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RESUMO

O adequado suprimento de minerais na dieta ¢ essencial para o
desenvolvimento do sistema imunologico dos peixes, deixando-os mais
aptos para enfrentar enfermidades em sistemas intensivos de criagdo.
Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia de
juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) a infeccdo com
Streptococcus  agalactiae, quando  alimentados com  racdes
suplementadas com diferentes niveis de minerais organicos, na forma do
aditivo BIOPLEX-TR-Se-Peixe™, produzido pela empresa Alltech.
Além da sobrevivéncia, foram avaliados o status antioxidante, alteragdes
hematoldgicas e respostas imunes celulares e humorais nao especificas.
Trinta e seis grupos de 22 peixes foram alimentados por 56 dias com
niveis crescentes (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) do aditivo, contendo os
minerais Fe, Cu, Zn, Se ¢ Mn, além de uma dieta suplementada com
100% destes minerais na forma inorganica. Apds o ensaio alimentar,
dezoito grupos de dezenove peixes foram inoculados com 5x10’
unidades formadoras de colonia mL! na cavidade intraperitoneal, dose
esta previamente estabelecida como suficiente para infectar 50% dos
peixes alimentados com ragdo comercial (DLsp). A mortalidade foi
avaliada diariamente, a cada 4 h, até 120 h apos o desafio. Amostras de
sangue e soro foram coletadas antes e 120 h apds o desafio, para
realizacdo das analises hemato-imunoldgicas. J& para avaliagcdo do status
antioxidante, amostras de sangue e figado foram coletadas somente 48 h
apos o desafio. Em geral, as diferentes suplementagdes minerais testadas
ndo afetaram de forma clara as respostas hemato-imunoldgicas.
Entretanto, a dieta contendo 50% de suplementacdo na forma orgénica e
a dieta contendo 100% da suplementagdo na forma inorganica,
propiciaram melhora no status antioxidante dos peixes, sendo que a
primeira dieta permitiu também maior sobrevivéncia apos o desafio
bacteriano. Estas suplementagdes, por quilograma de ragdo, foram
equivalentes a 18 mg Cu, 223 mg Fe, 53 mg Zn, 21 mg Mn e 0,34 mg
Se na dieta com 50% de suplementacido na forma organica, bem como a
33 mg Cu, 198 mg Fe, 55 mg Zn, 34 mg Mn e 0,70 mg Se na dieta com
100% da suplementa¢do na forma inorganica.

Palavras-chave: Aquicultura; Tilapia-do-nilo; Infec¢do bacterioldgica;,
Estresse oxidativo, Minerais organicos.






ABSTRACT

The adequate supply of minerals in the diet is essential for the
development of the fish's immune system, making them more apt to deal
with diseases in intensive breeding systems. The objective of this study
was to evaluate the resistance of juveniles of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) to infection with Streptococcus agalactiae when fed diets
supplemented with different levels of organic minerals as BIOPLEX-
TR-Se-Peixe™, produced by Alltech. In addition to survival, antioxidant
status, hematological changes, and non-specific humoral and cellular
immune responses were evaluated. Thirty-six groups of 22 fish were fed
for 56 days with increasing levels (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) of the
additive containing the minerals Fe, Cu, Zn, Se, and Mn, in addition to a
diet supplemented with 100% of these minerals in inorganic form. After
the feeding trial, eighteen groups of 19 fish were inoculated with 5x107
colony forming units mL! into the intraperitoneal cavity. Such dose was
previously established as sufficient to infect 50% of fish fed a
commercial diet (LDso). Mortality was assessed daily, every 4 h, up to
120 h after challenge. Samples of blood and serum were collected before
and 120 h after the challenge for hemato-immunological analyses. For
the evaluation of antioxidant status, blood and liver samples were
collected only 48 h after the challenge. In general, the different mineral
supplements tested did not clearly affect the hemato-immunological
responses. However, the diet containing 50% supplementation in the
organic form and the diet containing 100% of the supplementation in the
inorganic form, provided an improvement in the antioxidant status of the
fish; also, the former diet allowed a higher survival after bacterial
challenge. These supplementations were equivalent to 18 mg Cu, 223
mg Fe, 53 mg Zn, 21 mg Mn, and 0.34 mg kg! in the diet with 50%
supplementation in the organic form, as well as 33 mg Cu, 198 mg Fe,
55 mg Zn, 34 mg Mn, and 0.70 mg kg diet! in the diet with 100%
supplementation in inorganic form.

Keywords: Aquaculture; Nile tilapia; Bacterial infection; Oxidative
stress; Organic minerals.
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INTRODUCAO GERAL

De acordo com a Organizacdo das Nag¢des Unidas para a
Alimentagdo e a Agricultura (FAO), até¢ 2050, o crescimento da
populacdo exigird um aumento de 70% na produ¢do mundial de
alimentos. Isso equivale a mais de 1 bilhdo de toneladas de cereais e 200
milhdes de toneladas de produtos pecudrios produzidos a cada ano
(FAO, 2009). Esse quadro representa um grande desafio para alimentar
uma populagdo mundial, que devera chegar a nove bilhdes de pessoas
até 2050.

Acompanhando tais estimativas, nas ultimas cinco décadas, o
consumo mundial per capita de peixe aumentou de uma média de 9,9 kg
na década de 60 para 14,4 kg na década de 90 e em 2013 apresentou
uma média de 19,7 kg (FAO, 2016). De fato, a aquicultura tem se
mostrado como forte candidata a suprir boa parte dessa demanda, pois
vem se tornando uma importante fonte de produgao de alimento, renda e
meios de subsisténcia para centenas de milhdes de pessoas ao redor do
mundo. A producdo de animais aquaticos pela aquicultura mundial em
2016 alcangou 110 milhdes de toneladas (Figura 1), tendo a China como
o principal produtor, com 57,82% da produ¢do aquicola mundial e o
Brasil ocupando a décima quarta posi¢do, representando 0,53%, com
581.230 t produzidas naquele ano. Em relacdo a piscicultura de agua
doce, no ano de 2016, a China também ocupou a primeira posi¢do, com
a producdo de aproximadamente 27 milhdes de toneladas, representando
61% da producdo de peixes de dgua doce mundial enquanto o Brasil
ocupou a oitava posicao, representando 2%, com 505.395 toneladas da
producao.

Figura 1. Evolucdo da produ¢do aquicola mundial, de 2010 a 2016.
Adaptado de FAO, 2018.
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Biologia da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)

A classificacdo taxondmica do grupo das tilapias pode ser
dividida em trés géneros, Tilapia (incubacdo dos ovos no substrato),
Sarotherodon (incubagdo dos ovos na boca - materno/paterno) e
Oreochromis (incuba¢do dos ovos na boca - materno) (EL-SAYED,
2006). Dentre as diversas espécies, apenas trés conquistaram destaque
na aquicultura mundial: a tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus
(objetivo deste estudo); a tilapia azul ou durea Oreochromis aureus; € a
tilapia de Mossambique Oreochromis mossambicus (KUBITZA, 2006).
Um dos principais motivos da continua expansdo da produgdo desta
espécie ¢ baseado na diversidade genética disponivel, derivadas de
varias espécies do género Oreochromis (LIPING; FITZSIMMONS,
2011).

A espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus 1758) ¢ amplamente
distribuida em ecossistemas tropicais, possuindo grande capacidade de
inser¢do e adaptacdo a diversos tipos de habitat, rapido crescimento,
facil manejo, alto indice de aproveitamento de carcaga e carne de 6tima
qualidade, com excelente aceitagdo no mercado. Adapta-se bem a
ambientes com baixa qualidade de 4gua, baixas concentragdes de
oxigénio, grandes variagdes de pH e altos valores de salinidade
(AZEVEDO et al., 20006).

Na natureza, dependendo da espécie, o género Oreochromis
emprega uma variedade de habitos alimentares, incluindo plancton,
folhas verdes, organismos bénticos, invertebrados aquaticos, larvas de
peixes, dentritos e matéria organica em decomposi¢do (EL-SAYED,
2006). As tilapias sdo frequentemente consideradas como filtradoras,
pois podem captar eficientemente o plancton da agua. No entanto, a
tilapia ndo filtra fisicamente a agua através das branquias de forma
eficiente, como filtradores verdadeiros (algumas espécies de carpa). As
branquias de tildpia secretam um muco que prende o plancton
(SANDERSON et al., 1996). O muco rico em plancton, ou bolus, ¢
entdo engolido e a digestdo e assimilagdo dos materiais ocorrem ao
longo do intestino (POPMA; MASSER, 1999).
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Figura 2. Evolugdo da producdo de tildpias no Mundo, de 2010 a 2016.
Adaptado de FAO (2018).
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A importancia da tilapia para aquicultura mundial

De acordo com a FAO (2016), dentre as espécies cultivaveis, as
tilapias (incluindo todas as espécies) representam o segundo grupo mais
importante de peixes e sdo cultivadas em mais de 140 paises. Para o
departamento de informacdo e sistema de alerta prévio da FAO
(GIEWS), a tildpia € um pilar na seguranga alimentar e na nutri¢do
mundial.

Em 2016, a producdo mundial de O. niloticus totalizou 4,199
milhdes de toneladas (Figura 2). A China é, de longe, o maior produtor,
consumidor e exportador de tilapia-do-nilo com a produgdo de
aproximadamente 1,4 milhdes de toneladas em 2016, que abastece, entre
outros mercados, 64% do mercado africano de tilapias congeladas
inteiras e 73% do total das importacdes de tilapia para os EUA. O Egito,
Filipinas, ¢ a Indonésia formam junto com a China, os grandes
produtores mundiais. O Brasil ocupa, desde 2011, a quinta posi¢do
dentre os principais produtores de tildpia do mundo, com 239 mil
toneladas (IBGE, 2016; FAO, 2016).

