UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

SUPLEMENTACAO DE ZINCO EM DIETAS: DESEMPENHO
PRODUTIVO E RESPOSTA HEMATICA E IMUNOLOGICA DA
TILAPIA-DO-NILO SUBMETIDA A DESAFIO BACTERIANO

CAROLINE PELEGRINA TEIXEIRA

Tese apresentada ao Programa de Pds-
graduagdo em Zootecnia como parte dos

requisitos para obtencéo do titulo de Doutora

BOTUCATU - SP
Julho — 2013



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

CAMPUS DE BOTUCATU

SUPLEMENTACAO DE ZINCO EM DIETAS: DESEMPENHO
PRODUTIVO E RESPOSTA HEMATICA E IMUNOLOGICA DA
TILAPIA-DO-NILO SUBMETIDA A DESAFIO BACTERIANO

CAROLINE PELEGRINA TEIXEIRA

Zootecnista

ORIENTADORA: Profa. Dra. MARGARIDA MARIA BARROS
CO-ORIENTADORES: Profa. Dra. LUCIANA FRANCISCO FLEURI
Prof. Dr. RICARDO DE OLIVEIRA ORSI

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em Zootecnia como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Doutora

BOTUCATU - SP
Julho — 2013



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISIGAC E TRATAMENTO
DA INFORMACAO — SERVICO TECNICO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - UNESP - FCA
- LAGEADO - BOTUCATU (SP)

Teixeira, Carcline Pelegrina, 1976-

T355s Suplementacdo de zinco em dietas: desempenho produtivo
e resposta hematica e imunolégica da Tilapia-do-Nilo sub-
metida a desafio bacteriano / Caroline Pelegrina Teixeira
= Botucatu : [s.n.], 2013

xi , 94 £. : il., grafs., tabs.

Tese (Doutorado) -Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu,
2013

Orientador: Margarida Maria Barros

Coorientadora: Luciana Francisco Fleuri

Coorientadora: Ricardo de Oliveira Orsi

Inclui bibliografia

l. Tilapia(Peixe). 2. Hematologia. 3. Tilapia (Peixe)-
Zinco - Efeito fisiologico). 4. Tilapia (Peixe) - HNutri-
gdo. I. Barros, Margarida Maria. II. Fleuri, Luciana Fran-
cisco. III. Orsi, Ricardo de Oliveira. IV. Universidade
Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” Campus de Bo-
tucatu). Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia. V.
Titulo.




“Quando o homem aprender a respeitar até

0 menor ser da criacdo, sgja animal ou vegetal,

)

ninguém precisara ensina-lo a amar seu semelhante.’

Albert Schweitzer



DEDICATORIA

Aos meus pais,
Jodo Paulo Bernardes Teixeira e Mercedes Fatima Pelegrina Minharro,
agradeco todo amor, carinho, compreensdo, ensinamentos, por fazerem de mim uma

pessoa de principios éticos e por me apoiarem esse tempo todo. EU AMO VOCES!!!!

Aos meus irmaos e prima,
Jodo Paulo Pelegrina Teixeira, Cristiane Pelegrina Teixeira e
Ana Camila Pelegrina Pavandlli,

obrigada pela forca, incentivo e carinho, eu amo vocés.

A0 meu noivo,

Vitor Barbosa Fascina,

eu diria imprescindivel nessa fase da minha vida!!

Obrigada pela motivacao, carinho, por aguentar minhas fases de angustias, desespero,
sempre me apoiando e incentivando a ir em frente, de cabeca erguida. Obrigada por ter

aparecido na minha vida, e torna-la mais feliz, madura e suave.



AGRADECIMENTO AOSMEUS TUTORES CIENTIFICOS

Depois de longos seis anos de formada, de muitas davidas e anseios, decidi
dar um novo rumo a minha vida, profissional e pessoal. Ainda estava sem direcéo, mas
tinha a convicgdo de que a area académica era a minha diretriz, e que lutaria com
todas as minhas forcas para que iSso acontecesse.

E claro que contei muito com o auxilio de amigos e fundamentalmente dos
meus pais. Tive a sorte e felicidade de ser apresentada a pessoas que hoje considero
como meus “pais” cientificos, Profa. Margarida Maria Barros e Prof. Luiz Edivaldo
Pezzato.

Comecei fazendo estégio e tentava de todas as formas, absorver o maximo
possivel de conhecimento, eu precisava daquilo. Quando passei no mestrado a alegria e
a certeza de que tudo comecava a se encaixar na minha vida eram tdo grandes, que eu
parecia “explodir” de tanta felicidade. Eu sabia que o doutorado era so6 uma questdo
de tempo.

Profa. Margarida Maria Barros, ou Teacher, além de ser minha orientadora,
ao longo desses quase sete anos, vocé se tornou uma grande amiga e parceira. Sou
muito grata por tudo que fez, faz e tenho certeza que ainda fara por mim. Agradego
cada ensinamento, “puxdo de orelha”, “rezas” antes de enviar cada artigo, risadas,
confidéncias, preocupagdes, cumplicidade, afinal, tudo 0 que uma amizade sincera
pode ter. Eu a admiro e respeito muito. Jamais esquecerei tudo isso, para onde quer
gue eu va, isso tudo estara impresso nas minhas atitudes para com meus futuros
orientados e guardado no meu coracédo. VOCE E UMA FOFAI!!!

Prof. Pezzato, serei eternamente grata a sua generosidade, palavras de

conforto, ensinamentos e pelo privilégio de ter convivido com vocé todos esses anos.



Confesso minha admiracdo por sua inteligéncia e oratoria, e que adoro vé-lo falar em
bancas de defesa... choro toda vez.

Agradego também aos meus co-orientadores Prof. Ricardo de Oliveira Orsi e
Profa. Luciana Francisco Fleuri por toda a ajuda, paciéncia, ensinamentos e momentos

felizes, vocés estar&o sempre no meu coragao.



AGRADECIMENTOS

A Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo — FAPESP
(Processo: 2010/13053-7) e CAPES pela concesséo da bolsa de estudos;

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP, Botucatu, pela
oportunidade e privilégio de realizar o experimento nesta instituicao;

Ao Programa de Pds-graduacdo em Zootecnia da FMZV/UNESP, Botucatu,
pela oportunidade e honra em cursar doutorado em uma instituicdo de exceléncia;

A Guabi por confeccionar e doar o premix mineral e vitaminico utilizado em
nosso estudo;

Ao Prof®. Dr®. Maria Marcia Pereira Sartori pela atencdo e auxilio na realizacdo
das andlises estatisticas;

Aos professores membros da banca de qualificacdo, Dra. Margarida Maria
Barros, Dr. Dirlei Antdnio Berto e Dr. Luiz Edivaldo Pezzato, pela arguicdo e sugestoes
feitas, que foram muito importantes;

Aos professores que compordo a banca de defesa, agradeco previamente a
disponibilidade e sugestdes que, com certeza, enaltecerdo a versdo final deste trabalho;

Aos professores e funcionarios dos Departamentos de Melhoramento e
Nutricdo Animal e Producdo Animal pelo auxilio e amizade;

A0S meus amigos, irmdos e camaradas, Xuxa, Jodo, Pedrdo e Felipe, que
sempre me apoiaram em todos os momentos, principalmente quando o laboratério
“quase pegou fogo” durante meu experimento, por me incentivarem, pelas longas
conversas agradaveis, momentos de descontracdo e muitas gargalhadas. Tenho certeza
que seremos sempre uma grande familia, onde quer que estejamos;

A toda a equipe do Laboratério de Nutricio de Organismos Aquéticos —



Vi

AquaNutri; Ademir Calvo Fernandes Junior, Jodo Fernando Albers Koch, Pedro Luiz
Pucci Figueiredo de Carvalho, Felipe Tendrio Cintra, Igo Gomes Guimaraes, Vivian
Gomes dos Santos, Graciela Pessoa Martins, Rosangela do Nascimento Fernandes,
Altevir Signor, André Moreira Bordinhon, Fernando Kojima Nakagome, Daniel de
Magalhdes Araujo, Renan de Mattos Botelho, Flavia Mota Damasceno, Mariucha
Karina Hondorio Ribeiro Rocha, Rafael Lopes da Silva , Jakeline Marcela Azambuja de
Freitas , Eric Portilho de Aradjo, Mariana Roedel Lopez Vieira Peixoto e Guilherme
Eduardo Sassi, pela amizade, respeito, auxilio na realizacdo desse trabalho e
experiéncias compartilhadas;

Aos professores de graduacdo Dr. Carlo Rossi del Carratore e Dra. Jaqueline
Haddad Machado pelo incentivo e amizade;

Aos amigos que fiz ao longo desses anos em Botucatu;

Aos funcionarios e amigos da Secdo de Pos-graduacdo da FMVZ, Posto de
Servico Lageado, Seila Cristina Cassineli Vieira, Carlos Pazini Junior e Aline Eliane
Couto pela atencdo e auxilios prestados;

A todos que de alguma maneira contribuiram com este trabalho, MUITO

OBRIGADA!!



SUMARIO
CAPITULO |
Consideracoes Iniciais 02
Referéncias Bibliogréaficas 22
CAPITULO 11

ABSORCAO DE MINERAIS E DESEMPENHO DE TILAPIAS-DO-NILO
ALIMENTADAS COM DIETAS PRATICAS SUPLEMENTADAS
COM ZINCO

Resumo 40
Abstract 41
Introducéo 42
Material e Métodos 43
Resultados 49
Discusséo 50
Referéncias Bibliogréaficas 54
TABELAS

Tabela 1. Composigdo das dietas experimentais praticas 60

Tabela 2. VValores médios e desvio padréo de coeficientes de absor¢éo de
zinco (CAA Zn), ferro (CAA Fe), cobre (CAA Cu) e manganés (CAA Mn)
de juvenis de tilapia-do-Nilo arracoados com dietas pratica suplementadas

com zinco 61

Tabela 3. valores médios e desvio padrdo de ganho de peso (GP), consumo
de racdo (CR), converséo alimentar (CA), taxa de retencédo proteica (TRP)

e fosfatase alcalina (FA) e medianas de sobrevivéncia (SB), de juvenis de
tilapia-do-nilo arragoados com dietas suplementadas com niveis de zinco
durante 130 dias 62

vii



Tabela 4. Valores médios e desvio padréo de concentracdo de proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), cinzas, zinco (ZnCar) e cobre (CuCar) na carcaca
e zinco nos 0ssos (ZnO) de juvenis de tilapia-do-nilo arragoados com dietas
suplementadas com niveis de zinco durante 130 dias (com base na matéria

seca) 63

FIGURAS

Figura 1. Coeficiente de absorcéo de zinco de tilapias-do-Nilo alimentadas

com dietas suplementadas com niveis de zinco 64

Figura 2. Ganho de peso de tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas

suplementadas com niveis de zinco 64

Figura 3. Conversdo alimentar de tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas

suplementadas com niveis de zinco 65

Figura 4. Taxa de retengdo proteica de tilapias-do-Nilo alimentadas com

dietas suplementadas com niveis de zinco 65

Figura 5. Concentracdo de zinco dssea de tilapias-do-Nilo alimentadas com

dietas suplementadas com niveis de zinco 66

CAPITULO Il

PARAMETROS IMUNOLOGICOS E HEMATOLOGICOS DE
TILAPIAS-DO-NILO ALIMENTADAS COM DIETAS PRATICAS
SUPLEMENTADAS COM ZINCO E DESAFIADAS POR Aeromonas
hydrophila

Resumo 68
Abstract 69
Introducéo 70
Material e Métodos 71
Resultados 79

Discussdo 80

viii



Referéncias Bibliogréaficas 83
TABELAS
Tabela 1. Composicao das dietas experimentais 88

Tabela 2 Medianas de eritrocitos (Erit), porcentagem de hematdcrito
(Htc), taxa de hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) de juvenis de
tildpia-do-Nilo arragoados com dietas suplementadas com niveis de

zinco, infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila 89

Tabela 3. Medianas de proteina plasmatica total (PPT), alboumina (ALB),
globulina (GLOB) e relagéo albumina/globulina (A:G) de juvenis de
tilapia-do-Nilo arracoados com dietas suplementadas com niveis de zinco,

e infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila 80

Tabela 4. Medianas de nimero absoluto de leucdcitos (LEUC), linfcitos
(LF), neutrdfilos (NT) e mondcitos (MN) de juvenis de til&pia-do-Nilo
arracoados com dietas suplementadas com zinco, e infectados ou ndo

com Aeromonas hydrophila 91

Tabela 5. Medianas de valores de intermediarios reativos de nitrogénio
(NO), e oxigénio (H,0,) produzidos por mondcitos de juvenis de
tilapia-do Nilo arracoados com dietas suplementadas com niveis de zinco

infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila 92

Tabela 6 Medianas de valores de atividade da superéxido dismutase (SOD)
de juvenis de tilapia-do-Nilo arragoados com dietas suplementadas com

niveis de zinco infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila 92

Tabela 7 Ntimero de unidades formadoras de coldnias (UFC mL™),
logaritmo (Logao) € percentual de sobrevivéncia (%) de Aeromonas
hydrophila incubada em meio contendo mondcitos de juvenis de
tildpia-do-Nilo arragoados com dietas suplementadas com niveis de

zinco infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila 93

IMPLICACOES 94



CAPITULO |



CONSIDERACOES INICIAIS

Aspectos fisiol 6gicos e metabolicos do zinco

Os minerais sdo importantes em diversos aspectos do metabolismo dos peixes,
dentre os quais se destacam a rigidez dos 0ssos, manutencdo do equilibrio osmotico
com 0 meio aquatico e manutencdo do sistema nervoso e enddcrino, além de serem
componentes de enzimas envolvidas nos processos metabdlicos. Sdo sete 0s minerais
mais estudados na nutricdo de peixes o calcio, magnésio, manganés, ferro, zinco, iodo e
selénio. Diferentemente dos demais animais, 0s peixes apresentam a particularidade de
ter como fonte de minerais tanto a dieta como o meio em que vivem (PEZZATO et al.,
2004).

Como componente ou cofator para alguns sistemas enzimaticos, o zinco € vital
ao metabolismo de lipideos, proteinas e carboidratos. E ativo no metabolismo de é&cidos
nucleicos e proteinas, sendo ainda essencial para muitas metaloenzimas, tais como
anidrase carbonica, fosfatase alcalina e carboxipeptidase pancredtica. Esse mineral
desempenha papel importante na a¢do da insulina, glucagon, hormdnios corticotréficos,
foliculo estimulante e luteinizante (PEZZATO et al., 2004). Segundo Lovell (1998),
este micromineral é absorvido pelos peixes através do trato gastrointestinal, branquias,
nadadeiras e pele. O zinco é essencial para a integridade do sistema imune, e a
deficiéncia deste mineral resulta em efeitos negativos na imunocompeténcia dos
animais, tais como, diminui¢éo na producdo e atividade do horménio timico, linfécitos,
“natural killers”, anticorpos, neutrofilos e citocina (McDOWELL, 1989).

O zinco ocorre como cinco isétopos estaveis: **zn, ®zn, zn, ®zn e °zn. Este
mineral forma ligacGes com aminoacidos, peptideos e nucleotideos, diferindo dos outros

metais de transicdo por conter 0 subnivel “d” completo. Desta forma, ndo participa



diretamente de reagGes de oxidacdo, mas se comporta quimicamente como &cido de
Lewis, aceitando um par de elétrons livres, 0 que determina sua passagem pelas
membranas bioldgicas (McCALL et al., 2000; POWELL, 2000; SALGUEIRO et al.,
2000).

O zinco é essencial para o funcionamento celular normal, participando do
metabolismo, regulacdo da expressdo génica, manutencdo estrutural de biomembranas,
imunidade e protecdo contra radicais livres (FAA et al., 2008), divisdo celular, sintese
de DNA e proteinas, e também € necessario para cicatrizacdo, acuidade do paladar,
crescimento e manutencdo do tecido conjuntivo, producdo de prostaglandinas,
mineralizacdo 0ssea, fun¢do tireoidiana adequada, producdo de insulina, coagulacdo do
sangue, funcdes cognitivas, crescimento fetal e producdo de esperma (CHIRANJIB &
KUMAR, 2010).

O zinco é particularmente importante nos processos de estoque, secrecdo e acao
da insulina. Este micromineral é cofator da enzima carboxipeptidase pancreatica, a qual
catalisa a conversdo de pré-insulina (inativa) em insulina (ativa). Além disso, 0 zinco
favorece a fosforilagdo do receptor de insulina e, dessa forma potencializa o transporte
de glicose para o interior das células (HAASE & MARET, 2003; DUNN, 2005).

As propriedades antioxidantes do zinco sdo explicadas pelo seu papel na
regulacdo da sintese das metalotioneinas, na estrutura superéxido dismutase, e protecéo
de grupamentos sulfidrila de proteinas de membranas celulares, promovendo a inibicdo
da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por antagonismo com metais pro-
oxidantes, como ferro e cobre. Estudos tém demonstrado que a fragilidade osmdtica de
eritrécitos esta relacionada a funcdo do mineral na membrana celular (POWELL, 2000;

KOURY & DONANGELO, 2003).



