrudada em
extrusor de rosca simples, sendo apos desidratada em estufa de ventilagdo forcada a
55,0 °C, durante 24 horas.

2.1 Desempenho Produtivo

O desempenho produtivo foi avaliado em decorréncia de niveis de
suplementacédo de ferro e cobre em dietas praticas. Os animais foram alojados em trinta
e duas gaiolas, em quadruplicata, perfazendo quatro repeticdes por tratamento. Os
conjuntos de aquario eram dotados de sistema de filtragem de dgua por meio de biofiltro
e sistema de aquecimento, controlado por termostato, sendo que a temperatura mantida
foi de 26,0 + 0,4 °C. Distribuiu-se 192 alevinos de tilapia-do-Nilo, invertidos
sexualmente, com peso médio inicial de 6,0 £ 0,7 g, perfazendo lotacdo de seis

peixes/gaiola. A duracéo do experimento foi de 123 dias.
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Quinzenalmente foi efetuado o monitoramento da qualidade da &dgua, avaliando-se
0s parametros fisico-quimicos como: oxigénio dissolvido e pH. Semanalmente foram
realizadas sifonagens e limpezas dos aquérios experimentais para a retirada de eventuais
sobras de dietas e acumulo de excretas. As analises foram efetuadas utilizando-se sonda
multiparametros (Modelo 556 MPS) YSI®. Os peixes foram pesados em balanca digital
(0,01g) ao inicio e final do periodo experimental, para determinacdo do consumo de
racdo, ganho de peso, ganho de peso diério, conversdo alimentar aparente e

porcentagem de sobrevivéncia.
2.2 Estresse por calor

Apbés o final das avaliagbes de desempenho produtivo aumentou-se
gradativamente a temperatura da 4gua em 6,0 °C até atingir 32,0 °C. A concentragdo e
saturacdo de oxigénio dissolvido foram reduzidas a valores inferiores a 2,0 mg/L e 20%.
Ao final de trés dias foram avaliados 0os mesmos parametros hematoldgicos iniciais de

seis peixes/tratamento.
2.3 Analises hematoldgicas

As avaliacdes hematoldgicas foram efetuadas antes e apds o estresse por calor.
No momento anterior ao estresse, 0s animais tiveram sangue coletado no ultimo dia da
avaliacdo do desempenho produtivo. A coleta de sangue foi efetuada anteriormente as
biometrias para que ndo houvesse interferéncia no perfil hematoldgico em funcdo do
estresse inerente a esta acdo. Neste momento foram avaliados oito peixes/tratamento.

Para a realizacdo das analises hematologicas os peixes foram anestesiados
(benzocaina, 1,5¢/15 L de agua) e, apds estarem completamente sedados, foi realizada
coleta de sangue por puncéo da veia caudal, com seringa de 1,0 mL com anticoagulante
EDTA a 3,0%.

A contagem de eritrécitos foi realizada pelo método do hemocitdmetro em
camara de Neubauer, utilizando-se Azul de Toluidina Merck® a 0,01% diluido em
solucdo fisioldgica 0,9%, na proporcdo 1:200. A taxa de hemoglobina foi determinada

pelo método da cianometahemoglobina, utilizando-se kit comercial Hemoglobina
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Analisa Diagnéstica® para determinacdo colorimétrica. O hematécrito foi obtido
utilizando-se 0 método do microhematdcrito. As varidveis acima apresentadas foram
avaliadas utilizando-se as técnicas descritas por Jain (1986). Foram determinados 0s
indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), uteis na classificagdo morfolégica das
anemias e avaliacdo da resposta eritropoiética, usando-se as seguintes férmulas: VCM
(fL) = hematdcrito x 10/ n° de eritrocitos x 106; CHCM (%) = (hemoglobina x
100)/hematocrito.

A contagem diferencial foi realizada em microscopio utilizando-se aumento 100
em o6leo de imersdo, sendo as extensdes sanguineas utilizadas coradas com May-
Grinwald Giemsa. Foram contadas 200 células, estabelecendo-se o percentual de cada
componente celular de interesse e posteriormente feita a contagem de 2000 células para
estabelecimento do numero total de trombacitos, leucocitos, linfocitos, neutrofilos e
monaocitos.