A importancia da tilapia-do-nilo na aquicultura brasileira

Em 2013, a aquicultura brasileira foi incluida pela primeira vez
no relatério anual de Producdo da Pecuaria Municipal (PPM), do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Desde entio,
houve um constante crescimento da piscicultura nacional, sendo que a
producdo total brasileira alcangou 507 mil toneladas, apresentando 9%
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de crescimento em relagdo a 2015 (IBGE, 2016). A tilapia-do-nilo ¢ a
espécie mais produzida pela aquicultura nacional.

No Brasil, a tilapia-do-nilo (O. niloticus) foi introduzida pelo
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) em 1970,
com o intuito de proporcionar a produg¢do de alevinos para o
povoamento dos reservatorios publicos da regido Nordeste e para o
fomento da sua criagio (FERNANDO KUBITZA, JOAO LORENA
CAMPOS, 2012). Desde entdo, a espécie tem sido criada em quase
todos os polos produtivos nacionais. A produc¢do de tilapia-do-nilo, com
aproximadamente 239 mil toneladas, em 2016, representou 47,14 % do
total da despesca nacional e crescimento da atividade em quase todos os
polos produtivos (Figura 3). Em Santa Catarina (Figura 4), a producao
de tilapia representou aproximadamente 79% do total da industria do
estado, no ano de 2016. A produgdo de tildpia em Santa Catarina
representa 11,14 % do cultivo nacional desta espécie.

Figura 3. Evolucdo da producdo de tildpia no Brasil, de 2013 a 2016,
incluindo os cinco maiores estados produtores (em toneladas).
Adaptado de: IBGE, 2016.
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No Brasil, 39,8% das tilapias produzidas, sdo oriundas de
tanques rede, enquanto que 25,5% de tanques escavados (FERNANDO
KUBITZA, JOAO LORENA CAMPOS, 2012). A regulamentacio do
uso das aguas publicas para cultivos intensivos de peixes em tanques-
rede impulsiona o cultivo da tildpia, sendo a espécie responsavel por
aproximadamente 90% das solicitacdes de areas aquicolas no Pais. Com
o aumento da tecnificagdo da produ¢do na tilapicultura nacional ¢é
possivel o adensamento tanto em tanques rede quanto em tanques
escavados, tornado o cultivo cada vez mais intensivo e seguro. No
Parand e Santa Catarina a produ¢do em tanques escavados pulou de 30
para 50 toneladas por hectare. (EMBRAPA, 2017).

Figura 4. Total da despesca nacional e em Santa Catarina em
2016, espécies com maior expressdo, em toneladas. Adaptado de IBGE,
2016.
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As enfermidades na aquicultura

Apesar do constante crescimento da atividade aquicola no
Brasil e no mundo, dos avancos tecnoldgicos e desenvolvimento de
novos sistemas de criagdo, as perdas durante o ciclo produtivo ainda sdo
significativas. Entre as diversas causas que podem ocasionar perdas em
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um cultivo as doencas infecciosas sdo a principal causa de perda
econdmica na aquicultura mundial (LOVELL, 1996). Doencas resultam
da interagdo complexa entre hospedeiro, patdogeno e meio ambiente,
sendo que aspectos relacionados ao manejo produtivo podem contribuir
para uma maior suscetibilidade a enfermidades. Sdo eles: 1) altas
densidades de estocagem; 2) oscilacdo da qualidade de agua; 3) excesso
de matéria organica na dgua, oriundo de arragoamento em demasia; 4)
baixa estabilidade de péletes, aumentando a perda de nutrientes pela
lixiviagcdo e 5) deficiéncias nutricionais, pelo fornecimento de dietas
desbalanceadas ou com baixa biodisponibilidade de nutrientes.

Os surtos de doencgas estdo sendo cada vez mais reconhecidos
como uma restricdo significativa a producdo aquicola, afetando o
desenvolvimento econdmico do setor em muitos paises. Podemos citar a
induastria de salmdo chilena, a qual ainda se encontra em processo de
recuperagdo de um surto grave do virus da anemia infecciosa do salmao
(ISAV), que comecou em 2007, tendo como consequéncias prejuizos
entre 350.000 ¢ 400.000 toneladas de peixe, US$ 2 bilhdes e a extingdo
de 20 mil empregos. Na China, no inicio dos anos 90, a perda
econdmica anual foi estimada em mais de US $ 120 milhdes. A adogdo
de métodos de controle baseados em pesquisas cientificas propiciou a
diminuicdo da perda economica anual para cerca de US $ 72,4 milhdes
(QI, 2002). O Vietna, por sua vez, relatou perdas médias de US$ 1
bilhdo por ano para patogenos (WORLD BANK GROUP, 2014).

No Brasil, ¢ dificil quantificar adequadamente as perdas
causadas por patogenos, devido as dificuldades de obteng¢do de dados
confidveis. Porém, alguns relatos de mortalidade em pisciculturas,
causadas por bacterioses, foram registrados no Brasil (SALVADOR et
al., 2003; DUTRA, 2014; BOTELHO et al., 2015; TAVARES-DIAS;
MARTINS, 2017; RAGHIANTE et al., 2017) e demonstram a
fragilidade dos ambientes de criag¢do frente a intensificagdo da produgao.
Os dados apresentados na tabela 1 relatam uma estimativa de perdas
diretas causadas por doengas em peixes no Brasil.
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Tabela 1. Estimativa de perdas por doengas em peixes no Brasil.
Adaptado de TAVARES-DIAS; MARTINS (2017).

Item Valor
Area média de cultivo (hectare, bilhdes) 2
Densidade de estocagem (peixe por m?) 5
Numero de individuos cultivados (bilhdes) 10
Preco médio da produgdo por peixe (US$) 0.28
Mortalidade média (%) 15
Numero total de peixes mortos por ano (milhdes) 300
Perda total na produg¢do de peixe por ano (US$, milhdes) 85

As enfermidades na tilapicultura

Na tilapicultura, foram identificadas quatro principais doencas
bacterianas, causadas pelos seguintes agentes: Streptococcus agalactiae,
Streptococcus iniae, Flavobacterium columnare e Francisella spp.;
além de uma doenga viral, causada por um iridovirus, e parasitoses
causadas principalmente por dois grandes grupos: os mondgenos, como
Gyrodactylus e os protozodrios, como Trichodina (Figura 5).

Figura 5. Principais doencas que afetam a tilapicultura. Adaptado de

WENDOVER (2011).
¥ Larva (reversio sexual) | Alevino | Juvenil | Engorda
ase
Og 1g 10g 100g lkg
Trichodina; Dactviogyrus; Amyloodinium
Streptococcus spp. (Sa;Si)
Francisella spp.
Flavobacterium columnare
Patégeno
Edwardsiella tarda
Nocardia seriolae
Iridovirus
«— - ————---- >
Saprolegnia; Branchiomyces
R

* A importancia da doenca ¢ aproximadamente proporcional ao tamanho das
barras com as setas.
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Dentre aos patdgenos bacterianos mais frequentes e de
importancia econdmica no cultivo de tilapias, podemos citar:
Streptococcus sp., Streptococcus agalactiae, Edwardsiella tarda,
Pseudomonas sp., Flavobacterium columnare e Yersinia ruckeri

(KLESIUS; SHOEMAKER; EVANS, 2008; BHUJEL, 2014).
Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ¢ um patdgeno cosmopolita e o
principal agente etiologico de septicemia e meningoencefalite em
teledsteos (KLESIUS et al., 2006; MIAN et al., 2009; ELDAR et al.,
1994, 1995), causando significativa morbidade e mortalidade entre uma
variedade de espécies de peixes de dgua doce e de agua salgada em todo
o mundo (ROBINSON; MEYER, 1966; PLUMB et al., 1974; EVANS
et al., 2002). As infecgdes podem causar taxas de mortalidade maiores
que 50% por um periodo de 3 a 7 dias. Alguns surtos, no entanto, sdo de
natureza mais cronica, ¢ a mortalidade pode se prolongar por um
periodo de varias semanas, com apenas alguns peixes morrendo a cada
dia (YANONG; FRANCIS-FLOYD, 2002). Streptococcus agalactiae é
uma bactéria catalase negativa, Gram-positiva com formato cocci,
podendo ser a-, B- ou ndo-hemolitica (EVANS et al.,, 2002).

Ocorre em pares ou cadeias (quando cultivados em meios
liquidos), ndo é mével e ndo forma esporos. E facultativamente
anaerobico, requer meios nutricionalmente ricos para o crescimento e
geralmente ataca os globulos vermelhos, produzindo descoloragdo
esverdeada ao redor das colonias (a-hemolise) ou descoloragdo
completa ao redor das colonias (B-hemolise) ou, ainda, auséncia de
descoloragdo (y-hemolise) no agar sangue (AMAL, 2011). Além disso, ¢
também um tipo de bactéria fermentativa, produzindo principalmente
acido latico, mas sem gas (HOLT et al., 1994).

De acordo com Imperi e colaboradores (2010), esta espécie
pode ser subdividida em dez sorotipos (Ia, Ib e II a IX), com base na
composi¢do do polissacarideo capsular. Os sorotipos Ia, Ib e III sdo os
sorotipos mais comuns isolados da tildpia infectada (EVANS et al.,
2008; SUANYUK et al., 2008; RODKHUM; KAYANSAMRUAJ;
PIRARAT, 2011). No Brasil, foi relatado principalmente o sorotipo Ib,
que tem sido predominantemente associado a surtos nas fazendas de
peixes (GODOY et al., 2013).
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Impactos da estreptococcose na tilapicultura

As perdas estimadas na tilapicutltura mundial, causadas por
bactérias Streptoccocus sp., foram de aproximadamente US$ 150
milhdes em 2000 e aumentaram para US$ 250 milhdes em 2008
(KLESIUS; SHOEMAKER; EVANS, 2000, 2008). Na China, a
estreptococose causa grandes perdas no mercado de tilapias e o valor
das perdas devido as infecgdes pela bactéria Streptococcus iniae é de 23
bilhdes de dodlares por ano (ZHENG et al., 2017).