Os micronutrientes sofrem interacbes por diversos mecanismos que podem
afetar sua absorcdo e biodisponibilidade. Minerais, com similaridades quimicas, podem
competir pelos mecanismos de transporte, facilitando ou impedindo a absorcéo destes
pelo epitélio (GLOVER et al., 2003). As consequéncias destas intera¢cdes dependem das
concentragcdes dos nutrientes na dieta, inter-relagdes destes com os nutrientes do meio
aquatico, espécie em estudo e disponibilidade do nutriente na dieta (SANDSTROM,
2001).

E vital para o organismo a manutencédo do nivel 6timo de zinco no figado e no
sangue e, portanto, quando a quantidade de zinco for aquém da exigida pelo animal, este
pode recorrer a suas reservas 0sseas (SA et al., 2005). Spinelli et al. (1983) fornecendo
dietas purificadas suplementadas com fitato para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
ndo observaram alteracGes nas concentracdes de zinco no figado e plasma. A ampla via
metabolica governada pelo zinco ligado a proteinas e suas inter-relacdes regulam sua
distribuicdo e homeostase. Os sistemas regulatorios sdo efetivos na sua absorcéo,
distribuicdo e excrecdo protegendo o organismo contra deficiéncias e excessos de
minerais (VALLEE & FALCHUK, 1993; HORN et al, 1995; GLOVER &

HOGSTRAND, 2002).

Fatores que afetam a biodisponibilidade

O termo biodisponibilidade indica a fracdo de qualquer nutriente ingerido que
tem potencial para suprir demandas fisiolégicas do organismo, e diversos fatores podem
influenciar o aproveitamento dos nutrientes pelo animal. Sendo assim, a determinagéo
do teor total do metal ingerido pelo organismo ndo possibilita tracar perfil de eficacia de

sua absorcdo, sendo importante considerar sempre as taxas de conversao e eficiéncia do



nutriente (ANDRADE et al., 2004; COZZOLINO, 2009).

A absorcdo do zinco ocorre, predominantemente, no jejuno. Esse micronutriente
é absorvido pela superficie da borda em escova por meio do mecanismo de difusao
passiva e por processos mediados por carreadores, 0s quais dependem da sua
concentracdo na dieta. Em situagdo de baixa concentragdo de zinco dietético, predomina
0 mecanismo mediado por carreadores. Ja a absorcao por difusdo passiva ocorre quando
0 consumo deste mineral é elevado (SALGUEIRO et al., 2000). No interior das células
intestinais, sua concentracdo € regulada pelas metalotioneinas intestinais e pela proteina
intestinal rica em cisteina (CRIP). Quando o teor de zinco nos enterdcitos aumenta, esse
mineral permanece ligado as metalotioneinas, sendo em seguida excretado nas fezes
juntamente com células descamadas. Por outro lado, na presenca de baixas
concentracdes do mineral, as metalotioneinas regulam a transferéncia do zinco para a
CRIP, que funciona como carreador intracelular de zinco, aumentando assim sua
velocidade de absorcdo, sendo em seguida transportado para a corrente sanguinea
(MAFRA & COZZOLINO, 2004).

Apds o processo de absorcdo, o zinco liberado dos enterdcitos passa pelos
capilares mesentéricos e sangue portal, sendo entdo captado pelo figado e distribuido ao
plasma e a sitios celulares para desempenhar funcgdes especificas (Figura 1). No plasma,
cerca de 90% do zinco é carreado ligado a albumina e 10% deste mineral esta ligado a
a2-macroglobulina e aminoacidos, especialmente a histidina e cisteina. A excre¢do do
mineral ocorre por meio do rim, pele e intestino (ISLAM & LOOTS, 2007,

MOCCHEGIANI et al., 2008).



Figura 1. Esquema representativo dos mecanismos de digestéo, absorcéo,
aproveitamento por tecidos periféricos e excrecdo de zinco proveniente da

dieta (HENRIQUES et al., 2003).

A regulacdo da homeostase do zinco intracelular é feita por duas principais
proteinas: as metalotioneinas e as proteinas transportadoras de zinco. As
metalotioneinas regulam a liberagdo de zinco e a expressdo génica destas € estimulada
pelo consumo alimentar de zinco. Quando existe aumento da ingestdo de zinco, ocorre
inducdo da sintese de tioneina, por meio de sua acdo sobre fatores de transcrigdo zinco-
dependentes, formando as metalotioneinas ligadas a este mineral. Por outro lado, em
situacOes de baixa disponibilidade, o zinco é liberado das metalotioneinas, sendo entédo
incorporado a outras proteinas (DUFNER-BEATTIE et al., 2003; SEVE et al., 2004).

A quantidade desse mineral no Iimen intestinal aumenta de uma a trés vezes

devido a soma entre o mineral proveniente da dieta e aquele secretado nos sucos



digestivos. Nao obstante, os mecanismos de absorgédo e excrecdo deste oligoelemento
obedecem a sistemas de auto-regulagcdo com alta sensibilidade, fazendo com que os
reajustes nos estoques dependam da necessidade e biodisponibilidade do ion no
organismo. Dessa forma, supbe-se que a absor¢do de zinco depende dos estoques
corporais, sendo menor se houver quantidades razoaveis no organismo, e maior nas
deficiéncias (KREBS, 2000).

Os fatores que afetam a biodisponibilidade de um mineral em uma dada fonte,
natural ou suplementar, podem ser classificados em duas categorias: fatores intrinsecos
e extrinsecos. Os fatores intrinsecos ou fisioldgicos que interferem na
biodisponibilidade dos minerais sdo: idade do individuo, pH do trato digestdrio e nivel
nutricional orgéanico. Ja os fatores extrinsecos ou dietéticos sdo: nivel de ingestdo de
mineral, forma quimica do elemento, inter-relacdes com outros minerais, tipo da dieta,
teor de fibra da dieta e complexacdo com ligantes positivos e negativos, como o acido
fitico (Figura 2). Além desses fatores, periodos experimentais abaixo de 90 dias podem
mascarar possiveis deficiéncias de minerais em estudos de desempenho produtivo e

satide de peixes (SA et al., 2005).

Myo-inositol hexaphosphoric acid

Figura 2. Estrutura do &cido fitico e &cido fitico quelatado a ions

metalicos (THOMPSON, 1988)



De maneira geral, o zinco presente em fontes inorganicas, como sulfato de zinco
ou Oxido de zinco, por exemplo, estd mais disponivel ao organismo que o zinco de
fontes de vegetais, sendo que o da fonte inorganica também ndo apresenta 100% de
biodisponibilidade (LO et al., 1981). A complexacdo do ion metalico a um aminoacido
ou peptideo pode aumentar a absor¢do do mineral no trato digestorio, por evitar que o
mesmo forme compostos insollveis com fatores antinutricionais presentes na dieta e por
facilitar seu transporte através das membranas absortivas do organismo (BARROS et
al., 2006). Desta forma, a utilizacdo de fontes que apresentem boa biodisponibilidade de
zinco é de fundamental importancia, melhorando o aporte do organismo. O
monitoramento dos indicadores de niveis de outros nutrientes que apresentem interacoes
com o zinco, como ferro, cobre, céalcio e manganés também sdo importantes. Eid &
Ghonim (1994) observaram que as concentracdes corporais de ferro em alevinos de
tilapia-do-Nilo apresentaram correlacdo negativa com 0s niveis de suplementacdo de
zinco. Efeitos similares foram observados em trutas arco-iris alimentadas com dietas
suplementadas com niveis crescentes de zinco (OGINO & YANG, 1978). Em outro
experimento, trutas arco—iris alimentadas com dietas suplementadas com 500 a 1000 mg

Zn kg™ apresentaram reducéo na concentracao de cobre no figado (KNOX et al., 1984).

Exigéncia e sinais clinicos de deficiéncia de zinco

A disponibilidade dos minerais na dieta é marcada pela eficiéncia com que o
animal os utiliza, variando em funcdo dos ingredientes utilizados e da composic¢éo da
dieta. Diversos fatores influenciam a disponibilidade, tais como: niveis de inclusdo e
forma dos nutrientes; tamanho da particula; digestibilidade e interagdo dos nutrientes, as

quais podem ser sinérgicas ou antagbnicas; condicdes fisioldgicas e/ou patoldgicas dos



peixes e concentragdo dos minerais na agua (SANDSTROM, 2001; GLOVER &
HOGSTRAND, 2002; LIAO et al., 2006; ZHAO et al., 2009).

Sa et al. (2005) determinaram a suplementacdo nutricional de zinco para tilapia-
do-Nilo em 79,5 mg kg™ de dietas praticas utilizando o sulfato de zinco, e observaram
que a quantidade do mineral dietético tem relagdo direta com sua absor¢do e dos demais
minerais bivalentes da dieta. Sugere-se, portanto, que ocorra competicdo do zinco nos
sitios de ligacdo das proteinas transportadoras, com outros minerais que apresentam
carater quimico bivalente, tais como célcio, ferro, manganés e cobre (SANDSTROM,
2001). A maior disponibilidade de zinco proporciona a multiplicacdo intensa da
microbiota intestinal, exercendo acdo positiva sobre a morfologia e funcionamento
epitelial absortivo do duodeno, de forma a aumentar a espessura da mucosa intestinal e
sua area absortiva (LI et al., 2001).

Ha variacdo da exigéncia dietética de zinco nos animais monogastricos, sendo
maior em dietas a base de ingredientes vegetais em relacéo aos ingredientes de origem
animal, devido a presenca de fitato nas dietas vegetais, que ao se complexar com 0
zinco no limen intestinal, o indisponibiliza (OBERLEAS & PRASAD, 1969; SA et al.,
2004). Portanto, a exigéncia dietética desse mineral por peixes alimentados com dietas
praticas € maior, quando comparadas as dietas purificadas (SATOH et al., 1987; Sa et
al., 2005). Desta forma, o bagre do canal (Ictalurus punctatus) que apresenta exigéncia
de 20,0 mg Zn kg™ em dietas purificadas (GATLIN Il & WILSON, 1982), necessita de
150,0 a 200,0 mg kg™ em dietas préticas (GATLIN 11l & PHILLIPS, 1989). Maage &
Julshamn (1993) encontraram no contetdo corporal do salmdo do Atlantico (Salmo
salar) niveis de 30,0 a 50,0 mg Zn kg™ de peso e determinaram que a exigéncia de

zinco para a espécie esta proximo ao seu contetdo corporal, variando de 37,0 a 67,0 mg
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de Zn kg™ de dieta.

Juvenis de carpa capim (Ctenopharyngodon idella) alimentados com dieta
pratica isenta de zinco apresentaram menor consumo de ragdo e retengdo proteica
(LIANG et al., 2012). Resultados similares foram observados para carpa (OGINO &
YANG, 1979) e tildpia-do-Nilo (EID & GHONIM, 1994). Tan et al. (2010) avaliando
juvenis de carpa Jian (Cyprinus carpio) deficientes em zinco, observaram que guando
esses animais consumiram dietas com niveis adequados de zinco, os sinais clinicos de
deficiéncia desapareceram, gradativamente, e o crescimento aumentou rapidamente.
Fountoulaki et al. (2010) observaram que juvenis de robalo (Dicentrarchus labrax) que
sofreram injdrias na pele, necessitaram de 148 mg de Zn organico kg™ de dieta pratica
para que apresentassem boa cicatrizacdo. Os sinais clinicos de deficiéncia nutricional
sdo a reducdo do apetite, o retardo no crescimento, a baixa concentracdo de zinco nos
0SS0S € No sangue, ocorréncia de cataratas e erosdo das nadadeiras e da pele (SATOH et
al., 1987). Bagres do canal alimentados com dieta isenta de zinco apresentaram menor
crescimento, sobrevivéncia, catarata e baixa concentracdo do mineral na carcaga

(LALL, 1989).

Estresse em peixes

O sistema fisiologico dos peixes pode ser desafiado ou estressado por varios
fatores. O termo estressor pode ser utilizado para descrever esses fatores se o desafio for
suficientemente severo para determinar a resposta fisioldgica compensatoria. Essa
resposta é considerada reacdo adaptativa que melhora a chance de sobrevivéncia diante
de situacéo nociva ou desafiadora (JOBLING, 1994).

Em resposta ao agente estressor 0 organismo promove cascata de eventos na
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tentativa de manter a homeostase. Segundo Pickering (1981), as respostas ao estresse
podem ser classificadas em priméria (aguda), secundaria (cronica) e terciaria (crbnica
prolongada). A resposta primaria envolve a ativacdo do sistema neuroendocrino, com a
liberacdo das catecolaminas e o aumento da liberagdo, pelo eixo hipotalamo-hipofise-
interrenal (HPI), do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) e dos horménios
corticoides. A resposta secundéria inclui mudangas comportamentais e fisiologicas, em
decorréncia da liberacdo dos hormdnios, como aumento da pressdo sanguinea, maior
oxigenacdo e mobilizacdo das reservas energéticas. Em decorréncia desses fatores, a
resposta tercidria ou exaustdo envolve todo o organismo animal, sendo que o
crescimento, a reproducdo e o sistema imune sdo comprometidos (WEDEMEYER,
1969).

A intensificacdo dos sistemas de producdo de peixes, visando maior producao e
lucro por area, propicia o aparecimento de doencas. Isso ocorre, principalmente, em
funcdo da deterioracdo da qualidade da dgua como consequéncia da alta densidade,
comprometendo, diretamente, a satde dos animais. Essa condi¢do de criagdo exige, dos
profissionais da aquicultura, maior conhecimento dos sistemas de defesa dos peixes, a
fim de minimizar os efeitos nocivos, inerentes deste sistema de producdo. Igualmente,
tornou-se fundamental otimizar o sistema de defesa dos peixes, sendo que a melhora da
resposta imune, via nutricdo, se apresenta como alternativa atraente e possivel
(BARROS et al., 2006).

O uso de estratégias nutricionais que favorecam os mecanismos de defesa dos
peixes tem demonstrado importancia para a obtengdo de peixes saudaveis, tornando-os
capazes de reagir ao impacto de alteragdes ambientais e ataque de agentes oportunistas,

com maiores chances de sobrevivéncia (TORRECILLAS et al., 2007). Desta forma, é
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preciso que 0s peixes estejam em condigdes nutricionais adequadas para bom
desempenho do sistema de defesa e, assim, torna-los aptos a responder aos desafios
impostos.

Sdo consideradas estratégias nutricionais, 0 uso de nutrientes em quantidades
adequadas, que possam permitir o crescimento desejado com melhores condic¢des de
higidez (BARROS et al., 2006). O uso de estratégias nutricionais exige conhecimento
das exigéncias nutricionais, baseado na saude e crescimento dos peixes. Evidéncias tém
indicado que, a maioria, se nao todos os nutrientes dietéticos essenciais, bem como, o
manejo alimentar, influenciam a resisténcia dos organismos as doencas (WEBSTER,

2007).

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ definido, classicamente, como “desequilibrio entre pro-
oxidantes e antioxidantes em favor do pré-oxidante” (SIES, 1985). No entanto, esse
conceito vem se adaptando as recentes descobertas, as quais demonstram que as
espécies reativas de oxigénio (EROs) podem atuar como segundos mensageiros de vias
especificas na sinalizacdo celular (JONES, 2006; FORMAN et al., 2004; ROSA et al.,
2004). Dessa forma, surge nova definicdo que conceitua como “desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, causando desarranjo da sinalizacdo e
controle redox e/ou a dano molecular” (JONES, 2006).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas nas células por diversos
estimulos fisioldgicos e ambientais, tais como infecgdes, radiacbes UV e poluentes, 0s
quais sdo coletivamente chamados de oxidantes. As EROs também sdo consideradas

como fatores de risco e aceleradores de doencas autoimunes, visto que existe estreita



13

relacdo entre o estresse oxidativo e essas doencas (SURH, 2005; AVALOS et al., 2007).
A excessiva formacdo enddgena de radicais livres pode ser causada pela ativagdo
aumentada de fagocitos, interrupcdo dos processos normais de transferéncia de elétrons
na cadeia respiratoria mitocondrial, aumento da concentracdo de ions metalicos de
transicdo por escape do grupamento heme de proteinas em locais de lesdo ou doencas
metabdlicas e por niveis diminuidos das defesas antioxidantes (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; DROGE, 2002; OKTYABRSKY & SMIRNOVA, 2007).