A proteina plasmaética total (PPT) foi mensurada por meio do uso de
refratbmetro manual de Goldberg, pela quebra do capilar de microhematocrito logo
acima da camada de leucdcitos, apos a leitura do hematdcrito. Para a andlise de
albumina foram utilizadas as mesmas amostras de sangue colhidas para o hemograma.
Estas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 3000 rpm durante 10 minutos
para obtencdo do plasma, que foi armazenado a -20,0 °C para posterior analise. A
quantidade de albumina foi determinada pelo método do verde de bromocresol
utilizando-se kit comercial Albumina Analisa Diagnéstica® para determinagéo
colorimétrica. De posse dos resultados de albumina e proteina plasmatica total foi

determinada a quantidade de globulina no plasma.

2.4 Avaliacdo do ferro plasmatico, indice de saturacdo da transferrina

Para a avaliacdo do ferro plasmatico e da capacidade total de ligacdo do ferro
(CTFL) as amostras de sangue foram centrifugadas em centrifuga refrigerada
(Eppendorf®) a 3000 rpm durante 10 minutos para obtencdo do plasma, armazenados a -
20°C. Foram utilizados os kits comerciais ferro sérico Analisa Diagnéstica® e

capacidade de ligacdo de ferro Analisa Diagnéstica®, respectivamente. O célculo do
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indice de saturacdo da transferrina foi realizado pela formula: IST = (Ferro
sérico/CTLF) x 100, sendo CTFL a capacidade total de ligacdo do ferro e proveniente

da formula: CTLF = (capacidade latente de ligacéo do ferro + ferro sérico).

2.5 Quantificacdo dos minerais e disponibilidade

Para determinacgdo dos coeficientes de disponibilidade dos minerais avaliados,
foi adotada a metodologia recomendada por Pezzato et al. (2004). Os coeficientes foram
calculados pela técnica de proporgdes, com base nos teores de 6xido de cromio-Ill e do
mineral nas races e fezes, segundo Cho & Slinger (1979).

Para este ensaio foram utilizados 100 juvenis de tilapia-do-Nilo, acondicionados
em caixas de 250 L, dentro de gaiolas, com sistema de circulacdo de &gua, aeracdo
suplementar e filtragem fisica e bioldgica. A cada dois dias os animais foram
transferidos no periodo da tarde para aquarios de coleta de fezes, tendo sido
previamente submetido a regime de alimentacdo intensificado. Estes animais
permaneciam por todo o periodo noturno e na manha do dia seguinte as fezes foram
coletadas, acondiconadas para posterior secagem e 0S animais retornavam para 0S
aquérios de alimentacdo, reiniciando o ciclo de coletas. Para determinacdo da
concentracdo dos minerais, as racoes, fezes e figados foram digeridos com &cido nitrico
e acido percldrico concentrados para posterior quantificacdo por espectrometria de

absorcdo atémica por chama (Shimadzu AA-6800).

2.6 Analise enzimatica

A atividade oxidativa ceruloplasmina sérica foi quantificada no soro coletado
dos animais antes e pos-estresse por calor, utilizando-se a o-dianisidina como substrato
do meio reacional que recebia como fonte da enzima em estudo uma aliquota de soro
coletado. Por meio de medi¢des no decorrer de tempo especifico por espectrofotometria
visivel, determinou-se a formacdo de composto especifico resultante da reacdo da

enzima com o substrato, pelo método de Schoslnsky et al. (1974) adaptado.

2.7 Anédlises estatisticas



27

Os resultados de desempenho produtivo e concentracao hepatica de ferro e cobre
foram avaliados utilizando-se a técnica de andlise de variancia (ANOVA) para o
esquema de dois fatores no delineamento inteiramente casualizado (ZAR, 2009). Os
dados do perfil hematoldgico e atividade oxidativa da ceruloplasmina foram submetidos
a analise de variancia multivariada (MANOVA), complementada com o teste de
comparagdo multiplas de Bonferroni, considerando o nivel de 5% de significAncia
(JOHNSON & WICHERN, 2002).

3. Resultados

A Tabela 2 apresenta os resultados de ganho de peso, consumo de racdo, peso
médio final, conversdo alimentar e porcentagem de sobrevivéncia de juvenis de tilapia-
do-Nilo alimentados com rag¢des suplementadas com ferro e cobre. N&o houve efeito da
inclusdo dos minerais sobre as variaveis de desempenho produtivo.