Apo6s o primeiro relato em 4gua doce, em 1966 (ROBINSON;
MEYER, 1966), a bactéria S. agalactiae ja foi relatada em peixes de
sete paises: Estados Unidos, Israel, Japao, Kuwait, Tailandia, Honduras
e Brasil (AMAL; ZAMRI-SAAD, 2011). Esta espécie predomina em
regides temperadas e tropicais e também foi isolada de tilapias enfermas
na Europa, América Central e do Sul e em toda a Asia (SHEEHAN,
2010).

No Brasil, o isolamento de Streptococcus sp. no norte do estado
do Parand, ¢ uma forte evidéncia da participacdo desses agentes na
etiologia das septicemias e meningoencefalites em tilapias no Brasil
(SALVADOR, et al. 2003, 2005). Também foram relatadas, no
municipio de Paulo Afonso, regido norte da Bahia, a sintomatologia
clinica da infec¢do por bactérias Streptococcus sp. em tilapias do Nilo
[1]. Outros estados produtores, com registros de surtos de mortalidade
por S. agalactiae foram os estados de Minas Gerais e Espirito Santo
(FIGUEIREDO et al., 2006). Durante o periodo de 2003 a 2007, foram
investigados os surtos de meningoencefalite e septicemia causada por S.
agalactiae na tilapia do Nilo criada em nove diferentes fazendas
piscicolas, em seis estados brasileiros (SP, PR, MG, BA, ES ¢ CE),
levando a uma mortalidade de mais 70 toneladas neste periodo (MIAN
et al.,, 2009). Em 2016, foi relatado o primeiro isolamento de S.
agalactiae em tilapia cultivada no Peru (ORTEGA ASENCIOS et al.,
2016).

Vias de transmissio da estreptococcose

A principal via de transmissdo, no ambiente de cultivo, ¢ a
horizontal (LIM; WEBSTER, 2006), seja pelo contato com peixes e/ou
alimentos contaminados, como também pelo contato indireto mediado
pela dgua dos sistemas de criag@o. O peixe recém-introduzido pode ser o
fator mais importante para introdu¢do de S. agalactiae ao cultivo. A
coabitagdo de peixes mortos ou infectados com peixes saudaveis resulta
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na infeccdo do peixe saudavel, pois as bactérias sdo excretadas nas fezes
dos peixes infectados, sobrevivendo na agua e infectando outros peixes
saudaveis (NGUYEN; KANAI; YOSHIKOSHI, 2002,).

Além disso, acredita-se que o uso de farinha de peixe infectado
no preparo da rag¢do, dependendo do tipo de processamento, seja
responsavel pelos surtos de estreptococcose na Coréia (KIM et al.,
2007). Xu,Shoemaker e Klesius (2007) também demonstraram que a
infeccdo por este patdgeno poderia ocorrer através de feridas na pele.
Este mecanismo geralmente envolveu peixes que foram criados em altas
densidades.

Apesar de Jiménez e colaboradores (2011) ndo detectarem
bactérias nas larvas do peixe oriundas de um progenitor infectado,
descartando a hipotese de transmissdo vertical desta doenca, existem
estudos recentes que detectaram S. agalactiae e S.iniae nos Orgaos
reprodutivos (testiculos e ovarios), bem como nos ovos fertilizados e
alevinos derivados de crias aparentemente saudaveis de hibridos de
tilapia-do-nilo e tilapia vermelha (SUEBSING et al., 2013). Pradeep ¢
colaboradores (2016) também encontraram evidéncias que confirmam
que S. agalactiae ¢ S. iniae podem ser transmitidas verticalmente em
tilapia vermelha sob criacdo intensiva, por peixes assintomaticos
infectados. Estes resultados sugerem que a transmissdo vertical dessas
doencas bacterianas para progénies também pode ser possivel para
algumas espécies de tilapias.

Fatores de viruléncia da Streptococcus agalactiae

Para que a doenca se estabelega nos peixes, a S.agalactiae
dispde de uma série de estratégias para transpor as barreiras fisicas do
hospedeiro, facilitar sua colonizagdo e assim estabelecer a infec¢do. Para
isto, o microrganismo utiliza estruturas presente em sua superficie ou
secreta outras no ambiente circundante.

Além do ataque direto de toxinas formadoras de poros [f-
hemolisina/citolisina (B-H/C) e Christie Atkins Munch Peterson
(CAMP)] que facilitam a entrada e sobrevivéncia do patdgeno no
hospedeiro, ¢ impreterivel que o mesmo subverta as defesas
imunologicas inatas do hospedeiro. Para esse fim, o patégeno produz
fatores de viruléncia que impedem seu reconhecimento pelo hospedeiro
ou fornecem resisténcia aos mecanismos de defesa (RAJAGOPAL,
2009).

Dentre alguns fatores que proporcionam a S. agalactiae a
evasdo do sistema imune, encontra-se um grupo de enzimas, as



35

hialuronidases, responsaveis pela degradagdo de polissacarideos,
principalmente a N-acetilglicosamina, que compde o acido hialuronico.
A capsula polissacaridica rica em acido sidlico (CPS) exemplifica o
mimetismo molecular, permitindo que o microrganismo invada o
hospedeiro sem que seja percebido. Ainda pode-se destacar a resisténcia
do patdgeno a espécies reativas de oxigénio, por meio da produgdo de
enzimas superoxido dismutase que tem como cofator o Mn'2, Zn*? e
Cu*.

Para a obten¢do de nutrientes vitais a sua sobrevivéncia, a S.
agalactiae desenvolveu sistemas de absorcdo de ferro com alta
afinidade, que de forma direta, podem captar o ferro das proteinas
especializadas do hospedeiro, tais como a ferritina, transferrina,
lactoferrina e hemoglobina (contendo grupo heme), haptoglobulina e
hemopexina. Também de forma indireta, podem captar o ferro pelo
emprego de hemdforos, especializados na aquisi¢do do grupo heme ou
pelo uso de pequenos compostos moleculares chamados siderdforos
(normalmente menores que 1 kDa) como quelantes férricos de alta
afinidade (RATLEDGE; DOVER, 2000).

Em estudo realizado por MOULIN e colaboradores (2016), foi
demonstrado pela primeira vez que o zinco também ¢ essencial para o
crescimento 6timo de S. agalactiae. Bactérias patogénicas devem se
adaptar aos mecanismos de captacdo de zinco, para acomodar as
diferencgas de concentragdes, distribui¢do pelo corpo do peixe, tanto para
evitar a toxicidade quanto para atender as suas necessidades. Em
bactérias, existem vdarias enzimas importantes que sdo dependentes de
zinco, incluindo a 4lcool desidrogenase, desacetilase do peptidoglicano,
metaloprotease e as proteinas ribossomicas. Os homologos dessas
proteinas estdo presentes em S. agalactiae e também provavelmente
exigem zinco para atividade adequada (RAJAGOPAL, 2009).

Sinais clinicos de estreptococcose em peixes

Os principais sinais clinicos causados pela infec¢do por
Streptococcus sp. incluem: hemorragias nas branquias, perda de apetite,
deslocamento da coluna vertebral, hemorragias ocular, opacidade da
cornea ¢ hemorragias na base das barbatanas e no opérculo. Os sinais
mais proeminentes sdo a exoftalmia unilateral ou bi-lateral e abdomen
distendido. Os exames pos mortem do peixe afetado revelam a presenca
de liquido sangrento na cavidade do corpo, bago alargado e
avermelhado, figado palido e aumentado, bem como inflamagdes ao
redor do coragdo e rim.
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Alguns autores, além de citarem os sinais a cima, também
observaram lesdes hemorragicas na pele (YANONG; FLOYD, 2002;
SALVADOR et al., 2005; ZAMRI-SAAD; AMAL; SITI-ZAHRAH,
2010). Outros sinais clinicos incluem escurecimento da pele e natagdo
erratica, em espiral, ou girando logo abaixo da superficie da 4gua. Em
alguns casos, no entanto, os peixes afetados ndo apresentaram sinais
clinicos dbvios antes da morte e a mortalidade deveu-se principalmente
a septicemia e infeccdo do cérebro e do sistema nervoso (YANONG;
FLOYD, 2002; ZAMRI-SAAD; AMAL; SITI-ZAHRAH, 2010).

Streptococcus agalactiae pode causar necrose local, invadir e se
multiplicar dentro de macrofagos, que podem atuar como veiculos,
permitindo a invasdo da corrente sanguinea, disseminando-a para varios
orgdos, inclusive para o encéfalo, pois ha transposi¢do da barreira
hematoencefalica, caracterizando assim o quadro de septicemia
(ELDAR et al.,1994; EVANS et al., 2002). Em individuos de tilapia-
do-nilo infectados com §. agalactiae, o isolamento ¢ mais frequente no
encéfalo, rim e figado em ordem decrescente (FIGUEIREDO, 2006).

Figueiredo (2006) observou o escurecimento dos peixes,
exoftalmia bilateral ou unilateral em alguns animais, pequenas lesdes de
pele com perda de escamas e areas de petéquias na base das nadadeiras
ventrais, natagdo erratica ¢ em movimentos circulares, alta mortalidade e
evolucdo rapida, com morte dois a trés dias apds o inicio dos sinais
clinicos. Somente animais adultos de ambos os sexos foram acometidos.
Por outro lado, recentemente em Guangdong, China, foram relatados
casos preocupantes de infecgdes sem sinais aparentes em tilapias adultas
(SUN et al., 2016).

Imunidade inata (ndo especifica) de peixes

Entender o funcionamento do sistema imune de peixes ¢
fundamental para o avango da aquicultura. Os peixes detém um sistema
de defesa armado com um complexo e extenso numero de agentes com a
funcdo de prevenir a infec¢do inicial assim como a multiplicagcdo dos
agentes patogénicos apos a infeccdo iniciada. Os peixes possuem tanto
um sistema de defesa imune inato (ndo especifico) quanto um adaptativo
(especifico), sendo que os parametros inatos estdo na vanguarda da
defesa imunoldgica, podendo ser um fator crucial na resisténcia as
enfermidades.