Por outro lado, as EROs sdo reconhecidas como importantes sinalizadoras
intracelulares e estdo envolvidas na regulacdo redox no interior das células do sistema
imune (OKTYABRSKY & SMIRNOVA, 2007; GRIFFITHS, 2005; BARRY
HALLIWELL, 2007). Sabe-se que células fagocitarias, como macréfagos e neutrofilos,
sdo ativadas sob condi¢Ges oxidativas. Essa ativacdo é mediada pelo sistema da
NADPH oxidase que resulta em incremento no consumo de oxigénio e, consequente,
producdo de anion superdxido, que € convertido em peroxido de hidrogénio
espontaneamente e pode ser catalisado pela enzima superdxido dismutase (Figura 3).
Essa enzima possui duas isoformas denominadas cobre-zinco-SOD e manganés-SOD,
uma constitutiva e outra induzivel, respectivamente (HITCHON & EI GABALAWY,

2004).
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Figura 3. Formagdo de EROs mitocondrial e agdo de enzimas

antioxidantes (NELSON & COX, 2005)

Em reacdo ao estresse oxidativo leve, os tecidos, geralmente, respondem
produzindo mais antioxidantes, porém o estresse oxidativo grave persistente promove
esgotamento desses recursos. Portanto, para melhor interpretacdo da concentracdo de
antioxidantes o ideal seria conhecer a quantidade de espécies reativas e 0 curso da
doenca nos organismos (REZAIE et al., 2007).

Os antioxidantes de defesa celular neutralizam a proliferacdo ou protegem a
membrana celular da acdo lesiva das espécies reativas de oxigénio, podendo ser intra ou
extracelulares, enzimaticos ou ndo enzimaticos. Varios nutrientes da dieta sdo
importantes para o funcionamento adequado dos sistemas antioxidantes. Entre eles

destacam-se o o-tocoferol, protetor de membranas celulares, e 0s minerais zinco e
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cobre, componentes de metaloproteinas, tais como superdxido dismutase,
ceruloplasmina e metalotioneinas (ATALAY et al., 2000). Trutas arco-iris (HIDALGO
et al., 2002) e trutas (Salmo trutta) (LOPEZ-TORRES et al., 1993) deficientes em zinco

apresentaram maior peroxidacao lipidica tecidual.

Superéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

Os superdxidos e hidroxidos sdo os principais agentes envolvidos no combate ao
estresse oxidativo (NORDBERG & ARNER, 2001; KOHEN & NYSKA, 2002). Os
anions superoxidos sao toxicos aos produtos da respiracdo e, com meia-vida
relativamente longa, podem causar varios danos oxidativos intracelulares, implicando
em maior toxicidade dos compostos (BAl & CEDERBAUM, 2001). Cerca de 75 a 85%
do zinco presente no sangue encontra-se no interior dos eritrocitos (UNDERWOOD,
1962) atuando, principalmente, como cofator das enzimas anidrase carbonica e
superdxido dismutase (HAMBIDGE et al., 1986). A superoxido dismutase desempenha
funcdo importante na acdo antioxidante (Figura 4), protegendo desta forma, a membrana
eritrocitaria da agdo de radicais livres (O’DELL et al., 1987). Sa et al. (2004)
observaram que a deficiéncia de zinco diminuiu a quantidade de eritrdcitos, taxa de
hemoglobina e porcentagem de hematdcrito de tilapias-do-Nilo, inferindo que a
diminuicdo da acdo antioxidante destas enzimas zinco-dependentes gerou menor
prevencdo da peroxidacdo das membranas eritrocitarias, provocando, possivelmente, a
lise destas células. Trutas arco-iris e carpas Jian deficientes em zinco apresentaram
aumento do estresse oxidativo e diminuicdo da atividade da enzima superoxido
dismutase (LOPEZ-TORRES et al., 1993; HIDALGO et al., 2002; FENG et al., 2011).

Desta forma, disturbios no crescimento e nas fungdes fisioldgicas anormais induzidas
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pela deficiéncia de zinco podem estar relacionados ao sistema de defesa antioxidante

(SALAMUNIC et al., 2003).

Figura 4. Acdo antioxidante da superoxido dismutase. Adaptado de Fortufio et al.

(2005).

Fosfatase alcalina (EC 3.1.3.1)

A fosfatase alcalina € uma fosfomonohidrolase inespecifica, capaz de hidrolisar,
em pH alcalino, monoésteres e diésteres de fosfato, pirofosfato, bem como catalisar
reacOes de transfosforilagdo (McCOMB et al., 1979). Esta enzima € homodimérica e
cada sitio catalitico contém trés ions metalicos (dois ions zinco e um ion magnésio)
necessarios para a atividade da enzima (MILLAN, 2006). Esta enzima é sintetizada nos
0ssos, figado e intestino e, posteriormente, transportada para o sangue. Por agir como
intermediaria em uma série de reacdes na disponibilidade e/ou na retencdo do zinco nos
diferentes oOrgdos, a atividade cinética da fosfatase alcalina se tornou importante

ferramenta para determinacdo do aporte do mineral em questdo nos animais e humanos
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(ROTH & KIRCHGESSNER, 1980). Dessa forma, a deficiéncia nutricional que
promova inadequado balango bioquimico para esse mineral, prejudicara o normal
funcionamento das enzimas Zn-dependentes, afetando o equilibrio orgéanico e a satde
animal (HAMBIDGE et al., 1986; APINES-AMAR et al., 2004; WANG et al., 2002;
LIAO et al., 2006), reduzindo, desta forma, os niveis de IGF-1, horménio de
crescimento e 0 hormonio de crescimento ligado a proteina no mRNA (ONER et al.,

1984; CLEGG et al., 1995; McNALL et al., 1995).

Sistema imune de peixes

Em termos gerais o sistema imune de peixes & similar ao dos vertebrados
superiores, com algumas particularidades importantes. Nos Gltimos anos, pesquisas
sobre fisiologia, filogenia e ontogenia do sistema imune de peixes vém aumentando,
consideravelmente, dentre as espécies destinadas a producdo. Contudo, esse
conhecimento ainda é escasso se comparado ao dos vertebrados superiores (ENANE et
al., 1993).

A resposta imune dos peixes pode ser dividida em dois tipos: resposta inata ou
ndo especifica, que consiste em impedir que 0s agentes patogénicos tenham acesso ao
organismo hospedeiro, podendo eliminar os patdégenos e bloquear sua entrada, e
resposta imune especifica, caracterizada pela especificidade e memoria imunoldgica,
induzida por substancias denominadas imunogenas (BERNSTEIN et al., 1998;
SHOEMAKER et al., 2007).

Segundo Bly & Clem (1994), o sistema imunitario inato ou ndo especifico em
peixes possui grande versatilidade, desempenhando papel importante na resposta imune,

visto que o sistema especifico responde lentamente quando comparado ao de
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mamiferos, principalmente em faixas de temperatura da agua abaixo da ideal para a
espécie.

Igualmente as outras espécies, 0s peixes sdo suscetiveis a doengas causadas por
parasitas, virus, bactérias e fungos, sendo a sobrevivéncia ou a morte destes,
determinados pela eficacia do sistema imune em prevenir a infecgdo inicial e/ou
prevenir a multiplicagdo do agente patdgeno apos a infeccdo iniciada (BALFRY &
HIGGS, 2001). Segundo lwama & Nakanishi (1996), fatores celulares e humorais de
ambos os sistemas, especifico e ndo especifico, promovem nos peixes protecdo externa
e interna contra agentes infecciosos. Apesar da distingdo na classificacdo desses dois
sistemas de defesa, deve-se entender que sempre que um agente patogénico ataca o
organismo, este se defende mediante a interacdo da maioria dos elementos que
compdem o sistema imune, sendo que varios fatores de cada sistema podem agir
separadamente ou em combinacdo (FERNANDEZ et al., 2002).

Estudos com animais homeotérmicos tém sugerido relacdo entre a deficiéncia de
zinco, resposta imune deficiente e suscetibilidade a doencgas infecciosas, sendo que as
evidéncias sobre o papel do zinco nesses processos ainda sdo obscuros. Lim et al.
(1996) demonstraram que a suplementagéo de zinco estimulou a resposta quimiotaxica
de macrdfagos peritoniais de bagres do canal (Ictalurus punctatus) desafiados por
Edwardsiella ictaluri, porém apresentou efeito inibitério sobre a fagocitose.
Paripatananont & Lovell (1995) demonstraram que a suplementacdo de zinco aumentou
a resisténcia do bagre do canal desafiado por E. ictaluri, porém Lim et al. (1996)

observaram que a suplementacgéo de zinco néo influenciou a imunidade dos peixes.
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Aeromonas hydrophila

O aumento da atividade aquicola nos corpos de agua doce traz como
consequéncia, o risco de epidemias causadas por bactérias patogénicas, 0 que tende a
ser cada vez maior, j& que se modifica o ambiente natural para a realizacdo de
producbes semi-intensivas e intensivas de organismos aquaticos.

As doencas em peixes sdo importantes por limitar o desenvolvimento de
sistemas aquicolas e, as bactérias, dentre o0s varios patdgenos, provavelmente,
constituem o grupo de agentes etiolégicos que causam maiores prejuizos na aquicultura
mundial (FRERICHS & MILLAR, 1993). Isto ocorre porque 0s peixes sao suscetiveis
as infeccOes bacterianas e ndo é possivel evitar sua propagacdo, uma vez que estes
microorganismos ocorrem naturalmente no ambiente aquatico (COSTA, 1998).

As espécies de bactérias pertencentes ao género Aeromonas que causam
problemas em peixes de agua doce sdo: Aeromonas hydrophila, A. sobria e A. caviae.
Surtos causados por estas bactérias normalmente estdo associados ao estresse, o qual
pode ser causado por temperaturas elevadas, oscilacbes térmicas bruscas e grande
intensidade de parasitos (PAVANELLI et al., 2002). A maioria desses microorganismos
sdo naturalmente saprofitas, isto é, utilizam a matéria organica e mineral do ecossistema
aquatico para seu crescimento e multiplicacdo, além de fazer parte da microbiota da
pele, branquias e intestino dos peixes (SWANN & WHITE, 1989).

A bactéria A. hydrophila é bacilo gram-negativo, e mével por meio de flagelo.
E considerada aerdbia, citocromoxidase positiva, fermentadora de glicose. Cresce em
meios simples e as col6nias séo redondas, brilhantes e de coloragdo creme. As col6nias
crescem de um a trés milimetros de didametro a 25°C em 48 horas, podendo crescer a

temperaturas de até 37°C, em periodo mais prolongado (ALEXANDRINO et al., 2000).
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Os sinais clinicos observados em peixes infectados com A. hydrophila s&o
perda de apetite, apatia, perda de equilibrio, hemorragias ao longo do corpo, lesdes
epidérmicas como despigmentacdo, necroses da pele, Ulceras com exposi¢do da
musculatura e altera¢cbes no comportamento. Por meio da necropsia observa-se 0rgaos
fridveis e esbranquicados, com necroses do tecido hematopoiético, como rins e baco,
cavidade peritoneal com exsudado, intestino flacido com muco amarelo e sem alimento
(PLUMB, 1983; AOKI, 1999). Boijink & Brand&o (2001) em experimento com jundias
(Rhamdia quelen) inoculados por injecdo intramuscular com bactéria A. hydrophila,
observaram exoftalmia, comportamento alterado, com perda de equilibrio e movimentos
respiratorios lentos nas horas que antecederam a morte, sendo que, apds a necropsia
foram observados ascite contendo fluido mucoso amarelado, colora¢do anormal e
erosdo nas nadadeiras, além de apresentarem Ulceras com bordas avermelhadas no local
da inoculacdo e branquias e demais 6rgdos internos palidos e flacidos. Garcia et al.
(2007)  observaram que pacus (Piaractus mesopotamicus)  inoculados
intraperitonealmente com A. hydrophila apresentaram aumento do numero de
neutrofilos e mondcitos e reducdo de trombacitos e linfocitos sanguineos 24 horas ap6s
a inoculacdo da bactéria, 0 que sugere a migracdo dessas Ultimas células para o foco da
inflamacao.

Com base no exposto, o estudo propde avaliar o efeito do zinco sobre os
parametros bioquimicos, hematoldgicos e imunologicos que indicam saide do animal,
tanto em condi¢des normais como quando desafiados pela bactéria Aeromonas
hydrophila, assim como sua influéncia sobre o desempenho produtivo da tilapia-do-

Nilo.
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O Capitulo 2, intitulado “Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo
alimentadas com dietas praticas suplementadas com zinco” esti apresentado de
acordo com as normas para publicacdo na revista Aquaculture Research. Esta pesquisa
teve por objetivo avaliar a disponibilidade e exigéncia de zinco para tilapia do Nilo

utilizando dietas praticas extrudadas.

O Capitulo 3, intitulado “Pariametros imunolégicos e hematoldgicos de tilpias-do-
Nilo alimentadas com dietas praticas suplementadas com zinco e desafiadas com
bactéria Aeromonas hydrophila”, estd redigido de acordo com as normas para
publicacdo na revista Aquaculture Nutrition. O objetivo especifico deste estudo foi
determinar os efeitos fisioldgicos de niveis crescentes de zinco na dieta da tilapia do

Nilo em condicéo de estresse.



22

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANDRADE, E.C.B.; ALVES, S.P.; TAKASE, I. Avaliacdo do uso de ervas medicinais
como suplemento nutricional de ferro, cobre, e zinco. Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, Campinas, v.25, n.3, p.591-596, jul./set. 2004.

ALEXANDRINO, A.C.; OKUMURA, M.P.M.; BALDASSI, L.; ARAUJO, AP,
KURODA, C.K.; WAKASA, Y.S. Ocorréncia de Aeromonas hydrophila em truta arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) em cultivo intensivo — relato de caso. Boletim Instituto de

Pesca, v.26, n.1, p.117-119, 2000.

AOKI, T. Motile Aeromonads (Aeromonas hydrophila). In: WOO, P.T.K.; BRUNO,

D.W. Fish Diseases, v.3, p.427-453, 1999.

APINES-AMAR, M.J.S.; SATOH, S.; CAIPANG, C.M.A.; KIRON, V.; WATANABE,
T.; AOKI, T. Amino acid-chelate: a better source of Zn, Mn and Cu for rainbow trout,

Oncorhynchus mykiss. Aquaculture, v.240, p.345-358, 2004.

ATALAY, M.; LAAKSONEN, D.E.; KALISTE-KORHONEN, E.; HANNINEN, O;
SEN, C.K. Vitamin E regulates changesin tissue antioxidants induced by fish oil and
acute exercise. Medicine & Science in Sports & Exercise, v. 32, n.3, p. 601-607,

2000.

AVALQOS, 1; CHUNG, C.P.; OESER, A.; MILNE, G.L.; MORROW, JD.;



23

GEBRETSADIK, T.; SHINTANI, A.; YU, C.; STEIN, C.M. Oxidative stress in
systemic lupus erythematosus: relationship to disease activity and symptoms. Lupus,

v.16, n.3, p.195-200, 2007.

BAI, J.; CEDERBAUM, A.l. Mitochondrial catalase and oxidative injury. Biological

Signals and Receptors, 10, 189-199, 2001.

BALFRY, S.K.; HIGGS, D.A. Influence of dietary lipid composition on the immune
system and disease resistance of finfish. In: LIM, C.; WEBSTER, C. D. Nutrition and

fish health. New York: Haworth Press, 2001. p.213-225.

BARRY HALLIWELL J.G. Free Radicals in Biology and Medicine. 4.ed. New York,

Oxford University Press, 2007.

BARROS, M. M. et al. Nutricdo e saude de peixes. In. CONGRESSO LATINO-
AMERICANO DE NUTRICAO ANIMAL, 2., 2006, S&o Paulo. Palestras técnicas...

S&o Paulo: CBNA - AMENA, p. 1-15.

BERNSTEIN, R.M.; SCHLUTER, S.F.; MARCHALONIS, J.J. Immunity. In: EVANS,

D.H. The physiology of fishes. 2ed. Boca Raton: CRC Press, 1998. p.215-242.

BLY, J.E.; CLEM, L.W. Temperature adaptation of lymphocyte function in fish. In:
COSSINS, AR. (Ed.). Temperature adaptation of biological membranes, London:

Portland Press, 1994. p.169-184.



24

BOWINK, C.L.; BRANDAO, D.A. Inoculagio bacteriana de Aeromonas hydrophila e a
sobrevivéncia de juvenis de jundia, Rhamdia quelen (Teleostei: Pimelodidae). Ciéncia

Rural, v.31, n.3, 2001.

CHIRANJIB, D.B.; KUMAR, K.P.S. A potential medicinal importance of zinc in
human health and chronic disease. International Journal of Pharmacy and

Biomedical Sciences, v.1,n.1, p.5-11, 2010.

CLEGG, M.S.; KEEN, C.L.; DONOVAN, S.M. Zinc deficiency-induced anorexia
influences the distribution of serum insulin-like growth factor-binding proteins in the

rat. Metabolism, v.44, 1495-1501, 1995.
COSTA, A.B. 1998 Ictiopatologia e manejo sanitario em piscicultura intensiva. In:
SIMPOSIO SOBRE MANEJO E NUTRICAO DE PEIXES, 2., Campinas, 1998.

Anais... Campinas: CBNA. p.73-96.

COZZOLINO, S.M.F. Biodisponibilidade de Nutrientes. 3.ed. atual. e ampl., S&o

Paulo: Manole, 2009, 1172p.