Nas Tabelas 3 e 4 estdo apresentados os valores médios da contagem de
eritrécitos, taxa de hemoglobina, porcentagem de hematocrito, volume corpuscular
médio, concentracdo de hemoglobina corpuscular média e proteina plasmética total de
juvenis de tilapia-do-Nilo alimentados com rag¢6es contendo niveis de suplementacéo de
ferro e cobre, antes e pds-estresse por calor. Observou-se que 0s parametros
hematoldgicos ndo foram influenciados significativamente pelas diferentes inclusbes
dos minerais nas dietas, exceto o volume corpuscular médio que foi significativamente
maior na dieta com inclusdo de 12 mg.kg™ de sulfato de cobre e 30 mg.kg™ de sulfato
ferroso, tanto em comparacdo com os niveis ferro estudados, quanto para os de cobre,
ndo havendo diferenca entre 0s momentos dos estudos.

Na tabela 5 encontram-se os valores médio de ferro plasmatico, capacidade
latente de ligacdo do ferro, capacidade total de ligacdo do ferro e indice de saturacéo de
transferrina no soro de juvenis de tildpia-do-Nilo arragoados com niveis de
suplementacdo de ferro e cobre na dieta, antes e pos-estresse por calor. Ndo foi
observada diferenca entre os tratamentos avaliados e os valores obtidos estdo dentro da

faixa de normalidade para a espécie.
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Nas tabelas 6 e 7 apresentam-se os resultados da atividade oxidativa da
ceruloplasmina sérica e valores de concentracdo de ferro e cobre hepaticos para juvenis
de tilpia-do-Nilo arragoadas com dietas suplementadas com ferro e cobre, antes e pds
estresse por calor. Foi observado aumento na concentracdo de cobre no figado dos
animais que foram alimentados com crescentes niveis de ferro suplementados para a
inclusdo de 4 mg de sulfato de cobre/kg da dieta. Igualmente foi observado aumento na
concentracdo de ferro hepatico com o aumento da inclusdo do mesmo nas dietas, para a
mais alta suplementacdo de cobre. Para a atividade enzimatica observou-se maior
atividade da ceruplasmina nos peixes alimentados com a dieta suplementada com 180
mg de ferro.kg? para a alta inclusdo de cobre (12 mg de cobre/kg de racdo),
demonstrando que em situacdo de estresse ocorreu aumento da atividade enzimatica.

Nas tabelas 8 e 9 apresentam-se os resultados da contagem total de leucdcitos e
diferencial dos juvenis de tilapia-do-Nilo arracoadas com dietas suplementadas com
ferro e cobre, antes e pos-estresse por calor. Na diferenciacdo de leucdécitos foi
observado aumento na proporcao de neutréfilos para as dietas suplementadas com 30
mg de ferro e 4 mg de cobre/kg de racdo em relacdo aos momentos de avaliacdo e entres

as outras inclusdes de ferro para a mesma suplementacéao de cobre.

4. Discussao

A importancia dos minerais ferro e cobre na nutri¢do e satde de peixes tem sido
descrita por varios autores (SEALEY et al., 1997; BERNTSSEN et al.,, 2000;
HASHEMI et al., 2008; LING et al., 2010). Em funcdo das diferentes acdes
desenvolvidas por esses minerais, bem como o possivel efeito toxico do excesso destes,
0 organismo animal possui mecanismos regulatorios, que controlam a absorcdo e
garantem a homeostase (EIMERIT et al., 2001). Desta forma, a ndo influéncia dos
minerais no ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar e sobrevivéncia,
mesmo em concentracBes acima da exigéncia nutricional para tilpia-do-Nilo, podem
sugerir que houve acdo dos mecanismos reguladores de absor¢do, ndo permitindo que,
tanto o ferro, quanto o cobre comprometesse o0 crescimento dos peixes.