Além de ser a primeira linha de defesa, o sistema imune inato
desempenha um papel essencial na indugcdo e na manipulacdo da
imunidade adaptativa. A resposta adaptativa apesar de ser tipicamente



37

tardia, ndo deixa de ser essencial para a imunidade duradoura e ¢ um
fator chave na vacinagdo bem-sucedida (SECOMBES; WANG, 2012).
O sistema imunologico inato € um mecanismo de defesa fundamental
para o peixe, ¢ também desempenha um papel instrutivo na resposta
imune adquirida e na homeostase (MAGNADOTTIR, 2006).

Magnadéttir (2006) e Whyte (2007) concluem que a resposta
inata tem sido considerada um componente essencial na luta contra
patogenos em peixes, devido as limitagdes do seu sistema imune
adaptativo, tais como sua natureza ectotérmica, seu limitado repertorio
de anticorpos e a lenta proliferagdo, maturacio ¢ memoria de seus
linfocitos. Por outro lado o sistema imune inato também ¢ importante na
ativacdo de uma resposta imune adquirida, e, quanto mais estruturada
estiver a imunidade inata, mais rapido ira prover a ativagdo da
imunidade adaptativa, fazendo com que a resposta imunoldgica do
animal funcione de forma sinergicamente mais eficiente.

A imunidade 1inata dos peixes envolve a barreira
epitelial/mucosa, os parametros humorais € os componentes celulares. A
barreira epitelial/mucosa da pele, das branquias e do trato digestivo sdo
barreiras extremamente importantes nos peixes, estando constantemente
imersas em meios contendo agentes potencialmente nocivos
(MAGNADOTTIR, 2010).

Nos peixes, como nos mamiferos, a inflamag¢do ¢ uma reacao
protetora do hospedeiro em resposta as lesdes, o que resulta em
alteragdes morfologicas e quimicas especificas em tecidos e células. Os
processos inflamatorios sdo iniciados se as barreiras da membrana da
pele e/ou do muco forem violadas. Uma vez violadas as barreiras fisicas,
da-se inicio a deteccdo de agentes infecciosos pelos receptores de
reconhecimento padrio (PRRs) (BOLTANA et al., 2011).

A existéncia de multiplos tipos de PRR, em diferentes
compartimentos celulares, alguns dos quais identificam ligantes
semelhantes, evidencia as complexidades sinérgicas possiveis nas
respostas imunes inatas em um uUnico organismo. Os receptores de
reconhecimento de padrdes de células hospedeiras agem para detectar e
responder aos padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPs).
Os PAMPs incluem componentes da parede celular bacteriana como
lipopolisacarideos (LPS), peptideoglicanos e estruturas de DNA ou
RNA que s3o exclusivas das bactérias (BOLTANA et al., 2011).

Durante a iniciacdo da resposta imune inata, acontece a
ativacdo de vias de sinalizagdo celular, induzindo a transcri¢do de
importantes mediadores inflamatodrios, incluindo quimiocinas, citocinas,
aminas vasoativas e eicosandides. As células assassinas naturais (NK)
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sdo estimuladas e, por sua vez, liberam fatores ativadores de macréfagos
atraindo os fagocitos para os sites da infec¢do. Weeks-Perkins e Ellis
(1995) estiveram entre os primeiros a demonstrar que os macrofagos de
peixe possuem a capacidade de se mover por quimiocinesia ou
quimiotaxia em resposta a um antigeno bacteriano in vitro ou in vivo.

As células imunes ndo especificas nos peixes consistem em
mondocitos/macréfagos, neutrofilos (ou granuldcitos) e  células
citotoxicas ndo especificas ou NK. A a¢do dos mondcitos e/ou
macrofagos representa uma das mais importantes respostas imunes, em
peixes. Sdo as células primarias envolvidas na fagocitose € na morte de
agentes patogé€nicos apOs o primeiro reconhecimento € posterior a
infeccio (SHOEMAKER; KLESIUS; PLUMB, 1997). Os neutrofilos
(granuldcitos) sdo as células primarias envolvidas nos estagios iniciais
da inflamagcdo (12 a 24 h) nos peixes (MANNING; JOVANOVICH,
1985), sendo que a sua fungdo, entre outras, pode estar envolvida na
producdo de citocinas para recrutar células imunes na area de dano ou
infec¢do (SHOEMAKER; KLESIUS; LIM, 2001).

A migracdo das células sanguineas circulantes para os tecidos,
para participar da resposta inflamatdria, também inclui trombdcitos e
linfécitos, além de macrofagos e granulocitos (SALVADOR, 2012). O
mesmo autor relatou a grande concentragdo de trombodcitos no local da
inflama¢@o como normal, j& que essas células tém funcdo de defesa em
peixes. Em outro estudo, realizado para verificar se dietas
suplementadas com extratos naturais poderia influenciar a inflamacao
aguda e a resposta hematoldgica em tilapia do Nilo, constatou-se que os
macrdéfagos foram as células mais frequentes, seguidos por neutréfilos,
trombocitos e linfocitos (DOTTA et al., 2015).

A fagocitose € o mecanismo de linha de frente pelo qual o
sistema imune elimina a maioria dos microorganismos patogénicos,
antecede a produg¢do de anticorpos, e mediada por macrofagos,
neutrofilos, linfocitos T ¢ B e células assassinas naturais (NK)
(SECOMBES; FLETCHER, 1992). A fagocitose ¢ um processo mais
importante em animais ectotérmicos, ja que ¢ o processo imunoldgico
menos influenciado pela temperatura (LANGE; MAGNADOTTIR,
2003).

Segundo Secombes e Fletcher (1992), as principais células
envolvidas na fagocitose nos peixes sdo neutrofilos e macrofagos. Essas
células removem as bactérias principalmente pela producdo de espécies
reativas de oxigénio, pelo complexo NADPH oxidase, durante uma
“explosdo respiratoria” (do inglés “respiratory burst’). Além disso, os
neutréfilos possuem, em seus granulos citoplasmaticos, enzimas com
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atividade de peroxidase, a mieloperoxidase que, na presenca de haleto e
peroxido de hidrogénio, matam bactérias pela halogenag¢do da parede
celular bacteriana (URIBE et al., 2011). Além disso, essas células
possuem lisozimas e outras enzimas hidroliticas em seus lizossomas
(FISCHER et al.,, 2006). Da mesma forma, os macréfagos podem
produzir 6xido nitrico, peroxinitritos e grupos hidroxila, que podem ser
potentes como agentes antibacterianos (SECOMBES; FLETCHER,
1992). A produgdo de oxigénio reativo e nitrogénios intermedidrios por
estas células representa um potente mecanismo citotoxico contra
bactérias e protozoarios patogénicos.

O oxigénio consumido na fagocitose tem sido alvo de estudos
nas ultimas décadas. Ao investigar a fagocitose de bacilos tuberculosos
por neutrofilos e monocitos em 1959, Sbarra e Karnovsky observaram
que o aumento subito no consumo de oxigénio pelos fagdcitos era
resistente a inibidores como azida e cianeto. Os autores sugeriram que
essa explosdo respiratoria estivesse envolvida em algum processo, além
da produg¢do da energia que era necessaria para internalizacdo do
microrganismo, a qual ¢ fornecida normalmente pela glicdlise.

Os processos do sistema imunologico geram espécies reativas
de oxigénio (ERO), os quais distribuem-se em dois grupos, os
radicalares: hidroxila (HO¢), superoxido (O2 «— ), peroxila (ROO- ) e
alcoxila (ROe ); e os ndo radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e
acido hipocloroso, todos considerados quimicamente reativos para
diferentes alvos bioldgicos. O superdxido € produzido pela redugdo
monoeletronica do oxigénio molecular. A dismutagdo superoxido pode
ocorrer espontaneamente ou catalisada pela enzima superdxido
dismutase (SOD) levando a formacao de peroxido de hidrogénio (H20O,).
O H;0: pode ser degradado em agua pelas peroxidases. O H>O, pode
gerar radical hidroxila em uma reacdo catalisada por ferro ou cobre
(reacdo de Fenton). Apds a participacdo na reacdo de Fenton, o ferro
férrico pode ser reduzido por um radical superdxido, contribuindo assim
para a formacao do radical hidroxila (reacdo de Haber-Weiss).
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Figura 6. Formacdo e metabolismo das principais espécies
reativas de oxigénio (vermelho). (Adaptado de PAULSEN;
CARROLL, 2013).
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Figura 7. Formacdo e metabolismo de espécies reativas de
oxigénio Pelas reacdes de Fenton e Haber-weiss. (Adaptado

de PAULSEN; CARROLL, 2013)
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As espécies reativas de oxigénio (ERO), quando presentes em
niveis elevados, causado por sua excessiva formagdo e/ou ineficiéncia
em sua interceptagdo pelas defesas antioxidantes, sdo consideradas
subprodutos citotoxicos nocivos, capazes de danificar lipidios, proteinas
e acidos nucleicos do hospedeiro (Figura 8), prejudicando o
funcionamento celular (SIES et al., 2017).
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Figura 8. Formagdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e seus efeitos
deletérios em biomoléculas (Adaptado de RAMAKRISHNAN; RAJESH;
SULOCHANA, 2007).
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No entanto, quando adequadamente equilibrados, algumas
formas de ERO, nos fagocitos, desempenham papéis criticos na
atividade microbicida, através da sinalizacdo intracelular para ativagdo e
diferenciacdo adequadas e para comunicacdo célula-célula (MCCORD,
2000). O superoxido e peroxido de hidrogénio sdo ERO altamente
toxicos e formam a base de um potente sistema antibacteriano
(KLEBANOFF, 1999). Apesar de ndo serem necessariamente
obrigatérios para a fagocitose per se, sua presenga ¢ vital para a morte
efetiva e a digestdo de agentes patogénicos.