DROGE W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological

Reviews, v.82, n. 1, p. 47-95, 2002.

DUFNER-BEATIE, J.; LANGMADE, S.J.; WANG, F.; EIDE, D.; ANDREWS, G.K.



25

Structure, function, and regulation of a subfamily of mouse zinc transporter genes. The

Journal of Biological Chemistry, USA, v. 278, n.50, p. 50142-50150, 2003.

DUNN, M.F. Zinc-ligant interactions modulate assembly and stability of the insulin

hexamer-a review. BioMetals, Oxford, v. 18, n.4, p. 295-303, 2005.

EID, A.; GHONIM, S.I. Dietary zinc requirement of fingerling Oreochromis niloticus.

Aquaculture, v.119, p.259-264, 1994.

ENANE, N.A.; FRENKEL, K.; O’CONNOR, J.M.; SQUIBB, K.S.; ZELIKOFF, J.T.
Biological markers of macrophage activation: applications for fish phagocytes.

Immunology, v.80, p.68-72, 1993.

FAA, G.; NURCHI, V.M.; RAVARINO, A.; FANNI, D.; NEMOLATO, S.; GEROSA,
C.; EYKEN, P.V.; GEBOES, K. Zinc in gastrointestinal and liver disease.

Coordination Chemistry Reviews. v.252, p.1257-1269, 2008.

FENG, L.; TAN, L.; LIU, Y.; JIANG, J.; JIANG, W.D.; HU, K;; LI, S.H., ZHOU, X.Q.
Influence of dietary zinc on lipid peroxidation, protein oxidation and antioxidant
defence of juvenile Jian carp (Cyprinus carpio var. Jian). Aquaculture Nutrition, v.17,

p.875-882, 2011.

FERNANDEZ, A.B.; DE BLAS, I.; RUIZ, I. El sistema inmune de los teledsteos (1):

Células y 6rganos. Revista AquaTic, v.16, 2002.



26

FORMAN, H.J.; FUKUTO, J.M.; TORRES M. Redox signaling: thiol chemistry
defines which reactive oxygen and nitrogen species can act as second messengers.

American Journal of Physiology. Cell Physiology, v.287, n.2, p. 246-256, 2004.

FORTUNO, A.: SAN JOSE, G.: MORENO, M.U.; DIEZ, J.;: ZALBA, G. Oxidative

stress and vascular remodelling. Experimental Physiology; v.90, n.4, p.457-462, 2005.

FOUNTOULAKI, E., MORGANE, H., RIGOS, G., ANTIGONI, V., MENTE, E.,
SWEETMAN, J., NENGAS, I. Evaluation of zinc supplementation in European sea
bass (Dicentrarchus labrax) juvenile diets. Aquaculture Research, no. doi:

10.1111/j.1365-2109.2010.02503.x, 2010.

FRERICHS, G.N.; MILLAR, S.D. Manual for the isolation and identification of fish

bacterial pathogens. Stirling: Pisces Press, 1993, 60p.

GARCIA, F.; PILARSKI, F.; ONAKA, E.M.; MORAES, F.R.; MARTINS, M.L.
Hematology of Piaractus mesopotamicus fed diets supplemented with vitamins C and

E, challenged by Aeromonas hydrophila. Aquaculture, v.271, p.39-46, 2007.

GATLIN 1II, D.M.; WILSON, R.P. Dietary zinc requirement of fingerling channel

catfish. Journal of Nutrition, v.113, p.630-635, 1982.

GATLIN I1Il, D.M.; PHILLIPS, H.F. Dietary calcium, phytate and zinc interactions in



27

channel catfish. Aquaculture, v.79, p.259-266, 1989.

GLOVER, C.N.; HOGSTRAND, C. In vivo characterisation of intestinal zinc uptake in

freshwater rainbow trout. Journal of Experimental Biology, v.205, p.141-150, 2002.

GLOVER, C. N.; BURY, N.R.; HOGSTRAND, C. Zinc uptake across the apical
membrane of freshwater rainbow trout intestine is mediated by high affinity, low
affinity, and histidine-facilitated pathways. Biochemic et Biophysica Acta, v.1614,

p.211-219, 2003.

GRIFFITHS H.R. ROS as signalling molecules in T cells — evidence for abnormal
redox signalling in the autoimmune disease, rheumatoid arthritis. Redox Report, v.10,

n.6, p. 273-280, 2005.

HAASE, H. & MARET, W. Intracellular zinc fluctuations modulate protein tyrosine
phosphatase activity in insulin/insulin-like growth factor-1 signaling. Experimental

Cell Research, New York, v.291, n.2, p.289-298, 2003.

HALLIWELL, B., GUTTERIDGE, J.C.M. Free Radicals in Biology and Medicine.

Oxford University Press, New York, 1999.

HAMBIDGE, K.M.; CASEY, C.E.; KREBS, N.F. Zinc. in W. Mertz. Trace elements in

human and animal nutrition. Academic Press, San Diego, EUA, p.1-137, 1986.



28

HENRIQUES, G.S.; HIRATA, M.H.; COZZOLINO, S.M.F. Aspectos recentes da
absorcéo e biodisponibilidade do zinco e suas correlagdes com a fisiologia da isoforma
testicular da enzima conversora de angiotensina. Revista de Nutric¢éo, v.16, p.333-345,

2003.

HIDALGO, M.C.; EXPOSITO, A.; PALMA, J.M.; HIGUERA, M. Oxidative stress
generated by dietary Zn-deficiency: studies in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, v.34, 183-193, 2002.

HITCHON, C.A.; EL-GABALAWY, H.S. Oxidation in rheumatoid arthritis. Arthritis

Research and Therapy, v.6, n.6, p. 265-78, 2004.

HORN, N.M.; THOMAS, A.L.; TOMPKINS, J.D. The effect of histidine and cystine on

zinc influx into rat and human erythrocytes. Journal of Physiology, v.489, p.73-80,

1995.

ISLAM, M.S.; LOOTS, D.T. Diabetes, metallothionein, and zinc interactions: a review.

Biofactors, Oxford, v.29, n.4, p.203-212, 2007.

IWAMA, G.; NAKANISHI, T. The fish Immune System. Fish Physiology, v.15,

1996.

JOBLING, M. Fish bioenergetics. London: Chapman & Hall, 1994. 307p



29

JONES D.P. Disruption of mitochondrial redox circuitry in oxidative stress. Chemico-

biological Interactions, v.163, n.1-2, p.38-53, 2006.

KOURY, J.C; DONANGELO, C. M. Zinco, estresse oxidativo e atividade fisica.

Revista de Nutrigéo, v. 16, n. 4, p. 433-441, 2003.

KNOX, D.; COWEY, C.B.; ADRON, J.W. Effects of dietary zinc intake upon copper

metabolism in rainbow trout (Salmo gairdneri). Aquaculture, v.40, p.199-207, 1984,

KOHEN, R.; NYSKA, A. Oxidation of biological systems: oxidative stress phenomena,
antioxidants, redox reactions, and methods for their quantification. Toxicologycal

Pathology, 30, 620—650, 2002.

KREBS N.F. Overview of zinc absorption and excretion in the human gastrointestinal

tract. The Journal of Nutrition, v.130, n. 5, p.1374-1377, 2000.

LALL, S.P. The minerals. In: Fish Nutrition, 2nd edn, Vol. 1 (Halver, J.E. & Hardy,

R.W. eds), pp. 219-257. Academic Press Inc., San Diego, CA. USA, 1989.

LI, B.T.; VAN KESSEL, A.G.; CAINE, W.R. HUANG, S.X.; KIRKWOOD, R.N.
Small intestinal morphology and bacterial populations in ileal digesta and feces of
newly weaned pigs receiving a high dietary level of zinc oxide. Canadian Journal of

Animal Science, v.81, p. 511-516, 2001.



30

LIANG, JJ.; YANG, HJ.; LIU, YJ.; TIAN, L.X.; LIANG, G.Y. Dietary zinc
requirement of juvenile grass carp (Ctenopharyngodon idella) based on growth and

mineralization. Aquaculture Nutrition, v.18, p.380-387, 2012.

LIAO, H.J.; CHEN, Y.H.; JENG, S.S. Association of zinc with connective tissue in the

digestive tract of common carp. Fisheries Science, v.72, p.893-902, 2006.

LIM, C.; KLESIUS, P.H.; DUNCAN, P.L. immune response and resistance of channel
catfish to Edwardsiella ictaluri challenge when fed various dietary levels of zinc
methionine and zinc sulfate. Journal of Aquatic Animal Health, v.08, p.302-307,

1996.

LO, G.S.; SETTLE, S.L.; STEINKE, F.H. HOPKINS, D.T. Effect of phytate: zinc
molar ratio and isolated soybean protein on zinc bioavailability. Journal of Nutrition,

v.111, p.2223-2235, 1981.

LOPEZ-TORRES, M.; PEREZ-CAMPOS, R.; CADENAS, S.; C. ROJAS, C.; BARJA,
G. A comparative study of free radicals in vertebrates-1l. Non-enzymatic antioxidants
and oxidative stress, Comparative Biochemistry and Physiology. v.105, 757— 763,

1993.

LOVELL, T. Nutrition and feeding of fish. 2. ed. Norwell: Kluwer Academic, 1998.

267 p.



31

MAFRA, D.; COZZOLINO, S.M.F. Importancia do zinco na nutricdo humana. Revista

de Nutri¢do, Campinas, v.17, n.1, p.79-87, 2004.

MAAGE, A.; JULSHAMN, K. Assessment of zinc status in juvenile Atlantic salmon
(Salmo salar) by measurement of whole body and tissue levels of zinc. Aquaculture,

v.117, p. 179-191, 1993.

McCALL, K. A.; HUANG, C.; FIERKE, C. A. Function and mechanism of zinc

metalloenzymes. The Journal of Nutrition, v. 130, n. 5, p. 1437-1446, 2000.

McCOMB, R.B., BOWERS, G.N. & POSEN, S. Alkaline phosphatase. New York:

Plenum Press, 986p, 1979.

McDOWELL. L.R. Vitamins in animal nutrition: comparative aspects to human

nutrition. New York: Academic, 1989. 486 p.

McNALL, A.D.; ETHERTON, T.D., FOSMIRE, G.J. The impaired growth induced by
zinc deficiency in rats is associated with decreased expression of the hepatic insulin-like
growth factor | and growth hormone receptor genes. Journal Nutrition, v.125, p.874-

879, 1995.

MILLAN, J.L. Mammalian alkaline phosphatases: from biology to applications in

Medicine and Biotechnology. Wiley — VCH Verlag GmbH & Co KGaA, 2006.



32

MOCCHEGIANI, E.; GIACCONI, R.; MALAVOLTA, M. Zinc signaling and
subcellular distribution: emerging targets in type 2 diabetes. Trends in Molecular

Medicine, Oxford, v.14, n.10, p.419-428, 2008.

NELSON, D.L. & COX, M.M. Lehninger Principles of Biochemistry. 4a. Ed.; W.H.

Freeman and Company, New York, USA, 2005.

NORDBERG, J.; ARNER, E.S.J. Reactive oxygen species, antioxidants, and the
mammalian thioredoxin system. Free Radical Biology and Medicine, v.31, p.1287-

1312, 2001.

OBERLEAS, D.; PRASAD, A.S. Growth as affected by zinc and protein nutrition.

Animal Journal Clinical Nutrition, v.22, p.1304-1314, 1969.

O’DELL, B.L.; BROWNING, J.D.; REEVES, P.G. Zinc deficiency increases the

osmotic fragility of rat erythrocytes. Journal of Nutrition, v.117, p.1883-1889, 1987.

OGINO, C. & YANG, G.Y. Requirement of rainbow trout for dietary zinc. Bulletin of

the Japanese Society Science of Fish, v.44, p.1015-1018, 1978.

OGINO, C.; YANG, G.Y. Requirement of carp for dietary zinc. Bulletin of the

Japanese Society of Scientific Fisheries, v.45, p.967-969, 1979.



33

OKTYABRSKY, O.N.; SMIRNOVA, G.V. Redox regulation of cellular functions.

Biochemistry, v.72, n.2, p.132-145, 2007.

ONER, G.; BHAUMICK, B.; BALA, R.M. Effect of zinc deficiency on serum
somatomedin levels and skeletal growth in young rats. Endocrinology, v.114, p.1860-

1863, 1984.

PARIPATANANONT, T.; LOVELL, R.T. Chelated zinc reduces the dietary zinc

requirement of channel catfish, Ictalurus pinctatiis. Aquaculture, v.133. p.73, 1995.

PAVANELLI, G.C.; EIRAS, J.C.; TAKEMOTO R.M. Doencas de peixes: profilaxia,

manejo e tratamento, 2.ed. Maringa: EDUEM, 2002. 246p.

PEZZATO, L.E.; BARROS, M.M.; FRACALOSSI, D.M.; CYRINO, J.E.P. Nutricdo de
Peixes. In: CYRINO, JE.P.; URBINATI, E.C., FRACALOSSI, D.M;
CASTAGNOLLI, N. Tépicos especiais em piscicultura de agua doce tropical

intensiva. Sdo Paulo: TecArt, 2004. p.74-169.

PICKERING, A.D. Introduction: the concept of biological stress. In: PICKERING,

A.D. Stress and fish. London: Academic Press, 1981. p.1-9.

PLUMB, J.A.; BOWSER, P.R. Microbial fish disease laboratory manual. Alabama:

Auburn University, Alabama Agriculture Experiment Station, 1983. 95p.



34

POWELL, J.J. The antioxidant properties of zinc. The Journal of Nutrition, v. 130, n.

5, p. 1447-1545, 2000.

REZAIE, A.; PARKER, R. D.; ABDOLLAHI, M. Oxidative Stress and Pathogenesis of
Inflammatory Bowel Disease: An Epiphenomenon or the Cause? Digestive Diseases

and Sciences, v. 52, n. 9, p. 2015-2021, 2007.

ROSA R.M.; ROEHRS R.; SAFFI J.; HENRIQUES J.A.P. O papel da reparacdo de
lesbes oxidativas induzidas no DNA na reducéo do risco de desenvolvimento de cancer.
In: SALVADOR, M., HENRIQUES, J.A.P. Radicais livres e a resposta celular ao

estresse oxidativo. Canoas: Editora da Ulbra, 2004.

ROTH, H.P.; KIRCHGESSNER, M. Zn metalloenzyme activities. Revista Nutrition

Diet, v.34, p.144-160, 1980.

SA, M.V.C.; PEZZATO, L.E.; BARROS, M.M.; PADILHA, P.M. Optimum zinc
suplementation level in Nile tilapia Oreochromis niloticus juveniles diets. Aquaculture,

v.238, p.385-401, 2004.
SA, M.V.C; PEZZATO, L.E.; BARROS, M.M.; PADILHA, P.M. Relative
bioavailability of zinc in supplemental inorganic and organic sources for Nile tilapia

Oreochromis niloticus fingerlings. Aquaculture Nutrition, v.11, p.273-281, 2005.

SALAMUNIC’, I.; JURETIC’, D.; LIUTIC’, D. Effect of different dialysis membranes



35

on erythrocyte antioxidant enzyme levels and scavenger systems related to free
hemoglobin in serum of hemodialysis patients. Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine, v.41, p.904-907, 2003.

SALGUEIRO, M. J. et al. Zinc as an essential micronutrient: a review. Nutrition

Research, v. 20, n. 5, p. 737-755, 2000.

SANDSTROM, B. Micronutrient interactions: effects on absorption and bioavailability.

British Journal of Nutrition, v.85, p. 181-185, sup.2, 2001.

SATOH, S.; TABATA, K.; ISUME, K. et al. Effect of dietary tri-calcium phosphate on
availability of zinc to rainbow trout. Nippon Suisan Gakkaishi, v.53, p.1199-1205,

1987.

SEVE, M.; CHIMIENTI, F.; SEVERINE, D.; FAVIER, A. In silico identification and
expression of SLC30 family genes: Na expressed sequence tag data mining strategy for
the characterization of zinc transporters tissue expression. BMC Genomics, London, v.

5,n.1, p.32, 2004.
SHOEMAKER, C.; KLESIUS, P.; LIM, C. Immunity in Fish. In: Il Simpdsio de
Nutricdo e Saude de Peixes, 2007, Botucatu. Il Simposio Internacional de Nutricdo e

Saude de Peixes, 2007.

SIES H., Oxidative Stress: Introdutory remaks. v.1. London, Academic Press, 1985.



36

p. 1-8.

SPINELLI, J.; HOULE, C.R.; WEKELL, J.C. Effect of phytates on the growth of
rainbow trout fed purified diets containing varying quantities of calcium and

magnesium. Aquaculture, v.30, p. 71-83, 1983.

SURH Y.J. Oxidative Stress, Inflammation, and Health. Packer L. Londres: Taylor

& Francis, 2005.