Resultados semelhantes foram descritos por Ukawa et al. (1994) para o
yellowtail (Seriola quinqueradiata) com nivel mimino de 0 e maximo de 1000mg Fe/kg
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dieta; por Kleemann (2003) para tilapia-do-Nilo com niveis de 20 a 160 mg Fe.kg™; por
Rigos et al. (2010) para red seabream (Sparus aurata), com niveis de 50 minimo e 300
mg Fe/kg méaximo. Diferentemente deste estudo, o efeito do excesso de ferro no
desempenho produtivo foi descrito por Andersen et al. (1997) para salméo do Atlantico
(Salmo salar) utilizando-se niveis quinze vezes acima da exigéncia nutricional, sendo
descrito inclusive a reducdo na concentracdo hepética de cobre. Shaw & Hardy (2006)
descreveram, para tilapia-do-Nilo, reducdo no consumo de racdo e ganho de peso com
racoes suplementadas com 2000 mg Cu/kg ragéo.

VariacBes no perfil hematoldgico de espécies de peixes sdo frequentemente
observadas em estudos de suplementacdo dietaria de cobre e ferro, tanto em niveis
abaixo ou acima da exigéncia nutricional, sendo notadas alteragdes no hematdcrito,
numero de eritrocitos, taxa de hemoglobina e outros parametros (MURALI et al., 1981;
LIM et al., 1996; ABDEL-TAWWAB et al., 2007; ARIDE et al., 2010). No presente
estudo, os niveis de suplementacdo dos minerais ndo foram o suficiente para
desencadear alteragdes no perfil hematologico, mesmo quando submetidos ao estresse
por calor, sugerindo que o0s niveis obtidos nas dietas, mesmo abaixo da exigéncia
nutricional, foram suficientes para manutencdo da hematopoiese adequada, e que as
suplementagOes acima das exigéncias ndo propiciaram quadro de toxicidade. Foi
observado aumento no volume corpuscular medio para os peixes alimentados com alta
inclusdo de cobre e baixa de ferro, indicando a presenca de células imaturas no sangue
sob efeito dos minerais na eritropoiese.

Outra hipotese a ser considerada é a de que, em condigdes abaixo da exigéncia
nutricional, os peixes podem ter absorvido tanto o ferro, quanto o cobre da &gua e desta
forma mantido a eritropoiese (WATANABE et al., 1997). Igualmente, o periodo
experimental pode ndo ter sido suficiente para os animais manifestarem sinais clinicos
de deficiéncia, dentre eles o quadro de anemia hipocrémica microcitica, caracterizada
quando se tem valores abaixo do normal, para cada espécie, do numero total de
eritrécitos, taxa de hemoglobina e/ou volume corpuscular e sendo o sinal clinico mais
tardio da deficiéncia de ferro (HRUBEC & SMITH, 2006). Os animais alimentados
com niveis abaixo da exigéncia nutricional de ferro e alimentados com as dietas
contendo alto nivel de cobre, que poderia interferir na capacidade absortiva do ferro,

ndo desenvolveram o quadro de anemia descrito acima, indicando que os niveis finais
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da dieta, considerando a quantidade de minerais dos alimentos da formulacéo,
propiciaram a manuten¢do da homeostase.

Resultados semelhantes ao encontrado nesse estudo foram observados por Ye et
al. (2007) em experimento desenvolvido com garoupas (Epinephelus coiodes) com
niveis de 0 a 250 mg.kg™ de suplementacdo de sulfato ferroso e Shiau & Su (2003) com
tilapia-do-Nilo, observando que a de 50 mg.kg” de sulfato ferroso na dieta foi o
suficiente para a manutencdo do perfil hematologico e que 0 excesso ndo ocasionou
efeitos deletérios. Avaliando-se os efeitos da suplementacdo de cobre na dieta Kim &
Kang (2004) utilizando niveis crescentes até 500 mg.kg™ de cobre na dieta para juvenis
de rockfish (Sebastes schlegeli) observaram maior concentragdo do mineral pelo
organismo dos animais mas também ndo observaram alteracdes no perfil hematolégico,
resposta também observadas para estudos com bagres do canal (Ictalurus puntactus)
(MURAI et al., 1981; GATLIN et al., 1989).