Figura 9. Representagdo esquematica de um fagocito envolvendo um
micrébio em um vactolo fagocitico. A NADPH oxidase ¢ ativada
seletivamente na parede do vacuolo, gerando O2 e peroxido de hidrogénio no
limen vacuolar. Enzimas também sdo liberadas para o vacuolo por
degradacdo de granulos citoplasmaticos. Adaptado de SEGAL; ABO (1993).
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O complexo NADPH oxidase ¢ uma cadeia de transporte de
elétrons, encontrada em linfocitos € na parede de vacuolos endociticos
de células fagociticas. Este complexo ¢ usado como um doador de



42

elétrons para reduzir oxigénio para superdxido e peroxido de hidrogénio
(SEGAL; ABO 1993). Baixa atividade de enzimas responsaveis pela
regulagdo do estresse oxidativo como GPXs, TRs e outras reguladoras
de ERO nessas células, podem causar inducdo a oxidagdo e morte dos
fagocitos. Porém, a superexpressdo ou a baixa atividade regulatéria pode
levar a uma insuficiente producdo de ERO, necessarias para a eficiéncia
de outras fungdes incluindo as fagocitarias.

Nutriclo e a sanidade animal na aquicultura

Nas ultimas trés décadas, foram feitos avancos significativos no
estabelecimento das exigéncias de diversos nutrientes essenciais para o
melhor crescimento e melhor utilizacdo dos alimentos, bem como para
evitar doengas nutricionais em peixes (NRC, 2011). Porém, mais
estudos sobre as exigéncias dos micronutrientes € suas interacdes
precisam ser conduzidos para que niveis adequados possam ser
utilizados como indicadores de estado de saude, incluindo respostas
imunes e resisténcia a doencas. Dentre os diversos agentes estressores
que podem desencadear surto de algumas doencas a redugdo ou a
privacdo de nutrientes na dieta pode ser o mais preponderante. Um peixe
bem nutrido pode resistir a doengas “comuns” dos ambientes de cultivos
(Figura 10).

Figura 10. Fatores que influenciam o status nutricional, saide e funcdes
imunolodgicas dos peixes. Adaptado de LALL (2000).
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De acordo com Lall (2000), a manipulacdo nutricional pode
conferir aos peixes resisténcia as doengas infecciosas. Para tal, deve
haver um equilibrio adequado entre os macros e os micronutrientes,
sendo este estado essencial para o desenvolvimento do sistema
imunologico a partir do estagio larval. A dieta apropriada colabora
diretamente na preservacdo da saude de um animal e na manuten¢do de
sua capacidade de resistir a doencas (LALL; OLIVIER, 1993). Diversos
nutrientes podem alterar a resposta imune, agindo sobre as células,
direta ou indiretamente, por meio de caminhos metabodlicos,
neuroldgicos ou endocrinos (REDDY; FREY, 1902). Taniguchi (1983)
relata que a qualidade geral da dieta e o método de armazenamento de
ragdo influenciaram na resisténcia do  yellowtail (Seriola
quinqueradiata) a estreptococcose.

As medidas sanitarias primarias utilizadas para reduzir o dano
causado por S. agalactiae em peixes, incluem um numero limitado de
antibidticos e quimioterapeuticos de uso aprovados. O tratamento
através da vacinacdo ¢ um método muito difundido e eficaz em muitas
situagdes, sendo a medida mais importante para o controle da
estreptococose nos peixes (LIU et al., 2016). Apesar de tal premissa, de
acordo com Gudding e colaboradores (1999), a maioria das vacinas
utilizadas na aquicultura tem sido desenvolvida de forma empirica,
sendo necessario diagndsticos eficientes para direcionar agdes
quimioterapicas a sorotipos e perfis genéticos das cepas existentes no
pais.

Quando mal desenvolvidas, as medidas sanitdrias podem
contribuir para o surgimento de cepas resistentes a multiplos farmacos
em ambientes aquaticos e ter consequéncias imprevisiveis. No Brasil,
apenas os sorotipos Ib e Ia tém sido implicados na doenca dos peixes até
agora, sendo Ia raro e, de acordo com Chideroli e colaboradores (2017),
foram  encontradas  diferentes  susceptibilidades a  agentes
antimicrobianos de cepas isoladas de S. agalactiae de tilapia-do-nilo. Na
China, cepas de S. agalactiae isoladas de peixes, se mostraram,
resistentes a penicilina, ceftriaxona e clindamicina (CHU et al., 2016), o
que pode vir a ser resultado da administragdo inadequada desses
produtos.

Outro fator negativo relacionado ao uso de antibidticos,
principalmente na ragdo, citado como uma das recomendacdes da FAO,
¢ que, dependendo do grau de infestagdo, os peixes cessam a
alimentacdo, tornando o tratamento ineficiente. Por outro lado, diversos
estudos, citados em uma revisdo de Awad e Awaad, 2017 (2017), vém
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buscando novas fontes de dietas imunopromotoras por meio da adicdo
de fitoterapicos, com o objetivo de minimizar uma ameaca potencial
para a seguranca alimentar.

O papel da nutrigdo vai muito além da busca por maior
crescimento dos peixes. A nutrigdo tem como um dos seus objetivos
principais proporcionar a melhoria das respostas aos desafios ambientais
das espécies sujeitas a criagdo intensiva, atendendo o desempenho
zootécnico € a0 mesmo tempo tornando-as mais resistentes ao estresse
causado pela criagdo intensiva. Para isso, estudos que testam nutrientes
funcionais, incluindo muitos oligoelementos, tém sido relatados nos
ultimos tempos, com o objetivo de compreender como tais nutrientes
afetam o sistema imunologico do hospedeiro e seus mecanismos de
defesa (WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; PARIPATANANONT;
LOVELL, 1997; LALL, 2000; LIM; KLESIUS; DUNCAN, 2011).

Dentro do grupo dos oligoelementos, os minerais exercem
papel fundamental para o desenvolvimento e saude dos animais.
Segundo Mertz (1956), para ser considerado essencial, um elemento
deve apresentar as seguintes caracteristicas: 1) estar presente em todos
os tecidos saudaveis; 2) apresentar concentragdo similar de um animal
para o outro; 3) quando deficiente no organismo, resultar em
anormalidades fisioldgicas, estruturais e reprodutiveis; 4) sua adi¢cdo
impede ou reverte tais anormalidades. Além disso, as anormalidades
induzidas pela deficiéncia devem ser acompanhadas de mudancas
bioquimicas especificas, as quais podem ser curadas ou prevenidas com
a adicdo do elemento em questdo. Estudos sobre micronutrientes, como
0s minerais, sdo escassos se comparados aqueles sobre macronutriente.
No entanto, existem informacdes gerais sobre nutricdo mineral, como
exigéncias ou sinais clinicos de deficiéncia, as quais foram revisadas em
varios livros e artigos (HILTON, 1989; WATANABE et al., 1997;
GATLIN, 2001; LALL, 2007; NRC, 2011).

Minerais sdo elementos inorganicos necessarios para 0S processos
vitais, sendo imprescindiveis para bons indices zootécnicos e satide dos
peixes. Por outro lado, se forem ingeridos e assimilados em quantidades
excessivas, podem resultar em toxicidade. Portanto, o animal mantém
um delicado equilibrio dos niveis corporais dos metais tragos,
integrando os varios pardmetros de absorcdo, armazenamento e excre¢ao
(WATANABE; KIRON; SATOH, 1997).

Os peixes podem absorver esses tais elementos da dieta e também
da 4gua. O célcio, ferro e inumeros minerais podem ser absorvidos por
meio das branquias, bem como do intestino, porém a maior parte dos
minerais ¢ adquirida através da dieta (WATANABE; KIRON; SATOH,
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1997). A troca de ions com ambiente aquatico, como descrito por
Watanabe, Kiron e Satoh (1997), dificulta a determina¢do das
exigéncias diarias. Além disso, muitos elementos sdo necessarios, em
quantidades tdo pequenas, que ¢ dificil formular dietas purificadas e
manté-las livre do elemento testado (LALL, 2000). Porém, a
suplementacdo dietética com certos minerais em niveis acima dos
exigidos para o crescimento normal e abaixo daquele que causa
toxicidade pode aumentar a funcdo imunoldgica e a resisténcia a
doencgas em peixes. (GATLIN, 2001; LIM et al. 2008a, 2008b).

Com base em exigéncias nutricionais relativas, os minerais sao
classificados em dois grupos: macro e microminerais. Os macrominerais
sdo elementos necessarios em grandes quantidades (de alguns décimos
de grama a mais de um grama por quilo). Pertencem ao grupo dos
macrominerais o calcio, cloro, magnésio, potassio, sodio e o fosforo. Ja
0S microminerais como o cobre, zinco, manganés, ferro e selénio
(Tabela 2) s3o exigidos em quantidades muito pequenas (de
microgramas a miligramas por quilo) (NRC,2011).

Algumas funcdes gerais dos minerais incluem: construir o
sistema esquelético, servir como componentes de compostos organicos
(como proteinas e lipidios), manter o balan¢o acido base e osmdtico e
atuar como cofatores enzimaticos. A deficiéncia de minerais podem
causar patologias bioquimicas, estruturais e funcionais, as quais
dependem de varios fatores, incluindo a duragdo e o grau de privagdo
mineral. O quadro 1 resume as enzimas das quais alguns microminerais
fazem parte, suas fungdes e sinais de deficiéncia do mineral.
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Quadro 1. Minerais e algumas de suas fungdes e sinais de deficiéncias
observadas em peixes. Adaptado de ASHMEAD (1992), LALL (2002),

WATANABE (1997) e NRC (2011).