SWANN, L.; WHITE, D.V.M. Diagnosis and treatment of Aeromonas hydrophila
inection of fish. In: A Guide to Approved Chemical in Fish Production and Fishery

Resource Management, University of Arkansas Cooperative Extension Service, 1989.

TAN, L.N.; FENG, L.; LIU, Y.; JIANG, J.; JIANG, W.D.; HU, K,; LI, S.H.; ZHOU,
X.Q. Growth, body composition and intestinal enzyme activities of juvenile Jian carp
(Cyprinus carpio var. Jian) fed graded levels of dietary zinc. Aquaculture Nutrition,

2010, doi: 10.1111/j.1365-2095.2010.00793.x.

THOMPSON, L. U. Antinutrients and blood glucose. Food Technology, v.42, p.123—

132,1988.

TORRECILLAS, S.; CABALLERO, M.J.; MONTERO, D.; ROBAINA, L,
SWEETMAN, J.; OTRT, L.; IZQUIERDO, M.S. Immune stimulation and improved

infection resistance in European sea bass (Dicentrarchus labrax) fed mannan



37

oligosaccharides. Fish & Shellfish Immunology, v. 23, n. 5, p. 969-981, 2007.

UNDERWOOD, E.J. Trace Elements in Human and Animal Nutrition, 2nd ed.

Academic Press, New York, 1962.

VALLEE, B.L.; FALCHUK KH. The biochemical basis of zinc physiology. Physiology

Research, v.73, p.79-118, 1993.

WANG, M.S.; CHUANG, P.C.; SUN, L.T.; JENG, S.S. Localization of Zn-binding
protein in the digestive tract tissue of common carp. Fisheries Science, v.68, p.484-493,

2002.

WEBSTER, C. Minerals and fish health. In: SIMPOSIO DE NUTRICAO E SAUDE
DE PEIXES, 2., 2007, Botucatu, SP. 2° Simposio de Nutricdo e Saude de Peixes (Anais)
Botucatu: Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual

Paulista, 2007. p. 21-34.

WEDEMEYER, G. Stress induced ascorbic acid depletion and cortisol production in
two salmonid fish. Comparative Biochemistry and. Physiology, v.29, p.1247-1251,

1969.

ZHAO, H.X., CAO, J.M., LIU, X.H., ZHU, X, CHEN, S.C., LAN, H.B., WANG, A.L.
Effect supplemental dietary zinc sources on the growth and carbohydrate utilization of

tilapia Smith 1840, Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus. Aquaculture



Nutrition, no. doi: 10.1111/].1365-2095.2009.00707.x, 2009.

38



CAPITULO II



40

Absorcao de minerais e desempenho de juvenis de tilapia-do-Nilo alimentadas com

dietas praticas suplementadas com zinco

Resumo - O presente trabalho compde-se de dois estudos. No primeiro, avaliou-se 0s
efeitos da suplementacdo de zinco (0, 20, 40, 80, 160 e 320 mg kg™) na absorcéo de
zinco (Zn), cobre, ferro e manganés de 60 peixes. No segundo estudo, foram avaliados
os efeitos do zinco nos parametros produtivos de tilapias-do-Nilo. Foram utilizados 288
peixes, com peso de 7,67 £ 0,23 g, distribuidos ao acaso em 36 aquarios de 250 L e
alimentados com dietas praticas contendo niveis crescentes de zinco suplementar. A
fonte de zinco utilizada foi o sulfato de zinco monoidratado. Ao final de 130 dias
experimentais, foram avaliados ganho de peso, consumo de ragdo, converséo alimentar,
taxa de retencdo proteica, sobrevivéncia, atividade da fosfatase alcalina, retencdo de
zinco nos 0ssos e carcacga. A suplementacdo de Zn nédo influenciou a absorcéo de ferro.
O excesso de zinco suplementar prejudicou a absorcdo de cobre pelo epitélio intestinal
dos peixes. A absorcdo de manganés foi prejudicada quando os animais foram
alimentados com dietas suplementadas com 320 mg Zn kg™. A concentracio de zinco
na carcaca e atividade da fosfatase alcalina responderam positivamente ao aumento de
nivel de suplementacdo dietética de zinco. As andlises de regressdo segmentada
demonstraram que maior ganho de peso, retencdo proteica e melhor conversédo alimentar
dos peixes foram estimados em 59,84; 80,00 e 82,62 mg Zn kg' da dieta,
respectivamente. Com base na retencdo 6ssea de zinco, a exigéncia deste mineral em

dietas praticas para juvenis de tilapia-do-Nilo é de 82,71mg kg™.

Palavras chave: absor¢do, Oreochromis niloticus, sulfato de zinco monoidratado
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Growth performance of Nile tilapia fed practice diets containing levels of zinc

Abstract — This study was divided in two trials. First: the trial evaluated the effects of
zinc supplementation (0, 20, 40, 80, 160, 320 mg kg™ diet) on zinc (Zn), copper (Cu),
iron (Fe) and manganese (Mn) availability. Second: a 130-day feeding trial was
undertaken to evaluate the effect of zinc on growth performance of Nile tilapia juveniles
(Oreochromis nilocticus). 288 Nile tilapia fingerlings with 7.67 + 0.23 g weight
(meantSD) were randomly stocked into 36 250 L-aquaria and fed practical diets
containing graded levels of zinc. Zinc source was zinc sulfate monohydrate
(ZnS04.H20). Excess of zinc supplement has damaged the absorption of copper by
intestinal epithelium. The absorption of manganese was injured when the animals were
fed diets supplemented with 320 mg Zn kg™. Concentration of zinc in carcase and
alkaline phosphatase activity increased with the increasing zinc levels. At the end of the
experimental period fish were weighed to evaluate weight gain, feed intake, feed
conversion ratio, protein retention, survival, alkaline phosphatase activity and zinc
tissues saturation. The broken-line analysis showed that the greater weight gain, protein
retention and better feed of fish were estimated at 59.84, 80.00 and 82.62 mg Zn kg™,
respectively. Based on bone absorption of zinc, the requirement of this mineral in

practical diets for juvenile of Nile tilapia is 82.71 mg kg™.

Key words: absorption, Oreochromis niloticus, zinc sulfate monohydrate
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Introducéo

A tilapia-do-Nilo pertence a classe dos ciclidios africanos e tem sido utilizada em
pisciculturas por possuir caracteristicas como rusticidade, resisténcia ao manejo,
adaptacdo a varios tipos de climas e étima aceitacdo no mercado, sendo, por esta razao,
uma das espécies mais cultivadas no Brasil. Em virtude da importancia da tilapia para a
aquicultura, muitos aspectos de sua nutricdo sdo estudados (Boscolo, Signor, Feiden,
Bombardelli, Signor & Reidel 2005).

Os minerais sdo nutrientes essenciais a vida, e apesar de serem exigidos em
pequenas quantidades, sdo necessarios para 0 metabolismo e homeostase dos
organismos (Nelson & Cox 2005). O zinco participa de varias funcdes especificas,
tendo importancia estrutural e/ou funcional em mais de 300 enzimas e proteinas (Vallee
& Falchuk 1993), denominadas metaloenzimas de zinco. Enzimas como anidrase
carbonica, fosfatase alcalina, carboxipeptidase, alcool desidrogenase, superéxido
dismutase, colagenase e RNA-polimerase, sdo exemplos de enzimas que possuem o0
zinco como componente estrutural. Assim, o nivel organico inadequado causado pela
deficiéncia de zinco prejudica todo o funcionamento destas enzimas, o equilibrio
organico e, consequentemente, a salde do animal (Hambidge, Casey & Krebs 1986),
podendo causar prejuizos ao crescimento, reproducdo, visdo e sistema imune
(Watanabe, Kiron & Satoh 1997).

A absorcdo do zinco pode ser afetada pelo tipo da dieta, fonte proteica e forma
quimica do elemento, nivel de ingestdo de mineral, inter-relacbes com outros minerais,
tipo e teor de fibra da dieta e complexagdo com ligantes positivos e negativos (S4,

Pezzato, Barros & Padilha 2005). A exigéncia de peixes por zinco em dietas praticas é
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maior quando comparada com dietas purificadas (Gatlin 111 & Wilson 1984, Satoh et al.
1987). Desta forma, quando os peixes sdo alimentados com dietas purificadas,
apresentam exigéncia em zinco de 15 a 70 mg kg™ (Ogino & Yang 1978, Gatlin 11l &
Wilson 1983, Maage & Julshamn 1993, NRC 2011). Dietas de salmbdes produzidos
comercialmente, normalmente, sdo suplementadas com 80 a 119 mg Zn kg™ (Tacon &
De Silva 1983).

A fosfatase alcalina € importante metaloenzima que possui como elemento
constituinte o zinco (Hambidge et al. 1986). A atividade desta enzima e as
concentracdes de zinco corporal e plasmatica aumentaram em trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas com dietas suplementadas com zinco (Kucukbay,
Yazlak, Sahin, Tuzcu, Cakmake, Gurdogan, Juturu & Sahin 2006).

Com base no exposto, 0 objetivo deste estudo foi investigar os efeitos da
suplementacdo de zinco em dietas praticas na absor¢cdo de minerais bivalentes,
crescimento, concentracdo do zinco em tecidos e atividade da fosfatase alcalina em

juvenis de tilapia-do-Nilo.

Material e Métodos

Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Nutricdo de Organismos

Aquéticos — AquaNutri, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,

Céampus de Botucatu.

Dietas Experimentais

Foram avaliadas dietas praticas suplementadas com niveis crescentes de zinco.
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Considerando-se que a fonte inorganica utilizada, sulfato de zinco monoidratado
(ZnS0O4.H,0), possui em sua composicdo 37,4% de zinco (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil), as dietas que constituiram os tratamentos foram:

0Zn (controle) = dieta ausente da suplementacdo de ZnS0,4.H,0;

20Zn = dieta suplementada com 53,48 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;

40Zn = dieta suplementada com 106,95 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;

80Zn = dieta suplementada com 213,90 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;

160Zn = dieta suplementada com 427,81 mg ZnS0..H,0 kg™ da dieta;

320Zn = dieta suplementada com 855,61 mg ZnSO,.H,0 kg™ da dieta.

As dietas foram balanceadas de acordo com os valores de proteina e aminoacidos
digestiveis das materias primas determinados por Furuya, Pezzato, Pezzato, Barros &
Miranda (2001) e Guimardes, Pezzato & Barros (2008), sendo os demais valores
utilizados de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e nutrientes dos
alimentos determinados por Pezzato, Miranda & Barros (2002). O suplemento
vitaminico-mineral ndo apresentava zinco na sua composicao (Tabela 1).

As dietas foram elaboradas, e apds moagem e homogeneizagdo dos ingredientes, a
mistura foi processada em extrusora de rosca e desidratada em estufa de ventilagao
forcada a 55°C, durante 12h. Os peixes foram adaptados as dietas experimentais
durantes 15 dias. Posteriormente, foram pesados e alimentados quatro vezes ao dia, até

saciedade aparente, nos horarios de 8h30min, 11h30mim, 14h30min e 17h30min.

Determinac&o dos coeficientes de absor¢éo aparente de minerais
Para determinar os coeficientes de absorcdo aparente (CAA) dos minerais zinco

(Zn), cobre (Cu), ferro (Fe) e manganés (Mn), as racfes experimentais foram acrescidas
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de 0,10 % de déxido de crémio-I11 (Cr,03). Foram utilizados 60 peixes com peso médio
de 101,3 £ 1,5 g distribuidos em seis tratamentos (n=10) para coleta de fezes, por meio
da metodologia descrita por Pezzato et al. (2002).

Os peixes foram distribuidos em seis tanques-rede (200 L), alocados em aquarios
circulares de 250 L com sistema de recirculacdo de agua e temperatura controlada
(26°C). Os peixes receberam racdo até a saciedade aparente durante o periodo das 8 as
17h, com maior frequéncia durante o periodo vespertino. As 18h os peixes foram
transferidos para os aquérios de digestibilidade (300 L), com o terco inferior em formato
conico para coleta das fezes. Os aquarios de digestibilidade eram providos de sistema
individual de aeracdo e controle de temperatura. Os peixes permaneceram nos aquarios
de digestibilidade até a manhd do dia seguinte, quando retornaram aos tanques de
alimentacéo, para novo ciclo de coleta.

As fezes foram coletadas diariamente e armazenadas a -20°C. Ap6s serem moidas
e homogeneizadas, foram determinadas as concentragdes dos minerais nas racoes e
fezes por espectrometria de absor¢cdo atbmica em chama (FAAS), no Laboratério de
Quimica do Instituto de Biociéncias de Botucatu, de acordo com Bremer-Neto, Graner
& Pezzato (2005).

Os coeficientes de absorcdo aparente dos minerais (CAA) foram calculados com
base nos teores de 6xido de crémio e dos minerais das racdes e fezes (Cho & Kaushik,

1990), de acordo com a seguinte equagéo:

CAA (%) = 100-[ 100* (%Cr,05 dieta/ % Cr,0; fezes)* (Yonutriente fezes/ %onutriente dieta)]
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Desempenho Produtivo

Foram utilizados 288 alevinos de tilapia-do-Nilo, masculinizados, com peso
médio inicial de 7,67 £ 0,23 g distribuidos em 36 aquéarios de 250 L (n=8). O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Cada aquéario foi dotado de
sistema recirculacéo e filtragem de dgua por meio de biofiltro e sistema de aquecimento,
controlado por termostato mantendo temperatura de conforto para a espécie (25°C).

Diariamente foi medida a temperatura da agua e, semanalmente, o pH, o teor de
oxigénio dissolvido, saturacdo de oxigénio dissolvido, solidos totais dissolvidos e a
amonia total utilizando-se sonda YSI 556®. Os valores médios observados para esses
parametros foram: 24,8+0,8°C; 7,0+ 0,2; 5,0+0,4mg L™*; 61+ 5%:; 0,15+ 0,69 L™"; 0,25+
0,07, respectivamente, demonstrando que estdo dentro do conforto para a especie
estudada (Boyd 1992). Os aquérios foram sifonados, semanalmente, para manutencéao
da qualidade da agua.

Apb6s o periodo experimental de 130 dias, foram avaliados os indices de
desempenho produtivo :

- ganho de peso (GP) = (peso final — peso inicial) (g);

- consumo de racdo (CR) = (ragéo fornecida / peixe) (g);

- converséo alimentar = (consumo de ragéo / ganho em peso) (g g);

- taxa de retencdo proteica = {[(PB% da carcaca final na matéria natural * peso
final) — (PB% da carcaca inicial na matéria natural * peso inicial)] / proteina
consumida} *100 (%);

- taxa de sobrevivéncia = [(n° de peixes vivos / n° de peixes mortos) *100 (%).
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Fosfatase Alcalina

Ap0s as pesagens para determinacdo do desempenho produtivo, seis peixes por
tratamento foram anestesiados (benzocaina, 1g em 10 L de agua) e, ap6s completa
sedacdo, foi realizada a coleta de sangue por puncao do vaso caudal com seringa de 1,0
mL. ApoOs a coleta, o sangue foi centrifugado em centrifuga refrigerada a 5000rpm por
15 min para obtencdo do soro. A atividade cinética da fosfatase alcalina foi mensurada
utilizando-se kit de determinacdo por método cinético de tempo fixo (Labtest®). O
método baseia-se na hidrélise da timolftaleina monofosfato liberando timolftaleina, que
apresenta cor azul em meio alcalino. A cor formada, que ¢é diretamente proporcional a
atividade enzimatica, a qual foi medida a 590 nm. Essa anélise foi feita no Laboratério

de Bioprocessos, do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu.

Determinacéo de zinco nos 0Ssos

Os peixes foram colocados em solucdo anestésica (benzocaina, 1g em 10 L de
agua) até completa dessensibilizacdo e 6bito. Depois foram coletadas as colunas
vertebrais de seis peixes por tratamento. As colunas foram autoclavadas para melhor
remoc¢do de masculos. As vértebras ficaram imersas em éter de petréleo por 24 horas, e
em seguida, submersas em solucdo de &cido cloridrico (5%, m/v) por duas horas, e secas
por 24 horas a 55°C em estufa de ar for¢ado. Posteriormente, as amostras foram moidas
e armazenas a -20°C até serem analisadas, segundo AOAC (1995). Para a determinacéao
da concentracdo de zinco nos ossos foi feita digestdo nitrico/perclorica e,
posteriormente, a quantificacdo foi feita por espectrometria de absor¢do atdbmica em

chama (FAAS).
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Determinacéo de zinco na carcacga

Seis peixes por tratamento foram anestesiados (benzocaina, 1g em 10 L de agua)
e, ap6s o Obito os animais foram congelados e, posteriormente, moidos, secos e
armazenados a -20°C até serem analisados. Para a determinacdo da concentracdo de
zinco nas carcacas foi feita digestdo nitrico/perclorica e, posteriormente, a quantificacdo

foi feita por espectrometria de absorcdo atdbmica em chama (FAAS).