As médias de valores obtidos para a concentracdo de ferro sérico, IST, CLLF e
CTLF estdo dentro dos valores considerados 6timos para o bom funcionamento do
metabolismo corporal de ferro. Os valores para o indice de saturacdo de transferrina
abaixo de 16% demonstram concentragcdo corporal insuficiente de ferro para a
eritropoiese adequada e valores acima de 55% indicam condigdes patoldgicas (COOK et
al., 1992). Foi observado, no periodo pos estresse, aumento da concentracdo de ferro
sérico, da atividade oxidativa da ceruloplasmina e diminuicéo do IST, indicando que em
condicbes de estresse o ferro no sangue ndo estd ligado a transferrina, sendo
disponibilizado para o organismo por meio da atividade da ceruloplasmina e acumulado
na forma de ferritina nos enterocitos e no figado (KANEKO, 1997). Em estudos com
bagre do canal observou-se aumento do ferro plasmatico e do IST, quando comparados
com 0s niveis sem suplementacdo de ferro nas dietas, porém a CTLF ndo foi alterada
entre os tratamentos (GATLIN & WILSON, 1986; LIM et al., 1996).

Foi observado aumento da atividade enzimatica no periodo de estresse por calor
para as altas inclusGes de ferro na dieta e para o nivel mais alto de cobre, indicando
maior capacidade da enzima em transformar os ions de ferro do estado ferroso para o
férrico, disponibilizando-o para as reservas de ferritina corporal, destinando-se para a
ligacdo do mineral a molécula de transferrina por exemplo. Disturbios inflamatérios ou

em situagdes de estresse o0s niveis de ferro sérico tendem a diminuir, sendo estocados na
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forma de ferritina nos enterdcitos e hepatocitos, diferentemente dos niveis de cobre e
ceruloplasmina, que nessas situacdes tendem a se elevar (KANEKO, 1997;
ARRENDONDO & NURNEZ, 2005).

A concentragdo de ferro hepético foi aumentada para animais alimentados com
0s niveis altos de ferro e cobre, observando-se também aumento da atividade enzimatica
para esses niveis. Pode-se inferir que o maior aporte de cobre na dieta proporcionou
melhor absorcédo de ferro e seu acimulo pelo organismo, corroborando com Lanno et al.
(1985) que observaram que o aumento do cobre dietdrio aumentou a concentracdo de
ferro no figado de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), assim como Carraquiriborde et
al. (2004) que, para a mesma espécie, observaram também acUmulo hepético na
concentracdo de1500 mg.kg™ de ferro na dieta. Foi observado aumento na concentragéo
de cobre hepéatico para as altas inclusdes de ferro, indicando a capacidade do
transportador de membrana bivalente dos enterdcitos absorver mais cobre em
concentracOes baixas de ferro no limen intestinal, sendo aquele apds entrar na corrente
sanguinea é metabolizado e acumulado no figado (GUNSHIN et al. 1997; MORIYA et
al. 2008). Resultados distintos foram observados por Andersen et al. (1997) utilizando-
se niveis cinco vezes mais altos do que os avaliados no presente estudo, 0s quais
determinaram que altas inclusbes de ferro ocasionou diminui¢do da concentragéo de
cobre hepatico para os mais altos niveis de incluséo em dietas para salméo do Atlantico,
atribuindo-se a competicao pela absor¢do nas membranas dos enterocitos.

A proporcdo de neutrdfilos nas células brancas sanguineas foi maior para os
animais do tratamento com suplementacdo abaixo da exigéncia nutricional de ferro (30
mg de Fe/kg de dieta) e com a suplementacao exigida de cobre (4 mg de Cu/kg de dieta)
em relagdo as demais suplementac¢es nos momentos avaliados. Atribui-se esse efeito a
perturbacdo do estado de homeostase do organismo do animal, que como resposta ao
agente estressor libera na corrente sanguinea mais neutrofilos (SECOMBES, 1996). A
baixa concentracdo de ferro promoveu desequilibrio na homeostase e ativacdo dos
mecanismos de defesa do organismo, ja que sua deficiéncia, assim como para outros
nutrientes, gera transtornos no funcionamento do organismo (TIZARD, 2002; DEVLIN,
1998).
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5. Conclusoes

Conclui-se que a interacdo do ferro e cobre em dietas préticas para a tilapia do
Nilo, para as suplementagdes estudadas, resulta em alteragdes no perfil hematologico e

na mobilizagdo dos minerais nos tecidos corporais.
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Tabela 1 — Composicéo das dietas experimentais.