Mineral Enzima Funcao Sinais de deficiéncia
Anidrase N : .
A Formacao de Crescimento reduzido,
carboOnica, . i .
Alcool CO,, metabolismo  anorexia, catarata, nanismo,
Zinco . do élcool e depressao da resposta imune
dehidrogenase 4 g1 N )
hidrélise de e erosdes nas nadadeiras e
e fosfatase .
. ¢steres fosfatados pele.
alcalina
Piruvato Metabolismo do
carboxilase e piruvato e Redugdo do crescimento,
Manganés  Superdxido dismutagdo do deformidades na estrutura
dismutase radical livre Ossea ¢ catarata
(SOD) superoxido
Oxidagao
Succinato aerobica de
: carboidratos, Crescimento reduzido, baixa
desidrogenase, A T
Ferro : transferéncia de conversao alimentar e
citocromo (a, . .
elétrons e anemia
b, c), catalase ~
protegao contra
perdxidos
Citocromo Oxidase terminal Crescimento reduzido,
. ¢ dismuta¢do do  atividade reduzida da SOD e
Cobre oxidase e : : . )
3OD radical livre citocromo oxidase, catarata e
superdxido erosdes nas nadadeiras
Crescimento reduzido,
Glutationa ~ catarata e atividade reduzida
o ) Remocao de .
Selénio peroxidase L da GPx, distrofia muscular
perdxidos - .
(GPx) nutricional e didtese
exsudativa.

Biodisponibilidade dos minerais organicos ou quelatados

Existe uma grande variagdo na composicdo mineral dos
ingredientes usados para elaboracdo de dietas comerciais. Estudos de
nutricdo animal demonstraram claramente que a biodisponibilidade de
um elemento difere sendo fornecido por diferentes alimentos e
composig¢oes dietéticas (MCDOWELL, 2003).
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O carater bioquimico, ou seja, a forma estrutural que o mineral
¢ oferecido na dieta determinard sua efetividade na sua fungdo
nutricional, sendo que o processamento da dieta e fatores
antinutricionais possam interferir na estabilidade e disponibilidade
desses minerais (ASHMEAD, 1992; WANG; LOVELL, 1997). Assim,
os niveis suplementares &timos destes devem ser estabelecidos de
acordo com sua estabilidade e disponibilidade. Tradicionalmente, a
suplementacdo de microminerais na dieta ¢ realizada por meio da
inclusdo de sais inorganicos, como carbonatos e sulfatos; porém, estas
fontes possuem baixa biodisponibilidade (APINES-AMAR et al., 2004).
A biodisponibilidade pode ser compreendida como a propor¢ao de um
nutriente que ¢ absorvido, metabolizado e transformado em formas
biologicamente ativas ou formas de armazenamento (MUTANEN,
1986). Os fatores que influenciam a biodisponibilidade dos minerais
incluem 1) espécies de peixes, 2) ingestdo dietética de nutrientes, 3) sua
forma quimica, 4) digestibilidade da dieta, 5) tamanho de particula, 6)
interagdo com outros nutrientes, quelantes, inibidores, 7) estados
fisiologicos e patologicos do animal, 8) agua quimica, 9) tipo de
processamento de alimentos, 10) quantidade do elemento e 11) presenca
de componentes inibitorios na dieta (HALLBERG 1981; FORBES;
ERDMAN, 1983; HILTON, 1989; LALL, 2007).

Para avaliar a biodisponibilidade, o conhecimento sobre
exigéncia, metabolismo e funcdo € essencial. Alguns estudos também
apontam que as fontes organicas de minerais t€m taxas de absor¢do mais
elevadas do que as fontes tradicionais, as inorganicas (BELL, 1989;
PARIPATANANONT; LOVELL, 1997; LE; FOTEDAR, 2014).

Minerais orgéanicos ou quelatos s3o minerais associados a
biomoléculas, como carboidratos e aminoacidos, que possuem estruturas
mais estaveis e menor peso molecular, promovendo assim uma maior
prote¢do ao micromineral, conferindo-lhe um carater mais
biodisponivel. A quelagdo de minerais ¢ um processo de producdo
baseado na atracdo entre as cargas positivas de certos cations
polivalentes e quaisquer de dois ou mais sitios de alta atividade
eletronegativa, sendo empregada em alguns regimes de alimentag¢do para
aumentar a absorcdo em relagdo ao metabolismo mineral (ASHMEAD,
1992). Nutricionalmente, os quelatos com aminoacidos sdo usados para
melhorar o fornecimento do elemento traco para o organismo. Existem
muitos tipos de quelatos, tanto naturais como sintéticos, sendo sua
funcdo primordial a de evitar rea¢des quimicas do elemento com outras
substancias no trato digestivo, que formem compostos insoliveis e
assim disponibilizar o cation para outros sistemas que requerem tais
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metais. Para que isso ocorra, as constantes de estabilidade das ligagdes
quelantes devem ser compativeis para a absor¢do intacta, mantendo a
disponibilidade para a degradagdo nos locais de uso mais adequado para
o mineral no corpo.

A vantagem de wusar aminodcidos para quelar minerais
essenciais € torna-los mais biologicamente disponiveis para o animal,
oferecendo maiores possibilidades para regular a quantidade de um dado
ion metdlico a nivel celular do que as técnicas utilizadas
tradicionalmente. Isto limita suas interagdes com outros componentes da
dieta, como inibidores ou outros microminerais, durante sua passagem
pelo trato digestdrio, podendo assim apresentar maior disponibilidade se
comparado as fontes inorganicas de minerais (APINES-AMAR et al.,
2004).

Os minerais quelatados sdo utilizados com sucesso em animais
domésticos terrestres e em algumas espécies de peixes, apresentando
maior biodisponibilidade do que as formas inorganicas. Potencialmente,
o uso de minerais quelatados com maior biodisponibilidade permite
diminuir a suplementacao, reduzindo custos de produgdo assim como o
aporte pela excre¢do desses minerais, no ambiente aquatico. Os quelatos
de aminodacidos de zinco e cobre demonstraram estar mais disponiveis
do que as fontes inorganicas desses minerais para a truta arco iris
(APINES-AMAR et al., 2004).

Para Wang e Lovell (1997), a inclusdo de selénio nas dietas do
bagre do canal (Ictalurus punctatus) pode ser reduzida quando o mineral
¢ ofericido nas formas de selenometionina ou selénio associado a uma
levedura. Os autores demonstraram que as biodisponibilidades das duas
fontes organicas de selénio foram semelhantes para todas as variaveis
medidas, exceto o crescimento. As biodisponibilidades relativas das
fontes organicas variaram de uma média de 116% para a glutationa
peroxidase (GSH-Px) no plasma e 465% no conteido de selénio
muscular. Isso indica que o efeito positivo da quelagdo na
biodisponibilidade do selénio vai além da absorcdo. Para o sistema
imunologico de peixes teledsteos 1sso pode significar uma melhora na
resposta imune quando desafiadas por patdgenos bacterianos.

As formas quelatadas de cobre, ferro, manganés, selénio e zinco
(proteinados) mostraram maior biodisponibilidade para o bagre do
canal, em dietas semipurificadas e praticas (PARIPATANANONT;
LOVELL, 1997). Os quelatos de aminoacidos de zinco e cobre parecem
ser mais disponiveis do que as fontes inorganicas desses minerais para
truta arco iris (APINES et al.,, 2003). Formas organicas de selénio,
incluindo selenomettionina e Sel-Plex® (selénio associado a levedura)
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demonstraram ter maior biodisponibilidade do que o selenito de sodio
inorgéanico para o bagre do canal (WANG et al., 1997). Outros estudos
demonstraram que o aumento da biodisponibilidade de alguns minerais
tem grande potencial para a melhora da resposta imune e a resisténcia as
doengas em peixes (BELL, 1989; PARIPATANANONT; LOVELL,
1995; PARIPATANANONT; LOVELL, 1997; DO CARMO E SA et al,,
2004; LE; FOTEDAR, 2014).

Microminerais presentes no BIOPLEX-Tr-Se-Peixe™

O produto Bioplex® ¢ um composto de minerais ligados a
aminoacidos e uma variedade de peptideos com a fun¢do de otimizar o
desempenho produtivo de peixes. Bioplex® de minerais tragos (zinco,
selénio, manganés, cobre e ferro) faz parte do programa de gestdo de
minerais da Alltech®, que oferece um gerenciamento moderno na
nutricdo mineral em peixes, alcangado através da inclusdo de minerais
em sua forma organica pela suplementacdo com Bioplex®.

Se** (Selénio)

O Se ¢ amplamente distribuido em baixas concentragdes em agua
doce e agua do mar (NRC, 2011). E importante salientar que este
mineral ocorre naturalmente em alimentos para animais, na forma de
compostos de Se inorganico, selenito e selenato, bem como em
compostos organicos como selenometionina, selénio-
metilselenometionina, selenocistina, selenocisteina e selenomettionina
(WATANABE, 1997, LALL, 2000). Esses compostos de selénio
também sdo capazes de proteger a toxicidade dos metais pesados, como
o cadmio e o mercurio (WATANABE; KIRON; SATOH, 1997). Além
disso, o conteido de Se nos ingredientes de origem vegetal varia de
acordo com o nivel e a disponibilidade biologica no solo, nas diversas
localizagdes geograficas (SCOTT, 1973; LO; SANDI, 1980).

A farinha de peixe e subprodutos marinhos sdo fontes naturais de
Se entre os alimentos comuns para peixes. No entanto, certas farinhas de
peixe, por exemplo, de atum, podem ter uma baixa disponibilidade
biologica, devido a formacgdo de complexos de metais pesados e Se. Em
contrapartida, a selenometionina ¢ mais digestivel quando comparada ao
selénio presente na farinha de peixe (BELL, 1989).

Esse micronutriente ¢ considerado um oligoelemento essencial
para o crescimento e metabolismo (FRACALOSSI; CYRINO, 2012),
bem como para manter a saude dos peixes sob condi¢cdes de estresse.
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Como componente essencial de proteinas contendo selenocisteina, esta
envolvido na maioria dos aspectos bioquimicos da funcdo celular. Uma
das primeiras descri¢cdes a respeito do seu envolvimento na resposta
imune foi em 1959, por MacConnell (1959) que, apds injetar Se em
cdes, foi observada a incorpora¢do de isotopos desse mineral nos
leucocitos.