Andlises quimico-bromatol 6gicas
O conteudo de proteina bruta, matéria seca, extrato etéreo e cinzas das dietas e

carcacas foram determinados de acordo com os protocolos da AOAC (1995).

Analises estatisticas

As anélises foram feitas utilizando-se o pacote estatistico Minitab® 16.1.0
(Minitab Inc. 2010). Os dados de coeficiente de absorcdo de minerais (Zn, Fe, Cu e
Mn), ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar, taxa de retengéo proteica,
atividade da fosfatase alcalina, concentracdo de zinco nos 0ssos e carcaga foram
submetidos a técnica de andlise de variancia para 0 modelo com um fator (p<0,05) e
complementado pelo teste de comparagbes multiplas de Fisher. Ndo foram feitas
analises de regressdao nos casos em que o modelo ndo foi significativo ou o ajuste
mostrou a impossibilidade de obtencdo de resultados bioldgicos adequados (R?<0,70).
Os dados de sobrevivéncia foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, e complementados com o teste de comparagdes de Mann-Whitney. Os efeitos
dos niveis de Zn no coeficiente de absor¢do de minerais, ganho de peso, conversao

alimentar, taxa de retencdo de proteina e concentracdo de zinco nos ossos foram
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analisados pelo modelo de regressdo segmentada “broken-line” (Portz, Dias & Cyrino

2000), utilizando-se o pacote estatistico SAS® (SAS 2004).

Resultados

Os resultados de coeficientes de absorcdo aparente de zinco (CAAz,), ferro
(CAAR), cobre (CAAc) e manganés (CAAwn) de juvenis de tilapia-do-Nilo
alimentadas com dietas isenta e suplementadas com zinco estdo apresentados na Tabela
2. O maior CAAZz, ocorreu nos peixes alimentados com dieta isenta de suplementacéo.
A suplementacdo dietética de zinco acima de 40 mg kg™ diminuiu 0 CAAc, dos peixes.
Os peixes apresentaram menor CAAwm, quando alimentados com dietas isenta e
suplementada com 320 mg Zn kg’ da dieta. O CAAg ndo foi influenciado pela
suplementacdo de zinco. Com base na regressdo segmentada, 0 ponto em que ocorre
mudanca no comportamento de absorcdo de zinco foi de 36,29 mg Zn kg* da dieta
(Figura 1).

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios de ganho de peso (GP),
consumo de racdo (CR), conversdo alimentar (CA), taxa de retencdo proteica (TRP) e
atividade da fosfatase alcalina (FA) e as medianas de taxa de sobrevivéncia (SOB) dos
peixes alimentados com as dietas experimentais por 130 dias. O menor nivel de
suplementacéo de Zn que determinou maior TRP e melhor CA foi de 80 mg Zn kg™. Os
pontos de quebra derivados do modelo de regressdo segmentada foram de 59,84; 82,62
e 80,00 mg Zn kg™, para GP, CA e TRP, respectivamente (Figuras 2, 3 e 4). O consumo
de racdo e a sobrevivéncia dos animais ndo foram afetados pela suplementagéo de zinco.

A atividade da enzima fosfatase alcalina foi maior em animais arragcoados com dietas
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suplementadas com 320 mg Zn kg™ (Tabela 3).

Observou-se maior concentracdo de zinco na nos 0ssos e nas carcaca de peixes
(p<0,001) alimentados com dieta suplementada com 320 mg kg™ (Tabelas 3 e 4).
Estimando-se a suplementacéo dietética étima de zinco, para juvenis de tilapia-do-Nilo,
por meio da regressdo segmentada, obteve-se o valor de 82,71 mg Zn kg™ (Figura 5). Os
teores de proteina bruta, extrato etéreo e cinzas ndo foram influenciados pela crescente

suplementacéo dietética de zinco (Tabela 4).

Discussdo

A absor¢cdo de zinco pelos enterdcitos intestinais ocorre por meio de dois
mecanismos de transporte: processo mediado por transportadores e por difusdo simples,
que varia conforme a concentracdo desse mineral presente na dieta. O mecanismo
mediado por carreador predomina em situacdo de baixa concentracdo de zinco na dieta,
enquanto que a absor¢do por difusdo simples é predominante quando a concentracao
desse mineral é elevada (Cousins & McMahon 2000).

Apoés absorcdo pelas células epiteliais, o zinco liga-se as metalotioneinas,
proteinas responsaveis pela regulagdo homeostatica de sua absorgdo. A expressdo
génica dessas proteinas é estimulada por hormdnios e pela alta ingestdo alimentar de
zinco. Quando o organismo apresenta elevada concentracdo de zinco, as metalotioneinas
ligam-se ao mineral, e em seguida, € excretado nas fezes, juntamente com as células
intestinais descamadas (Hempe & Cousins 1992).

Neste estudo, os resultados de coeficiente de absorgéo de zinco, sugerem que 0S
peixes alimentados com dietas isenta zinco e suplementadas com 20 e 40 mg kg™,

apresentavam maior necessidade do mineral. O zinco presente em fontes inorganicas
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estd mais disponivel ao organismo que o zinco de fontes vegetais, sendo que os de
fontes inorganicas também ndo apresentam 100% de biodisponibilidade (Lo, Settle,
Steinke & Hopkins 1981). O zinco proveniente dos ingredientes da dieta
(46,53 mg kg™), na sua totalidade de origem vegetal, provavelmente estava complexado
ao acido fitico, diminuindo assim, sua absorg¢do pelo intestino (O’Dell, Yohe & Savage
1964). A analise de regressdo segmentada determinou o ponto de quebra em 36,29 mg
Zn kg* de suplementacdo dietética, indicando que a partir deste ponto a absorcéo do
mineral pelo organismo ficou mais lenta, em relacdo a inclusdo de zinco na dieta.
Apresentando, desta forma, relacdo inversa a suplementacdo dietética do mineral. Os
animais alimentados com dieta suplementada com 320 mg Zn kg™ apresentaram queda
de 50% na absorcdo. Dessa forma, supde-se que a absorcdo de zinco depende dos
estoques corporais, sendo menor se houver quantidades razoaveis no organismo, e
maior nas deficiéncias (Krebs, 2000).

As interacGes entre minerais podem ser diretas quando estes competem pelo
mesmo sitio de absorcdo, possuem propriedades fisicas e quimicas semelhantes e,
portanto, o excesso de um prejudica a utilizagdo do outro. A interacdo indireta ocorre
quando o mineral depende de outro para estar em sua forma ativa, causando prejuizo ao
organismo por perda de funcGes essenciais & homeostase (Couzy, Gershwin & Mareschi
1993).

A absorc¢do de Fe ndo foi alterada pelos niveis de inclusdo de Zn, sendo possivel
inferir que a quantidade méaxima de suplementacdo de zinco ndo suprimiu a capacidade
absortiva do organismo por ferro. Notou-se, que a absor¢do de Cu diminuiu em 50% em
tilapias alimentadas com dietas suplementadas com niveis acima de 40 mg Zn kg™. A

absorcdo de Mn também foi prejudicada quando os animais foram alimentados com
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dietas suplementadas com 320 mg Zn kg™. A absor¢do do Zn e Cu é regulada via
hepatica pela metalotioneina, que mantém a homeostasia desses minerais. No trato
gastrointestinal, em ingestdes elevadas de Zn, essa proteina apresenta menor afinidade
pelo Cu, prejudicando, desta maneira, o transporte do Cu a corrente sanguinea (Cousins
1985). Desta forma, é possivel sugerir que, por disputarem o mesmo sitio de absorcao
intestinal, o excesso de zinco suplementar prejudica a absorcéo de cations bivalentes.

O zinco é micromineral essencial importante para o metabolismo e crescimento
animal, pois desempenha funcGes estruturais, enzimaticas e reguladoras (Cousins;
Luizzi & Lichten 2006, Sekler, Sensi & Hershfinkel 2007). A diversidade das
caracteristicas fisico-quimicas do zinco constitui a base de sua extensa participacdo no
metabolismo de carboidratos, proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Tudor, Zalewski &
Ratnaike 2005). Neste estudo, o ganho de peso foi similar ao observado em outro estudo
realizado mesmo laboratério com a mesma espécie de peixe (S4, Pezzato, Barros &
Padilha 2004), indicando que baixas doses de zinco dietético reduzem o crescimento de
juvenis de tilapia-do-Nilo.

Os peixes deficientes em Zn apresentaram pior conversao alimentar e menor
retencdo proteica, porém, sem reducdo do consumo de racdo. Resultados semelhantes
foram observados em estudos com lebiste (Poecilia reticulata), carpa comum (Cyprinus
carpio) e bagre amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) indicando que o zinco é essencial a
algumas espécies de peixes (Jeng & Sun 1981, Shim & Lee 1993, Luo, Tan, Zheng,
Chen & Liu 2011). Ja, Gatlin Il & Wilson (1984) e Maage & Julshamn (1993) ndo
observaram efeito da suplementagcdo de zinco em dietas para 0 salmdo do Atlantico e
bagre do canal, respectivamente. Niveis de suplementacdo de zinco acima da exigéncia

ndo influenciaram o crescimento e a sobrevivéncia dos peixes, corroborando resultados
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observados em estudos com turbot (Scophthalmus maximus) (Overnell, Fletcher &
Mclntoch 1988), truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss) (Kjoss, Wood & McDonald
2006) e bagre amarelo (Luo et al. 2011).

Assim, como observado por Sa et al. (2004), a concentracdo de zinco na carcaca
respondeu significativamente ao aumento do nivel de suplementacédo dietética de zinco.
O mesmo foi verificado por Maage & Julsham (1993), com juvenis de salmdo do
Atlantico. Neste estudo ndo foi observada influéncia da suplementacdo de zinco na
concentracdo de proteina bruta, extrato etéreo e cinzas. Ao contrario de Luo et al.
(2011), que observaram influéncia do zinco suplementar sobre a concentracdo de cobre
na carcaca de bagre amarelo, neste estudo a suplementacdo de zinco ndo causou
diferenca de concentracdo do mineral nos peixes.

O zinco é elemento constituinte da enzima fosfatase alcalina, sintetizada nos
ossos, figado e intestino e, posteriormente, liberada na corrente sanguinea (Kaplan
1972, Hambidge et al. 1986). Essa enzima promove a mineraliza¢do 6ssea (Yamaguchi
1998), sendo sua atividade considerada indicador sensivel da reserva corporal de zinco
em animais (Swinkels, Kornegay, Zhou, Lindermann, Webb & Verstegen 1996).

A atividade da fosfatase alcalina respondeu significativamente ao aumento do
nivel de suplementacdo dietética de zinco. Estes resultados corroboram os observados
para juvenis de abalone (Haliotis discus hannai Ino) (Tan & Mai 2001) e alevinos de
truta arco-iris (Apines, Satoh, Kiron, Watanabe, Nasu & Fujita 2001). Em bagres do
canal, a atividade dessa enzima foi maior em animais alimentados com dieta
suplementada com zinco (Gatlin 111 & Wilson 1983). Portanto, é possivel inferir que a
deficiéncia de zinco afeta a estabilidade da fosfatase alcalina, resultando na inativagéo

da enzima e prejuizo a higidez dos peixes.
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O zinco é importante na sintese, armazenamento e secre¢do de horménios. E
constituinte da metaloenzima anidrase carbdnica e atua no equilibrio &cido-base do
organismo e na calcificacdo 6ssea (Leeson & Summers, 2001). Os tecidos muscular e
0sseo sdo as principais reservas desse mineral e possuem capacidade de liberar possiveis
excedentes em condicGes de deficiéncia na dieta, estando diretamente associado ao
desenvolvimento do tecido 0sseo, crescimento e ganho de peso (Underwood, 1999).

Uma vez que 0s 0ssos estejam saturados em zinco, todos os processos fisioldgicos
zinco-dependentes do organismo, ja foram supridos pelo mineral para seu normal
funcionamento (Gatlin 1l & Wilson 1984). Neste estudo o valor estimado para
concentracdo de zinco 6ssea foi de 82,71 mg kg’ da dieta. O valor estimado esta
proximo aos 79,51 mg Zn kg™ apontados por S4 et al. (2004), como suplementacéo
6tima em dietas vegetais para juvenis de tilapia-do-Nilo e abaixo dos 150 mg kg™,
apontados por Gatlin 111 & Wilson (1984), como sendo o nivel 6timo para o bagre do
canal. Desta forma, a concentracdo de zinco nos 0ssos € o critério mais adequado para
avaliagéo da reserva do mineral no organismo.

O zinco dietético influencia a absorcao de cobre, 0 ganho de peso e a atividade da
fosfatase alcalina em juvenis de tildpia-do-Nilo, e com base na retencdo Ossea, a

exigéncia deste mineral em dietas praticas é de 82,71 mg kg™.
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Tabela 1 Composicdo das dietas experimentais
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Ingrediente (%) 0Zn 20Zn 40Zn 80Zn 160Zn 320Zn
Farelo soja 46,74 46,74 46,74 46,74 46,74 46,74
Gldaten de milho 5,78 5,78 5,78 5,78 5,79 5,80
Fuba de miho 37,20 37,18 37,17 37,15 37,10 37,01
Farelo de trigo 6,75 6,76 6,76 6,77 6,78 6,80
Oleo de soja 0,63 0,63 0,64 0,64 0,65 0,68
DL-Metionina 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
L-Treonina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Triptofano 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Fosfato bicalcico 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05
BHT” 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Premix Vit/Mint 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitamina C (35,0%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
NaCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sulfato de Zinco Monoidratado# 0,0 0,005 0,011 0,021 0,043 0,086
Oxido de Crémio 111 (Cr,05) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composi¢ao quimica calculada

Energia digestivel (kcal kg™) 3035 3035 3035 3035 3035 3035
Proteina digestivel (%) 26,81 26,81 26,81 26,81 26,81 26,81
Fibra bruta (%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Extrato etéreo (%) 2,88 2,88 2,88 2,89 2,90 2,92
Lisina (%) 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53
Metionina (%) 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Metionina + Cistina (%) 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Treonina (%) 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18
Arginina (%) 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75
Ca total (%) 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66
Fosforo disponivel (%) 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Zn (mg kg'*) analisado 46,53 61,00 76,84 133,48 198,96 339,74
Zn disponivel (%) analisado 38,85 43,19 45,90 75,07 109,05 138,85

“antioxidante Butil hidroxitolueno. "Premix vitaminico mineral (isento de Zn), niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A, 16000
Ul; vitamina D3, 4500 UlI; vitamina E, 250 Ul; vitamina C, 350 mg; vitamina B;, 32 mg; vitamina B,, 32 mg; vitamina Bg, 32 mg;
pantotenato de célcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg; acido félico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; Na2Se03, 0,7 mg; MnO,
50mg; FeSO,, 150 mg; CuSQO,, 20 mg; CoSO,, 0,5 mg; 1,Ca, 350 mg. *Sulfato de zinco monoidratado com 37,4% de zinco.
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Tabela 2 Valores médios e desvio padrdo de coeficientes de absor¢do de zinco (CAA Zn), ferro
(CAA Fe), cobre (CAA Cu) e manganés (CAA Mn) de juvenis de tilapia-do-Nilo arragoados
com dietas préatica suplementadas com zinco

Zinco CAA Zn* CAA Fe CAACu CAA Mn
(mg kg™ (%) (%) (%) (%)

0 8350+ 1,78a 33,96 (+24,13)a 70,34 (£ 10,96) a 20,79 (£ 3,95) c
20 70,82 (x1,17)b 27,17 (x2,55)a 72,58 (+ 14,74) a 55,39 (+ 2,89) a
40 59,74 (x2,30)c  27,05(x1551)a 83,53 (+4,84)a 50,61 (+ 3,99) a
80 56,24 (+4,11)cd 24,69 (+ 11,61)a 42,14(+16,53)b 51,36 (+ 8,98) a
160 54,81 (+1,95)d 34,89 (+10,74)a 41,58 (+ 10,07) b 50,43 (+ 4,26) a
320 40,87 (+x2,09)d 36,51 (+18,48)a 40,66 (+ 12,61)b 33,39 (+ 12,09) b

P <0,0001 ns <0,0001 <0,0001

ns = ndo significativo
Letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Fisher (P<0,05)
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Figura 1 Coeficiente de absor¢cdo de zinco de tilapias-do-Nilo
alimentadas com dietas suplementadas com niveis de zinco

Figura 2 Ganho de peso corporal de tilapias-do-Nilo alimentadas com
dietas suplementadas com niveis de zinco
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Figura 3 Conversdo alimentar de tilapias-do-Nilo alimentadas com dietas
suplementadas com niveis de zinco

Figura 4 Taxa de retencdo proteica de tilapias-do-Nilo alimentadas com
dietas suplementadas com niveis de zinco
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Figura 5 Concentracdo de zinco 0ssea de tilapias-do-Nilo alimentadas com
dietas suplementadas com niveis de zinco
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Parametros imunolégicos e hematoldgicos da tilapia-do-Nilo alimentada com
dietas praticas suplementadas com zinco e desafiada com Aeromonas hydrophila

Resumo — Os efeitos do zinco sobre o perfil hematolégico, parametros do sistema
imune e atividade da enzima superoxido dismutase de juvenis de tildpia-do-Nilo foram
avaliados em peixes infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila. 288 alevinos de
tilapia (7,67 + 0,23 g) foram aleatoriamente distribuidos em 36 aquarios (n=8) com
volume total de 250 L e alimentados com dietas praticas suplementadas com zinco (0,
20, 40, 80, 160, 320 mg kg™ dieta). A fonte de zinco utilizada foi o sulfato de zinco
monoidratado. Ao final de 130 dias, foi coletado sangue para avaliar a atividade
respiratoria e bactericida de monocitos, perfil hematoldgico e proteinas do soro. Foi
ainda coletado o figado para avaliar a atividade da enzima superoxido dismutase.
Posteriormente, 60 peixes foram inoculados com A. hydrophila, e mortalidade
observada durante 15 dias, sendo que, ao final foram realizadas as analises descritas
anteriormente. Os peixes infectados pela bactéria apresentaram menores valores de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, proteina plasmatica total, e das
fracdes albumina e globulina, caracterizando anemia em funcdo do quadro infeccioso
pela acdo bacteriana. A atividade bactericida, producdo de perdxido de hidrogénio pelos
mondcitos e atividade da superéxido dismutase responderam, significativamente, ao
aumento da suplementagdo dietética de zinco. O zinco influenciou a atividade
respiratoria dos mondcitos de juvenis de tilapia-do-Nilo. Com base na atividade
bactericida e da superoxido dismutase, a exigéncia deste mineral em dietas praticas para

juvenis de tilapia-do-Nilo é de 80 mg Zn kg™.