Dietas
(mg de sulfato ferroso/mg de sulfato de cobre por kg de racdo)*

Ingredientes
(%) 30Fe/ 60Fe/ 120Fe/ 180Fe/ 30Fe/ 60Fe/ 120Fe/ 180Fe/
4Cu 4Cu 4Cu 4Cu 12Cu  12Cu  12Cu 12Cu

Farelo de Soja 45,63 4565 4565 45,66 4564 4565 4565 45,66
Gluten de Milho 60 6,45 6,45 6,45 6,45 6,45 6,45 6,45 6,45
Farelo de Trigo 7,71 7,66 7,66 7,67 7,70 7,66 7,67 7,67
Milho 36,49 3653 3649 3645 3650 3652 3648 36,44
Oleo de Soja 0,67 0,67 0,68 0,69 0,67 0,68 0,69 0,70
L-Lisina 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
DL-Metionina 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
L-Treonina 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
L-Triptofano 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Fosfato Bicalcico 1,98 1,98 1,98 1,98 1,98 1,98 1,98 1,98

Sulfato de Ferro * 0,0091 0,0181 0,0363 0,0544 0,0091 0,0181 0,0363 0,0544
Sulfato de Cobre * 0,0016 0,0016 0,0016 0,0016 0,0048 0,0048 0,0048 0,0048

BHT 002 002 002 002 002 002 002 002
Premix vit/min 2 005 005 005 005 005 005 005 005
Vitamina C 3 018 018 018 018 018 018 018 0,8
NaCl 010 010 010 010 010 010 010 0,0
Oxido de Cromio 010 010 010 010 010 010 010 0,10
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Disponiblidade do 1412 1396 1504 1433 1343 1411 1291 1473
Ferro (%)

Disponibilidade do 15 41 1196 1743 1300 1482 1434 1529 1521
Cobre (%)

Concentragao de Fe 15 35 3789 42015 30345 38450 34561 20811 402,88
nas dietas (mg/kg)

Concentragdode Cu 56 o9 3587 4568 5144 5623 5209 5900 67.63
nas dietas (mg/kg)

Dietas experimentais: 30Fe/4Cu = dieta suplementada com 30 mg/kg da dieta de ferro e suplementada
com 4 mg/kg da dieta de cobre; 60Fe/4Cu = dieta suplementada com 60 mg/kg da dieta de ferro e 4
mg/kg da dieta de cobre; 120Fe/4Cu = dieta suplementada com 120 mg/kg da dieta de ferro e 4 mg/kg da
dieta de cobre; 180Fe/4Cu = dieta suplementada com 180 mg/kg de ferro e 4 mg/kg de cobre; 30Fe/12Cu
= dieta suplementada com 30 mg/kg da dieta de ferro e suplementada com 12 mg/kg da dieta de cobre;
60Fe/12Cu = dieta suplementada com 60 mg/kg da dieta de ferro e 12 mg/kg da dieta de cobre;
120Fe/12Cu = dieta suplementada com 120 mg/kg da dieta de ferro e 12 mg/kg da dieta de cobre;
180Fe/12Cu = dieta suplementada com 180 mg/kg de ferro e 12 mg/kg de cobre.

2 Suplemento mineral e vitaminico (kg de produto):Vit. A = 1.200.000 UI; vit. D3 = 200.000 UI; vit. E =
12.000mg; vit. K3 = 2.400 mg; vit.B1= 4.800 mg; vit. B2 = 4.800 mg; vit. B6 = 4.000 mg; vit. B12 =
4.800 mg; &c. Fdlico = 1.200mg; pantotenato de calcio = 12.000 mg; vit. C = 48.000 mg; biotina= 48 mg;
colina = 65.000 mg; cido nicotinico= 24.000 mg; Mn= 4.000 mg; Zn=6.000 mg; | =20 mg; Co=2mge
Se =20 mg.

¥ Vitamina C Rovimix® Stay-35®, DSM Nutritional Products, Suica.

* Sufato de ferro = 33,0 % de Fe; Sulfato de cobre = 25,01 % de Cu.
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Tabela 6 - Média + desvio padrdo da atividade oxidativa da ceruloplasmina
sérica (U/L) de juvenis de tilapia-do-Nilo arracoados com dietas contendo
diferentes niveis de inclusdo de ferro e cobre, antes e pés-estresse por calor.