O Se foi identificado por Rotruck (1973) como parte integrante
da enzima glutationa peroxidase (GPx; EC: 1.11.1.9). Este autor
descreveu a atuacdo do Se na reducdo do perdxido de hidrogénio ou
hidroperoxidos organicos e oxidacdo da glutationa para dissulfeto de
glutationa (Figura 11) e, assim, a capacidade de mediar as concentragdes
de peroxido de hidrogénio, protegendo as membranas celulares contra
danos causados pelos  peroxidos. Dessa forma e sob tal complexidade,
as selenoproteinas antioxidantes, como a GPx, sdo responsaveis por
proteger neutréfilos de radicais derivados de oxigénio e sdo produzidas
para matar o patogeno ingerido (LOVELL, 1998; LALL, 2002; LIN et
al., 2005; NRC, 2011).

Figura 11. Reacdo glutationa: peroxido-hidrogénio oxidoredutase.
Fonte: http://www.genome.jp
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Em humanos, na forma de selenoproteinas, o Se desempenha um
papel regulador essencial nos fagdcitos, bem como sobre a ativagdo,
proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos. Desta forma, niveis
insuficientes de selenoproteinas, que regulam as espécies reativas de
oxigénio (ERO) e o estado redox dessas células, podem causar a morte
induzida por oxidacdo de fagocitos e prejudicar a reposta imune
(HOFFMANN, 2007).

Wang, Lovell e Klesius (1997), em estudo com o bagre do canal,
afirmaram que o titulo aglutinante de anticorpos no soro para
Edwardsiella ictaluri e a quimiotaxia de macrdéfagos em resposta a
Escherichia coli, respondiam as concentragdes dietéticas e as diferentes
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fontes de Se. Em consequéncia disso, os autores concluiram que a forma
como o Se foi incorporado também influenciou na resposta dos peixes.

O Se, junto com a vitamina E, ¢ essencial para prevenir a distrofia
muscular nutricional (LALL, 2002; NRC, 2011). Ambos agem como
agente antioxidante em peixes, estando o Se diretamente ligado ao
metabolismo dos compostos de a-tocoferol. Por conseguinte, uma agdo
sinérgica do Se com a vitamina E tem como fun¢do proteger
fosfolipidios  polinsaturados da membrana celular de danos
peroxidativos (NRC, 2011). Wise e colaboradores (1993) avaliaram a
producdo de anions de superdxido extracelular e intracelular em
macrdfagos renais do bagre do canal alimentados com dietas contendo
varios niveis de Se (na forma de selenito de sddio) e vitamina E. Apesar
da produgdo de anions superdxido extracelulares ndo ter sido afetada
pelos tratamentos, a producdo de anions superoxido intracelular foi
maior para os peixes alimentados com quantidades quatro vezes maiores
que a exigéncia de crescimento normal de Se e vitamina E.

Lin e Shiau (2007) analisaram o efeito da adicdo crescente do Se
(selenometionina) e decrescente do cobre (sulfato de cobre) na dieta da
garoupa de Malabar (Epinephelus malabaricus). Os resultados
indicaram que a ingestdo elevada de Cu induziu um estresse oxidativo
na garoupa € diminuiu a resposta imune. Por outro lado, a
suplementacdo dietética de Se, em duas vezes a adequada para
crescimento, reduziu esse estresse oxidativo e melhorou a resposta
imune do peixe, sugerindo que o Se atua na resposta imune como
limitador ao estresse oxidativo. Portanto, esse mineral tem um grande
potencial como mitigador dos efeitos imunossupressores dos agentes
estressores, sempre presentes em condi¢des de criagdo intensiva.

Ha que se considerar, no entanto, que o Se também pode ser
toxico para os peixes em niveis acima do exigido para a espécie. Os
niveis acima de 13 a 15 mg de Se kg! de ragdo podem ser toxicos para
truta arco-iris (Salmo gairdneri) (HILTON et al., 1980). Outros estudos
também relataram que o excesso de Se dietético resultou em
crescimento reduzido, aumento da peroxidagdo lipidica, degeneragdo
tecidual, maior mortalidade e diminui¢do da atividade da GSH-Px em
peixes (POSTON et al., 1976; HILTON; HODSON, 1983; GATLIN;
WILSON, 1984; WANG; LOVELL., 2007).

Fe?® (Ferro)

O valor nutricional das fontes de ferro depende nido apenas da
sua concentracdo € propor¢cdo entre componentes organicos €
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inorganicos na dieta, mas também da quantidade absorvida e da
biodisponibilidade para o animal. Fatores enddgenos ao animal como
tamanho, idade, fisiologia digestiva, estado nutricional e fatores
exogenos como a influéncia de sua forma quimica nas interacdes com
outros componentes dietéticos, também afetam diretamente a
biodisponibilidade do Fe para os peixes (PARIPATANANONT;
LOVELL, 1997; WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; LALL, 2000).
Por exemplo, o dcido ascorbico aumenta a absor¢do de Fe (BARROS et
al., 2002), enquanto que o fitato e o acido tanico podem diminuir sua
absorcdo (THORSTENSEN; ROMSLO, 1990). Alimentos de origem
animal, como farinha de peixe, farinha de carne e sangue, sdo ricas
fontes de Fe, mas as sementes de oleaginosas e os cereais também se
destacam. O Fe de fontes animais pode ocorrer como porfirina,
mioglobina e hemoglobina, enquanto que, nos cereais, pode estar em
forma de fitina (LALL, 2000).

O Fe ¢ um mineral traco de particular interesse devido a sua

importancia para a adequada funcdo do sistema imunologico e,
consequentemente, na defesa do hospedeiro contra a infec¢do (BEISEL,
1982; BHASKARAM, 1988). A manutenc¢do de baixas concentracoes de
Fe livre nas mucosas, membranas ¢ em outros tecidos é considerada uma
das principais defesas inatas do hospedeiro contra infec¢des bacterianas
(LALL, 2000).
Em sistemas biologicos, o Fe pode existir no estado ferroso (Fe*") ou
férrico (Fe**), o que o torna essencial no transporte de oxigénio em
compostos do pigmento respiratdrio (compostos heme), como a
hemoglobina nos globulos vermelhos e a mioglobina no musculo, bem
como as enzimas que contém o grupo heme, tais como peroxidase,
catalase, citocromos, transferrina e ferritina (LIM; KLESIUS;
SHOEMAKER, 2001). Em 1941, o médico sueco Kjell Agner, purificou
a substancia verde contida em pus, fleuma e leucdcitos € encontrou uma
proteina verde escura contendo Fe heme com atividade de peroxidase;
essa enzima era a mieloperoxidase (MPO; EC 1.11.2.2) (KETTLE;
WINTERBOURN, 2015).

A enzimologia complexa da MPO, seus oxidantes fugazes e
papéis enigmaticos na biologia e patologia, atraem muita atencdo da
pesquisa atual. A MPO ¢ uma peroxidase heme cldssica que ativa o
peroxido de hidrogénio para oxidar os substratos organicos aos radicais
livres (KETTLE; WINTERBOURN, 2015). No entanto, o que
diferencia a mieloperoxidase de outras enzimas ¢ a capacidade
excepcional do composto I de oxidar cloreto para cloro ou acido
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hipocloroso (Figura 12) - um composto forte que mata as bactérias e ¢
toxico para células humanas.

Figura 12. Reagao oxidagdo do composto I da mieloperoxidase: peroxido
de hidrogénio oxidoredutase (formacdo de hipocloreto). Fonte:
http://www.genome.jp
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Outra enzima dependente de ferro e importante para o controle
do estressse oxidativo ¢ a catalase (CAT; EC 1.11.1.6). Esta enzima ¢
predominantemente encontrada no figado de mamiferos e em eritrdcitos
do sangue, incluindo as células de algumas bactérias. Em um estudo
realizado com diversas espécies de peixes, realizado por Rabie e
colaboradores em 1972, demonstrou uma grande atividade desta enzima,
sendo a tilapia-do-nilo a espécie que mais apresentou a atividade da
catalase no sangue. Esta metaloenzima dependente de ferro ¢ muito
importante para a regulacio de ERO, reduzindo o perdxido de
hidrogénio nos organismos (figura 13). Em virtude de sua agdo
antioxidante ecla funciona como um excelente biomarcador (GAD,
2011), e uma importante ferramenta na resposta imunoldgica de peixes.

Figura 13. Reagdo do Peroxido de hidrogénio: perdxido de
hidrogénio oxidoredutase. Fonte: http://www.genome.jp
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Em termos imunologicos, o Fe ¢ um elemento com grande
efeito na resisténcia as doengas. Essas premissas apontam que o
metabolismo e a fun¢do do Fe nos peixes sdo semelhantes aos de outros
vertebrados (LALL, 1989). Muito do estudado em relacdo ao Fe, foi



55

pelo fato de que existe um equilibrio delicado entre a necessidade deste
mineral nas defesas do hospedeiro e a exigéncia de microorganismos
para seu crescimento. Os desequilibrios comprometeriam o sistema
imunologico e a resisténcia do peixe a doengas (LIM et al., 2001a).

Como o ferro livre € toxico, a molécula de Fe ¢ transportada
juntamente com uma proteina, assim dois atomos de Fe™ sdo ligados a
uma molécula de transferrina, uma proteina beta-globulina. Se o nivel de
ions de Fe exceder a capacidade de ligagdo da transferrina, a toxemia de
FE pode ocorrer (KIRON, 2012). Esse Fe excedente pode se ligar ao
fosforo para formar um complexo insoluvel de Fe-fosfato que poderia
levar também a uma deficiéncia de fosforo. Os principais efeitos da
toxicidade do Fe incluem redu¢do no crescimento, baixa taxa de
conversdo alimentar, inapeténcia, aumento da mortalidade, diarréia e
dano histopatologico as células do figado (LALL, 2000).

Zn*" (Zinco)

Entre os ingredientes para formulacdo de dietas para animais, as
principais fontes de Zn sdo a farinha de peixe, os concentrados proteicos
vegetais e os graos de cereais. A albumina de ovos, devido ao seu baixo
teor de Zn (< 3 mg kg'), é geralmente utilizada em dietas experimentais
de baixo teor de Zn.