Palavras-chave: desafio bacteriano, higidez, Oreochromis niloticus
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Immune and hematological parameters of Nile tilapia fed practical diets
containing levels of zinc and submitted to Aeromonas hydrophila challenge

Abstract — A 130-day trial was undertaken to evaluate the effect of zinc on
hematological and immune parameters, superoxide dismutase activity of Nile tilapia
juveniles (Oreochromis nilocticus). 288 Nile tilapia fingerlings with 7.67 + 0.23 g
weight (mean=SD) were randomly stocked into 36 250 L-aquaria and fed practical diets
supplemented with zinc (0, 20, 40, 80, 160, 320 mg kg™ diet). Zinc source was zinc
sulfate monohydrate. At the end of the experimental period fish were bled and samples
collected to evaluate peripheral blood monocytes respiratory activity (H,O, and NO
production) and bactericidal activity, plasma protein, hematological parameters and
superoxide dismutase activity. Results indicated that hemoglobin, hematocrit, mean
corpuscular volume, total plasmatic protein, albumin and globulin were the lowest in
infected fish, that characterized anemia due to bacterial action. Blood respiratory and
bactericidal activity monocytes and superoxide dismutase activity increased with the
increasing zinc levels. Zinc influenced monocyte respiratory activity in Nile tilapia
juveniles. Based on bactericidal and superoxide dismutase activity, the requirement of

this mineral in practical diets for Nile tilapia juveniles 80.00 mg kg™.

Key-words: bacterial challenge, health, Oreochromis niloticus
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Introducéo

O aumento da atividade aquicola nos corpos de agua doce traz o risco de
epidemias por bactérias patogénicas. As doencas de peixes limitam o desenvolvimento
dos sistemas de producdo e as bactérias, provavelmente, constituem o grupo de agentes
etiologicos, economicamente mais significante. Isto ocorre porque todas as espécies de
peixes sdo suscetiveis a infeccdes bacterianas, sendo dificil evitar sua propagacdo, uma
vez que estdo naturalmente no ambiente (Frerichs & Millar 1993, Costa 1998). Portanto,
se torna imprescindivel a formulacdo de dietas que atendam as exigéncias nutricionais
de cada espécie de forma a otimizar o crescimento e a higidez dos peixes.

O zinco atua como componente catalitico em mais de 300 metaloenzimas nos
tecidos animais e em mais 2000 fatores de transcricdo zinco-dependentes. Entre as
enzimas que esse mineral compBe estdo a anidrase carbbnica, proteina C quinase,
fosfatase alcalina, carboxipeptidases, alcool desidrogenase, superéxido dismutase e
transcriptase reversa (Cai et al. 2005, Marques & Marreiro 2006).

A deficiéncia de zinco provoca em peixes retardo no crescimento, lesdes cutaneas,
mortalidade, além de danos oxidativos pela acdo de radicais livres (Ogino &Yang 1978,
Powell et al. 1994, Salgueiro et al. 2000). A participacdo do zinco no sistema de defesa
antioxidante tem sido amplamente investigada e pesquisas destacam o seu papel em
mecanismos como a regulacdo da sintese de metalotioneinas, atividade da superdxido
dismutase e protecdo de grupamentos sulfidrila de proteinas das membranas celulares,
reforcando o seu papel como estabilizador de membranas e organelas encapsuladas.
Dessa forma, esse micronutriente atua prevenindo a peroxidacdo lipidica e o estresse

oxidativo (Powell 2000).
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Juvenis de tilapia-do-Nilo deficientes em zinco apresentaram diminui¢do do
numero de eritrocitos, taxa de hemoglobina e porcentagem de hematdcrito. Desta forma,
a diminuicdo da acdo antioxidante de enzimas zinco-dependentes gerou menor
prevencdo da peroxidacdo das membranas eritrocitarias, provocando a lise de eritrocitos
(Sa et al. 2004). Trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e carpas var Jian (Cyprinus
carpio var. Jian) deficientes em zinco apresentaram aumento do estresse oxidativo e
diminuicao da atividade da enzima superoxido dismutase (Hidalgo et al. 2002; Feng et
al. 2011).

Com base no exposto, o objetivo deste estudo foi investigar os efeitos de niveis de
suplementacdo de zinco em dietas praticas no perfil hematoldgico, sistema imune e

antioxidante de juvenis de tilapia-do-Nilo desafiados com Aeromonas hydrophila.

Material e métodos

Os estudos foram conduzidos no Laboratdrio de Nutricio de Organismos
Aquaticos — AquaNutri, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,

Céampus de Botucatu, SP, Brasil.

Dietas Experimentais

Foram avaliadas dietas praticas suplementadas com niveis crescentes de zinco.
Considerando-se que a fonte inorganica utilizada, sulfato de zinco monoidratado
(ZnS0O4.H,0), possui em sua composicdo 37,4% de zinco (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil), as dietas que constituiram os tratamentos foram:

0Zn (controle) = dieta ausente da suplementacdo de ZnSO4.H,0;
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20Zn = dieta suplementada com 53,48 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;
40Zn = dieta suplementada com 106,95 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;
80Zn = dieta suplementada com 213,90 mg ZnSO4.H,0 kg™ da dieta;
160Zn = dieta suplementada com 427,81 mg ZnS04.H,0 kg™ da dieta;
320Zn = dieta suplementada com 855,61 mg ZnS0..H,0 kg™ da dieta.

As dietas foram balanceadas de acordo com os valores de proteina e aminoacidos
digestiveis determinados por Furuya et al. (2001) e Guimarées et al. (2008), sendo 0s
demais valores utilizados de acordo com os coeficientes de digestibilidade da energia e
nutrientes dos alimentos determinados por Pezzato et al. (2002). As racBes foram
formuladas para atender a exigéncia em 28,0% de proteina digestivel e 3000 kcal kg™
de racdo em energia digestivel, sendo que o suplemento vitaminico-mineral néo
apresentava zinco na sua composicdo. As inclusdes dos niveis de sulfato de zinco
monoidratado foram feitas em substitui¢do ao milho nas dietas (Tabela 1).

As dietas elaboradas, ap6s a moagem e homogeneizagdo dos ingredientes, tiveram
0 acréscimo de agua a 55,0°C, na propor¢do de 25% do peso total da mistura, sendo
processada em extrusora de rosca simples de forma a se obter granulos com didmetro
geométrico médio aproximado de 4,0 mm (DGM), sendo ap6s desidratada em estufa de
ventilagdo forgada a 55,0°C, durante 12h.

Os peixes receberam, previamente, durante duas semanas, a dieta controle com a
finalidade de adaptacdo. Posteriormente, foram pesados e alimentados com as dietas
experimentais, quatro vezes ao dia, até saciedade aparente, nos horarios de 8h30min,
11h30mim, 14h30min e 17h30min, durante 130 dias. Ao final do periodo experimental,
foi determinado o perfil hematoldgico, produgéo de intermediarios reativos do oxigénio

e nitrogénio, atividade da superdxido dismutase e atividade fagocitica em juvenis de
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tilapia-do-Nilo.

Desafio Bacteriano

A cepa de Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) utilizada no experimento foi
fornecida pelo Laboratério de Patologia de Organismos Aquéaticos do CAUNEP -
Centro de Aquicultura da UNESP, Campus de Jaboticabal, mantida em meio de estoque
e congelada a -80°C no Laboratdrio de Anatomia do Instituto de Biociéncias da UNESP,
Botucatu, até o seu uso.

A bactéria foi semeada em meio de cultura BHI (Brain-heart infusion), sendo
incubada em estufa a 28°C por 24 horas. Apos a diluicdo, foi ajustada por meio da
escala 0,5 Mac Farland (1,5 x 10 UFC mL™) para obtencdo das concentracées de 10,
10%, 10° e 10° UFC mL™.

Quatro grupos, de 25 peixes cada, foram infectados com as diferentes
concentracOes da bactéria, para a determinacao da dose letal (DLsoy), sendo avaliada a
mortalidade por 15 dias. A DLsg, foi obtida por meio da analise de PROBIT®,
chegando-se ao valor de 10° UFC mL™, concentracéo utilizada no desafio experimental.

Desta forma, 60 peixes com peso médio de 150 g foram inoculados
intraperitonealmente, com a concentragdo determinada do agente patégeno contido em
1,0 mL de solucgdo salina (0,85%, m/v), e transferidos para a sala experimental de
desafio contendo 30 aquérios de 40 litros cada, dotados de filtro, aquecedores e aeragdo
individual, na densidade de dois peixes por aquério, perfazendo cinco repeticdes por
tratamento, em delineamento inteiramente casualizado. Os animais permaneceram nesta
estrutura por 15 dias, e foram alimentados com as dietas experimentais. Ao final deste

periodo, foi determinado o perfil hematoldgico, producdo de intermediarios reativos do
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oxigénio e nitrogénio, atividade da superdxido dismutase e atividade fagocitica.

Andlises hematol gicas

Para as analises hematoldgicas os peixes foram anestesiados (benzocaina, 1 g
diluido em 10 L de agua) e, a coleta de sangue realizada por pun¢do do vaso caudal,
com seringa de 1,0 mL com anticoagulante EDTA a 3,0% (m/v).

As analises foram realizadas de acordo com Hrubec & Smith (2010). A contagem
de eritrocitos (Erit) foi feito pelo método do hemocitdmetro em camara de Neubauer,
utilizando-se Azul de Toluidina Merck® a 0,01% (m/v) em pipeta automéatica, na
proporcdo 1:200 (sangue:corante). A taxa de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo
método da cianometahemoglobina, utilizando-se kit comercial Hemoglobina Labtest
Diagnostica® para determinacdo colorimétrica. A porcentagem de hematécrito (Htc) foi
obtida utilizando-se 0 método do microhematdcrito. Foram calculados os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM = (Htc x 10)/Erit) e concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM = (Hb x 100)/Htc). Foram confeccionadas
extensfes sanguineas para contagem total e diferenciacdo de leucocitos. A proteina
plasmética total (PPT) foi quantificada por meio do uso de refratbmetro manual de
Goldberg. Para a analise de albumina (ALB) foram coletadas amostras de sangue sem
anticoagulante. Estas foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 3000 rpm durante
10 minutos para obtencdo do soro. A concentracdo de albumina foi determinada pelo
método do verde de bromocresol utilizando-se kit comercial Albumina Labtest
Diagnéstica® para determinagdo colorimétrica. De posse dos resultados de albumina e
proteina plasmatica total foi entdo calculada a concentragdo de globulina (GLOB) no

soro e a relagdo entre albumina e globulina (A:G).
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I ntermediérios reativos do oxigénio e nitrogénio

Para a determinacdo da producdo de intermediarios reativos do oxigénio (IRO) e
nitrogénio (IRN), foi coletado sangue de cinco peixes por tratamento, conforme
procedimento descrito para as analises hematologicas de peixes infectados ou néo pela
bactéria. O sangue foi colocado em microtubos (1,5 mL) e mantido em camara asséptica
de fluxo laminar, modelo PCR 2.5 — Pachane®. Posteriormente, foi transferido para
tubos Falcon estéreis contendo 7,0 mL de meio completo para cultura de células (meio
Leibowitz L-15 suplementado com 2,0% de soro bovino fetal, 2,0 mM de glutamina e
gentamicina) e homogeneizado. Em outro tubo Falcon foram colocados 3,0 mL de
Percoll 51,0% (v/v) e 3,0 mL de Percoll 34,0% (v/v). O sangue foi lentamente
transferido para o gradiente de Percoll e centrifugado a 1200 rpm, por 20 minutos, a
10,0°C.

Decorrido este periodo, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas
em 15,0 mL de L-15, sendo centrifugado a 1000 rpm, por 10 minutos, a 10,0°C. Este
procedimento foi repetido por mais uma vez. Em seguida, as células foram ressuspensas
para 1,0 mL de meio L-15 contendo 0,1% de soro bovino fetal, sendo a concentragdo
celular ajustada para 2,0x10° células mL™, apés contagem em cémara de Newbauer,
com auxilio de microscopio oOptico. Aliquotas de 100,0 uL destas suspensdes foram
distribuidas em placas de microcultura de 96 wells, com posterior incubacdo (18,0°C).
Decorridas duas horas, as celulas ndo-aderentes foram removidas e a monocamada de
monacitos incubada (18,0°C) por 24 horas. O protocolo adotado foi adaptado de
Secombes (1990).

A producdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) por mondcitos sanguineos dos

peixes foi determinada por meio da microtécnica de oxidacdo do vermelho fenol (Pick
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& Mizel 1980). Apds a incubacdo das culturas celulares por 24 horas, o sobrenadante
foi coletado para a dosagem de Oxido nitrico e a camada celular utilizada para a
determinacéo de H,0..

Para a determinacdo da producdo de IRO, foi acrescido a camada celular solucao
vermelho fenol, e as culturas foram incubadas em estufa a 18,0°C, por 60 minutos.
Ap0s esse periodo, a reacdo foi interrompida pela adigdo de 10,0 uL. de NaOH 1mol Lt
A absorbancia foi determinada em microleitor de Elisa automatico, com filtro de 620
nm, sendo o branco constituido de vermelho fenol e NaOH.

A producéo de oxido nitrico (NO) por mondcitos sanguineos foi determinada por
método colorimétrico, baseado na reacdo de Griess (Green et al. 1981), combinando
100,0 uL do sobrenadante da amostra teste com 100,0 pL do reagente Griess (Need
0,1% (m/v) e sulfanilamida 1,0% (m/v) em H3PO,4 5,0%, v/v). As leituras foram feitas

em microleitor de ELISA a 540nm.

Atividade Bactericida

Foram realizados testes prévios para determinar a melhor relacdo
mondcito/bactéria (1:1, 1:10 e 10:1), com dois periodos de incubacdo (30 e 60 minutos).
Os resultados mostraram melhor resultado de recuperacdo bacteriana na relacdo 1:10,
com tempo de incubagdo de 60 minutos. Estes resultados foram utilizados para a
realizacdo dos testes em peixes infectados ou ndo pela A. hydrophila.

Para a determinacdo da atividade bactericida (AB) dos mondcitos, foi coletado
sangue de cinco peixes de cada tratamento, conforme procedimento descrito
anteriormente. Decorridas 24 horas da incubacdo das células, o sobrenadante das

culturas foi retirado e as células aderentes desafiadas com Aeromonas hydrophila
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(relagdo mondcito/bactéria de 1:10 ou 2x10° células : 2x10° bactérias). Apds 60
minutos, o sobrenadante da cultura foi coletado e as monocamadas de monocitos
submetidas a lavagens com meio L-15 sem gentamicina. Ao término das lavagens, 0s
monacitos lisados com deoxicolato de sddio (0,05%), processo que permitiu a completa
remocdo dos mondcitos, bem como o material ap6s a lise dos mesmos, com,
consequente, liberacdo de bactérias fagocitadas (Vazquez-Torres et al. 2000).
Posteriormente, 100 ul das suspensdes foram semeados em placas contendo
Mueller Hinton - Agar, por meio do método de plaqueamento Pour Plate. Foram feitas
placas contendo apenas o meio de cultura para avaliar possivel contaminacdo ou com
bactéria (2,0x10° UFC mL™), para verificar a taxa de crescimento da A. hydrophila.
ApOs 24 horas de incubacdo, a 37°C, as col6nias desenvolvidas em cada placa foram
contadas e calculadas as porcentagens de recuperacdo das bactérias vidveis, em

comparagao com o crescimento normal da bactéria.