Tratamentos* Atividade enzimatica (U/L)
Antes Depois

Fe30Cu4 22,50 £ 9,76 25,63 + 3,48
Fe60Cu4 23,13+9,24 33,13+ 4,10
Fel20Cu4 19,17 £ 9,96 27,92 £9,10
Fel80Cu4 25,21 + 8,16 29,79 £ 5,46
Fe30Cul2 22,92 +£4,73 23,33+£2,89a
Fe60Cul2 24,58 + 5,67 32,71 +£10,12 ab

Fel20Cul2 28,13 +£7,98 27,08 £5,39 ab

Fel80Cul2 26,67 £ 5,81 40,21+ 10,39 b

*Cud e Cul2 — 4 e 12 mg/kg de suplementacdo de sulfato de cobre na dieta,
respectivamente. Fe30, Fe60, Fel20 e Fel80 - 30, 60, 120 e 180 mg/kg de
suplementacg&o de sulfato ferroso na dieta, respectivamente;

!Letras minGsculas: comparacéo dos niveis de Ferro fixados cobre e momento; Letras
maiusculas: niveis de Cobre fixados ferro e momento;
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Tabela 7 — Mediana e valores minimos e maximo da concentracao de ferro e cobre hepatico
(mg/g de figado) de juvenis de tildpia-do-Nilo arracoados com dietas contendo niveis de

inclusdo de ferro e cobre.

Tratamentos® Concentragdo hepatica (mg/g de figado)
Ferro * Cobre *

Fe30Cu4 0,0166 (0,0128;0,0479) 0,3750 (0,3110;0,3840) a
Fe60Cu4 0,0370 (0,0293;0,0605) 0,5060 (0,4800;0,6100) b
Fel20Cu4 0,0420 (0,0266;0,1050) 0,4800 (0,4480;0,5200) b
Fel80Cu4 0,0602 (0,0379;0,0637) 0,3940 (0,3800;0,4400) ab
Fe30Cul2 0,0578 (0,0443;0,0620) a 0,5030 (0,3920;0,9410)
Fe60Cul2 0,1380 (0,0891;0,1480) b 0,7170 (0,5530;0,9840)

Fel20Cul2 0,1410 (0,0730;0,2340) b 0,3430 (0,3100;0,8010)

Fel80Cul2 0,0725 (0,0642;0,0770) ab 0,4310 (0,4140;0,4330)

! Letras mindsculas: comparacao dos niveis de ferro fixados cobre e momento; Letras maidsculas: niveis

de cobre fixados ferro e momento;

2 Cu4 e Cul2 — 4 e 12 mg/kg de suplementagéo de sulfato de cobre na dieta, respectivamente. Fe30, Fe60,
Fel120 e Fel80 — 30, 60, 120 e 180 mg/kg de suplementacdo de sulfato ferroso na dieta, respectivamente;
* mediana (valor minimo; valor maximo).
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Implicacdes

Este estudo apresenta as seguintes implicagoes:

1. Demonstrou-se neste estudo que os niveis dos minerais ferro e cobre em dietas para
tilapia-do-Nilo estdo adequados para o desempenho produtivo e saude dos animais e
que variagOes na suplementacdo destes em dietas possui efeitos diversos, dependente da
capacidade do organismo de metaboliza-los em situacdo de excesso e deficiéncia. A
competicdo por sitio de absorcdo no enterdcitos é algo estudado e evidenciado, mas
apesar de ter sido utilizado niveis de suplementacédo diferentes da exigéncia nutricionais
0S excessos ndo prejudicaram a absorcdo dos mesmos quando se avaliou a interacgéo,
demonstrando a flexibilidade do organismo na metabolizacdo dos minerais e

preservacdo da homeostase.

2. Os ingredientes utilizados em dietas comerciais ja disponibilizam ferro e cobre em
quantidades suficientes para atender as exigéncias nutricionais, mas devido as
interferéncias na disponibilidade desses minerais para 0s peixes, suplementa-se
buscando nédo fornecer quantidade inferior ao exigido. A utilizacdo de dietas préaticas no
experimento buscou se aproximar da realidade nutricional da producdo de pescado,

suplementado-se com fontes conhecidas de disponibilidade dos minerais.

3. Pode-se atribuir a auséncia de sinais clinicos de deficiéncia para os niveis de
suplementacdo estudados ao periodo experimental, podendo este ter sido insuficiente
para ocorréncia de alteragdes metabdlicas e aos efeitos deletérios do confronto

agonistico inerente a espécie estudada, interferindo na taxa de sobrevivéncia.
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