Superoxido Dismutase

A atividade da enzima superédxido dismutase (SOD) foi determinada no figado de
peixes infectados ou ndo pela bactéria. Para obtencdo do 6rgdo, os peixes foram mortos
com superdosagem de benzocaina (1g em 1L de agua). Posteriormente foram realizadas
aberturas dorsais com tesoura cirargica para retirada dos érgdos internos. Os figados
foram separados e cortados em quatro partes em cima de bandejas envoltas por gelo,
prevenindo o desnaturacdo das enzimas. As partes dos figados foram acondicionadas em
microtubos de 1,5 mL e congeladas em nitrogénio liquido. Para cada tubo contendo
parte dos figados foram adicionados 5,0 mL de tampé&o fosfato 0,1 mol L™, com pH 7,0

e homogeinizados com auxilio de Turrax. Em seguida, as amostras foram centrifugadas



78

a 5000 rpm, por 20 min a 4°C, retirando o sobrenadante. Esta operacao foi repetida de
por até quatro vezes até a retirada de todo sobrenadante. A atividade da SOD foi
determinada de acordo com o0 método de Beauchaump & Fridovich (1971), modificado
por Bor et al. (2002), tendo como base a capacidade da enzima converter radicais
superdxido (O;") em peroxido de hidrogénio (H20,) e oxigénio molecular.

No sistema reacional foi utilizado 1,0 mL de nitroblue tetrazolium (NBT)
33 umol L, 0,25 mL de riboflavina 0,0033 mmol L™*, 0,25 mL de metionina
10 mmol L%, 0,5 mL de EDTA 0,66 mmol L™, 0,95 mL de tampéo fosfato de sédio
50 mmol L™ pH 7,8 ¢ 50 uL da amostra, totalizando volume de 3,0 mL. A mistura foi
homogeneizada em Vortex e mantida sob ilumina¢do fluorescente (15 W) por 15
minutos. A redugdo do NBT foi determinada por meio de leituras de absorbancia em
espectrofotbmetro a 560 nm. Uma unidade enzimatica (U) da atividade de SOD
expressa em U mg™ de proteina foi definida como a quantidade de enzima necesséria
para inibir em 50% a reducdo do NBT. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (1976). Essas analises foram realizadas no Laboratério de

Bioprocessos, do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu.

Analises estatigticas

As analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico Minitab® 16.1.1.0
(Minitab Inc. 2010). Os dados hematoldgicos (eritrocitos, hemoglobina, hematocrito,
volume corpuscular médio, concentracdo de hemoglobina média, proteina plasmética
total, albumina, globulina e relagdo albumina:globulina), imunoldgicos (leucdcitos,
linfdcitos, neutréfilos, mondcitos e intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio) e

de atividade da enzima superdxido dismutase, por ndo seguirem distribuicdo normal,
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foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, e complementados com
0 teste de comparacGes de Mann-Whitney. Os dados de atividade fagocitica foram
transformados em Log;o e submetidos a técnica de analise de variancia para o modelo
com um fator, ao nivel de 5% e complementada com teste de comparaces mdltiplas de

Dunnett.

Resultados

A suplementacdo de zinco ndo influenciou o Erit, Hb, Htc, VCM e CHCM dos
peixes infectados ou ndo pela Aeromonas hydrophila. Os peixes infectados
demonstraram menores valores de Hb, Htc, VCM e maior valor de CHCM, quando
comparados, dentro do mesmo nivel de zinco, aos peixes ndo infectados (Tabela 2).

A suplementagdo de zinco também ndo influenciou o PPT, ALB, GLOB e A:G,
dos peixes infectados ou ndo pela bactéria. A PPT diminuiu, significativamente, em
peixes infectados quando comparados, dentro do mesmo nivel de zinco, aos peixes ndo
infectados. A ALB diminuiu em peixes infectados que foram alimentados com dietas
isenta de zinco e suplementada com 20 mg kg™ da dieta. J4 a GLOB diminui em peixes
infectados quando arracoados com dietas suplementadas com 160 e 320 mg Zn kg™ da
dieta (Tabela 3). A suplementacdo de zinco ndo influenciou a producdo de leucdécitos
(LEUC), linfécitos (LF), neutréfilos (NT) e mondcitos (MN) dos peixes infectados ou
néo pela A. hydrophila (Tabela 4).

O zinco suplementar ndo influenciou a producéo de NO por mondcitos dos peixes
ndo infectados e infectados pela bactéria A. hydrophila. Os peixes infectados,
alimentados com dietas suplementadas com 80, 160 e 320 mg Zn kg™, apresentaram

menor producdo de NO por mondcitos quando comparados aos peixes ndo infectados
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que foram arragoados com as mesmas dietas. Os peixes nédo infectados alimentados com
dieta suplementada com 320 mg Zn kg™ apresentaram maior produgdo de H,O, por
mondcitos. J& a suplementacdo dietética a partir de 160 mg Zn kg™ proporcionou aos
animais infectados maior producdo de H,0,. Os mondcitos de peixes infectados
alimentados com dieta suplementada com 40 mg Zn kg™ apresentaram maior producio
de H,0,, quando comparados, dentro do mesmo nivel de zinco, aos ndo infectados
(Tabela 5).

A suplementacdo dietética a partir de 160 mg Zn kg™ conferiu aos peixes ndo
infectados maior atividade da SOD. O mesmo ocorreu em peixes infectados arracoados
com dietas com suplementacdo a partir de 80 mg Zn kg™. Os peixes infectados
alimentados com dietas isenta e suplementadas com 20 e 40 mg Zn kg™ apresentaram
maior atividade de SOD quando comparados com peixes ndo infectados arragcoados com
as mesmas dietas (Tabela 6).

A suplementaco dietética de zinco de 80 e 160 mg Zn kg™ em peixes infectados e
de 80 mg kg™ em peixes ndo infectados aumentou a AB dos monécitos destes animais

(Tabela 7).

Discusséo

A intensificagdo dos sistemas de producéo, aliada ao manejo inadequado e fatores
ambientais desfavoraveis aumentam a susceptibilidade dos peixes a doencas (Selvaraj et
al. 2005). O efeito nocivo das condi¢es adversas sobre a higidez dos peixes pode ser
observado nesta pesquisa com resultados de alteraces fisioldgicas.

A suplementacdo de zinco ndo alterou a eritropoiese dos peixes infectados ou ndo

com a bactéria, porém, os peixes alimentados com dietas suplementadas apresentaram
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aumento de 9,22% de eritrécitos em relacdo aos peixes alimentados com dieta isenta de
zinco. Peixes infectados com Aeromonas hydrophila apresentaram valores
hematoldgicos menores, sendo que as dietas suplementadas com zinco nao foram
capazes de manter o hemograma nos padrdes considerados adequados para animais ndo
infectados (Weiss & Wardrop 2010, Fernandes Junior et al. 2010, Teixeira et al. 2012).
A anemia dos peixes infectados foi caracterizada pela queda dos parametros
hematoldgicos (Hb, Htc e VCM) (Hrubec & Smith 2010). Tal observacdo demonstrou
que o desafio bacteriano foi prejudicial a manutencdo do perfil hematologico. Foram,
igualmente, observadas alteracBGes significativas no eritrograma de carpas comum,
Cyprinus carpio, infectadas também com A. hydrophila (Harikrishnan et al. 2003).

A proteina plasmatica total e as fragdes albumina e globulina também foram
prejudicadas pelo processo infeccioso sofrido pelos peixes infectados com a bactéria. A
albumina apresentou reducdo de 35,06% em peixes infectados alimentados com dieta
isenta de zinco e suplementada com 20 mg kg™. Os peixes infectados alimentados com
dietas suplementadas com 160 e 320 mg Zn kg™ tiveram reducdo de 86,11% de
globulina plasmética. Este quadro de anemia e diminui¢do das proteinas plasmaticas
representa a defesa do organismo contra a proliferacdo de microrganismos (Kent et al.
1994). Quando o organismo é infetado por bactérias, ocorre resposta inflamatéria com
liberacdo de mediadores, que atuam na inibicdo da eritropoese e sintese de ferritina, de
forma a induzir a retirada do mineral dos locais de invasdo bacteriana e promover a
sintese de anticorpos (Weinberg 1992, Katevas et al. 1994). Desta forma, é possivel
sugerir que a menor quantidade de hemoglobina eritrocitaria e proteinas plasmaéticas
tenham sido estratégias complementares que 0 organismo empregou para se proteger da

doenca.
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A producdo de intermediarios de nitrogénio e oxigénio indica que a
suplementacédo de zinco ndo alterou a producdo de IRO pelos mondcitos dos peixes ndo
infectados, porém niveis de incluséo acima de 40 mg kg™ na dieta dos peixes infectados
diminuiram a producdo de NO. Por outro lado, niveis crescentes de inclusdo de zinco
dietético aumentaram a producdo de IRO pelos monadcitos, em peixes ndo infectados e
infectados pela bactéria. Apesar da suplementacdo de zinco ndo ter alterado a
quantidade de leucdcitos dos peixes, estes se apresentaram mais responsivos. Quando o
organismo é exposto a fatores exdgenos, os macrdéfagos podem ser ativados, produzindo
citocinas e mediadores quimicos, como 0 H,O, e NO (Janeway 1999). Os resultados
corroboram os observados por Hidalgo et al. (2002) para truta arco-iris.

Neste estudo, a atividade da SOD no figado aumentou com o acréscimo de zinco
suplementar. A producdo de H,O, e NO por macréfagos expostos a fatores exdgenos é
importante mecanismo de defesa do organismo e pode refletir na higidez do animal
(Pick & Keisari 1980). A liberacdo de quantidades consideraveis de IRO induz a quebra
de fita de DNA e/ou perturbacdo no citoesqueleto da membrana, levando a bactéria a
morte (DeChatelet et al. 1976, Nelson & Cox 2005). Estes resultados corroboram os
observados para carpa Jian (Feng et al. 2011) e truta arco-iris (Hidalgo et al. 2002).
Com base nos resultados obtidos, € possivel sugerir que o efeito antioxidante do zinco,
componente estrutural e catalitico da SOD, pode ser atribuido a habilidade de manter
esta enzima ativa. Assim, € possivel inferir que a maior produgdo de H,O, na acédo
bactericida ocorreu devido a maior atividade da SOD.

Os mondcitos de peixes alimentados com dietas com suplementacéo a partir de 80
mg Zn kg™ inibiram com maior eficacia a formac#o de coldnias bacterianas. Porém, os

monacitos de peixes infectados alimentados com dieta suplementada com 320 mg Zn
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kg™ ndo inibiram, tdo eficazmente, a formacdo de coldnias. Em ratos, o uso prolongado
de doses acima da exigéncia de zinco prejudicou a atividade bactericida de macréfagos
e a proliferacdo de linfocitos (Lastra et al. 2001). Isto ocorre porque 0 excesso de zinco
pode saturar os receptores de macrofagos e antigenos, inibindo a interacdo entre eles
(Lastra et al. 2001). Desta forma, é possivel inferir que a suplementacdo acima da
exigida pode causar efeito imunossupressor nos peixes.

O zinco influencia a atividade respiratoria de mondcitos em juvenis de tilapia-do-
Nilo, e com base na atividade bactericida e da superoxido dismutase, a suplementacao
de 80 mg Zn kg™ da dieta confere aos peixes melhores condigbes de retornarem &

homeostase apds estresse.
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Tabela 1 Composicdo das dietas experimentais
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Ingrediente (%) 0Zn 20Zn 40Zn 80Zn 160Zn 320Zn
Farelo soja 46,74 46,74 46,74 46,74 46,74 46,74
Gldaten de milho 5,78 5,78 5,78 5,78 5,79 5,80
Fuba de miho 37,20 37,18 37,17 37,15 37,10 37,01
Farelo de trigo 6,75 6,76 6,76 6,77 6,78 6,80
Oleo de soja 0,63 0,63 0,64 0,64 0,65 0,68
DL-Metionina 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
L-Treonina 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
L-Triptofano 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Fosfato bicalcico 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05 2,05
BHT? 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Premix Vit/Min® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Vitamina C (35,0%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
NaCl 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sulfato de Zinco Monoidratado® 0,0 0,005 0,011 0,021 0,043 0,086
Oxido de Crémio 111 (Cr,05) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
TOTAL 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Composicéo calculada

Energia digestivel (kcal kg™) 3035 3035 3035 3035 3035 3035
Proteina digestivel (%) 26,81 26,81 26,81 26,81 26,81 26,81
Fibra bruta (%) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
Extrato etéreo (%) 2,88 2,88 2,88 2,89 2,90 2,92
Ca total (%) 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66
Fosforo disponivel (%) 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Lisina (%) 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53
Metionina (%) 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52
Metionina + Cistina (%) 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85 0,85
Treonina (%) 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18 1,18
Arginina (%) 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75 1,75
Zn (mg kg*) analisado 46,53 61,00 76,84 133,48 198,96 339,74
Zn disponivel (%) analisado 38,85 43,19 45,90 75,07 109,05 138,85

@ antioxidante Butil hidroxitolueno. ® Premix vitaminico mineral (isento de Zn), niveis de garantia por kg da dieta: vitamina A,
16000 UlI; vitamina D3, 4500 Ul; vitamina E, 250 Ul; vitamina C, 350 mg; vitamina B;, 32 mg; vitamina B,, 32 mg; vitamina Bg, 32
mg; pantotenato de calcio, 80 mg; niacina, 170 mg; biotina, 10 mg; acido félico, 10 mg; vitamina B12, 32 pg; Na2Se03, 0,7 mg;
MnO, 50mg; FeSO4, 150 mg; CuSQ,, 20 mg; CoSO4, 0,5 mg; 1,Ca, 350 mg. © Sulfato de zinco monoidratado com 37,4% de zinco.
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Tabela 5 Medianas de valores de intermediarios reativos de nitrogénio (NO), e oxigénio
(H,0,) produzidos por monocitos de juvenis de tilpia-do-Nilo arragoados com dietas
suplementadas com niveis de zinco infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila

Zn NO (umol) H,0O, (nmol)
(mg kg™) ndo infectado  ndo infectado néo infectado infectado
0 12,50 10,76 0,402 a 0,393 a
20 18,42 11,50 0,430 a 0,468 a
40 18,99 13,90 0,459 aB 0,889 bA
80 16,63 A 6,36 B 0,805 b 0,945 b
160 1479 A 7,38 B 1,437 c 1,476 ¢
320 17,79 A 6,14 B 2,02d 2,070 ¢
P 0,390 0,227 >0,0001 0,001

Letras mindsculas comparam niveis de suplementaco de zinco (mg kg™ da dieta), pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05)
Letras mailsculas comparam os animais infectados ou ndo dentro do mesmo tratamento, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05)

Tabela 6 Medianas de valores de atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) de

juvenis de tilapia-do-Nilo arragoados com dietas suplementadas com niveis de zinco
infectados ou ndo com Aeromonas hydrophila

Zinco SOD (USOD mg™ prot)
(mg kg™ nao infectados infectados
0 0,299 cB 0,325 dA
20 0,300 cB 0,433 cA
40 0,354 cB 0,486 bcA
80 0,460 b 0,501 ab
160 0,554 a 0,525 ab
320 0,555 a 0,548 a
P 0,001 0,003

Letras mindsculas comparam niveis de suplementagéo de zinco (mg kg™ da dieta), pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05)
Letras maiusculas comparam os animais infectados ou ndo dentro do mesmo tratamento, pelo teste de Mann-Whitney (p<0,05)
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IMPLICACOES

v" O excesso de zinco pode ocasionar prejuizos metabdlicos a longo prazo.
Portanto, a utilizacdo de niveis elevados de zinco e outros minerais
bivalentes em dietas para peixes pelas industrias de racdo, deve ser

revista.

v A extrusdo é frequentemente utilizada por indUstrias em racdes
comerciais para peixes. A maioria das pesquisas com zinco para peixes
sdo desenvolvidas utilizando-se ragdes purificadas. Nesta pesquisa,
utilizaram-se ragdes praticas na tentativa de se aproximar da realidade
das industrias, possibilitando considerar a disponibilidade da fonte de
mineral apds o seu processamento, de forma que fosse absorvida pelos

peixes;

v' Em toda a producdo a relagdo custo/beneficio do produto a ser utilizado
deve ser considerada. No processo industrial de criacdo de peixes, a
racdo representa parte consideravel do custo total de producdo, e apesar
de serem utilizados em pequenas quantidades, 0os minerais sdo nutrientes
onerosos. Portanto, as ragoes devem ser formuladas de acordo com a fase
de vida do animal, melhorando desta forma, os indices zootécnicos e
determinando o sucesso econémico da producdo. Esta adequacdo deve
ser realizada de forma a atender a exigéncia nutricional dos peixes,
considerando-se a interacdo existente entre 0s nutrientes, visando o

crescimento e higidez dos animais.
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