Existem algumas diferencas na biodisponibilidade de Zn entre
alimentos de origem vegetal e animal. Os fitatos soltveis, quando
adicionados a proteina animal, diminuem a biodisponibilidade do Zn e
representam grande parte da sua baixa disponibilidade na proteina das
sementes oleaginosas (OBERLEAS, 1973). A biodisponibilidade de Zn
na farinha de peixe ¢ muito afetada pelo teor de fosfato de tri-calcico
(SATOH et al., 1987). Niveis mais elevados de Zn devem ser
suplementados nas dietas praticas para compensar a reduzida
biodisponibilidade de Zn causada pelo fitato, calcio e fosforo dietéticos.

O Zn ¢ um importante oligoelemento na nutricdo dos peixes, pois
regula muitos processos envolvidos em vdarias vias metabodlicas, com
papel de componente integral de uma série de metaloenzimas e como
cofator especifico de enzimas dependentes de Zn. Aproximadamente
vinte Zn-metaloenzimas foram identificadas, incluindo anidrase
carbonica, fosfatase alcalina, carboxipeptidase A e peptidases
relacionadas, 4lcool desidrogenases e superdxido dismutase (SOD)
(WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; LALL, 2000).

A enzima superoxido dismutase citosolica (SOD;) ¢ dotada de
centro metalico (cobre/zinco) no sitio catalitico (Cu/Zn-SOD; EC
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1.15.1.1), assim como a SOD extracelular (SOD3), da mesma forma que
a SOD;, possui um cobre/zinco no local catalitico. Esta enzima ¢
encontrada em todas as células vivas que utilizam oxigénio molecular,
convertendo o anion superoxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio
(FRIDOVICH, 1974), como exemplificado na figura 14. Nos eritrécitos,
0 Zn esté presente também na enzima SOD; (HAMBIDGE et al., 1986).
Por sua agdo antioxidante, o Zn ¢ necessario para a manuten¢do da
integridade da membrana dos eritrocitos, protegendo os sulfidrilos dos
grupos lipomembrana da acdo dos radicais livres, principalmente o
superdxido (O'DELL et al., 1987).

Figura 14. Reagdo superoxido: superooxido oxidoredutase. Fonte:
http://www.genome.jp
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A extensa distribui¢do do Zn no meio ambiente e nas dietas para
animais leva a crer que uma deficiéncia de Zn seria improvavel. Entre
1973 e 1974, uma ocorréncia generalizada de cataratas em truta-arco-iris
alimentadas com dietas praticas nos Estados Unidos, levou a constatagdo
de que Zn ndo estava disponivel na farinha de peixe branco usada na
fabricacdo da racdo (KETOLA, 1979). Por outro lado, Zn em excesso na
dieta pode afetar negativamente outros elementos, como ferro, cadmio e
magnésio (CLEARWATER; FARAG; MEYER, 2002), causando redugdo
no crescimento (JENG; SUN, 1981).

Cu? (Cobre)

O cobre ¢ amplamente distribuido em alimentos € no ambiente
aquatico, portanto, sua deficiéncia ocorreria em peixes somente em
condigdes extremas. J& os ingredientes de alimentos processados, de
origem vegetal e animal, podem mostrar um contetdo varidvel de Cu,
resultante principalmente de contaminantes metdlicos. Outro detalhe
importante relativo ao estado nutricional do cobre ¢ que durante o
processamento de materiais ricos em proteinas, a umidade proporciona
uma condi¢do favoravel para a absor¢do de Cu pela fragdo protéica
(WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; LALL, 2000). A maioria dos
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ingredientes de proteina animal e vegetal contém entre 5 a 30 mg de
Cu/kg.

O cobre funciona como componente estrutural em inUimeras
enzimas. Essas metaloenzimas de Cu estdo envolvidas na produgdo de
energia celular (citocromo oxidase), protecdo de células contra danos
oxidativos (SODj), neurotransmissores cerebrais (dopamina hidroxilase
e monoxigenase amidatéria de peptidil), sintese de colageno (lisil
oxidase) e producdo de melanina (tirosinase). O cobre também ¢ ligado
a proteina ceruloplasmina, que ocorre na célula sanqguinea e no plasma
e estd envolvida na utilizagdo do ferro pelo organismo. A
ceruloplasmina transporta Cu, além de ajudar a converter o ferro em
uma forma que pode ser transportada para outros tecidos (O'DELL,
1976; WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; LALL, 2000). Uma das
poucas investigacdes sobre o metabolismo do cobre nos peixes, por
Syed e Coombs (1982), revelou semelhangas com os mamiferos na
distribuicdo de cobre e enzimas dependentes desse elemento.

A toxicidade oral deste elemento, resultante de poluentes em
agua natural ou produzida experimentalmente, produzem efeitos que
incluem danos as branquias, necrose no figado e rim, reducdo do
crescimento, baixa eficiéncia alimentar e elevagdo dos niveis de Cu do
figado (MURAI et al., 1981; LANNO et al., 1985; GATLIN; WILSON,
1986b; WATANABE; KIRON; SATOH, 1997; LALL, 2000).

Mn?® (Manganés)

Os ingredientes utilizados nas racdes de peixes apresentam
concentragdes variadas deste mineral. Peixes alimentados com dietas
praticas contendo farinha de peixe branco, farinha de peixe integral,
farinha de arenque (Clupea harengus), farinha de capelim (Mallotus
villosus) e farinha de sardinha (Sardinops sagax), sem Mn suplementar,
apresentaram piora no crescimento quando comparados com peixes
alimentados com a mesma dieta, porém, com suplementacdo de Mn
(SATOH et al., 1989; LALL, 2000). Entre as fontes vegetais, o farelo de
arroz, farelo de trigo, farinha de alfafa, grios de milho seco de destilaria
com solaveis (DDGS) e cereais sdo boas fontes de Mn (WATANABE,
1997).

Os niveis de célcio e fosforo podem ser fatores limitantes na
disponibilidade do Mn para os peixes. Dietas contendo fosfato tricalcico
promoveram uma reducdo nos niveis de Mn retidos pelos peixes
(SATOH, TAKEUCHI ¢ WATANABE 1991). Nos peixes que nao
apresentam estomago, como ¢ o caso da carpa, essa interagdo pode nao
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existir, devido a redu¢do da capacidade de solubilizar o fosfato tricalcico
(SATOH, POE ¢ WILSON, 1989).

A disponibilidade do Mn difere entre os varios sais inorganicos.
As fontes de sais inorganicos utilizadas para a inclusdo de Mn nas dietas
sdo o 6xido manganoso, carbonato manganoso, sulfato manganoso e o
cloreto manganoso (SATOH et al., 1987; LALL, 1989) e, dependendo
da espécie, essas fontes apresentam baixa biodisponibilidade, com
redu¢do nos indices zootécnicos.

O manganés ¢ um elemento importante para o crescimento
normal, reproducdo e prevencdo de anormalidades esqueléticas em
peixes e ¢ amplamente distribuido no tecido animal. Este mineral tem
fungdes importantes como ativador de metaloenzimas especificas
(glicosiltransferases) e ndo especificas (quiases, transferases, hidrolases
e descarboxilases), importantes no metabolismo de proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos nucleicos (WATANABE; KIRON; SATOH, 1997;
LALL, 2002). O Mn esta envolvido na formagao 0ssea, na coagulagdo
sanguinea, na funcdo da insulina e na sintese do colesterol (WEBSTER;
LIM, 2015). Estd envolvido em sistemas bioquimicos como um ativador
enzimatico e como metaloenzima da Mn superoxido dismutase
mitocondrial (SOD2) atuante na primeira linha contra danos oxidativos
(DE ROSA et al., 1980).

JUSTIFICATIVA

Devido a importincia socioecondmica da tildpia para a
quicultura, ¢ fundamental, portanto, a pesquisa para encontrar
alternativas eficientes para toda cadeia produtiva.  Apesar dos
progressos a respeito dos estudos nutricionais dos minerais inorganicos,
ainda existem muitas lacunas no conhecimento das exigéncias
quantitativas e suas funcgdes fisiologicas na maioria dos peixes,
principalmente no que diz respeito a forma organica dos minerais
dietéticos.

O uso de minerais organicos (quelatos) na alimentacdo de peixes
apresenta um potencial elevado para a sustentabilidade da piscicultura,
pois nesta forma, os minerais t€m maior biodisponibilidade e taxa de
absor¢do. Com o melhor aproveitamento desses elementos pelos peixes
pode consequentemente auxiliar na melhora de toda fisiologia animal,
incluindo suas respostas imunoldgicas.

Viarias condigdes patologicas e sinais de deficiéncia nutricional
de etiologia desconhecida sdo observados nas operagdes aquicolas.
Muito disso pode ocorrer devido a um desequilibrio mineral dietético
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e/ou uma absor¢do limitada ou excessiva desses elementos da agua.
Definir o papel dos minerais organicos na resposta imune € prevencao
de doencas € uma drea de pesquisa promissora € interessante. Nos
ultimos anos, a vitamina E e o selénio foram implicados na prevaléncia
de varias doencas infecciosas.

Bacterioses sd@o hoje uma das maiores preocupagdes para
industria aquicola, devido a importantes perdas com mortalidade
causadas por esse grupo, sendo a bactéria Gram positiva Streptococcus
agalactiae uma das mais frequentes no desenvolvimento de
enfermidades na tilapicultura. Um manejo nutricional inadequado pode
potencializar a agdo dos patdgenos no aparecimento de surtos no cultivo.

Considerando o potencial nutricional do uso de minerais
organicos na alimentacdo de peixes tanto no desempenho zootécnico
como na resisténcia a patdgenos, torna-se necessario um maior
entendimento sobre o melhor aproveitamento desses nutrientes para a
tilapia-do-nilo, o que pode representar uma melhora na resposta
imunologica e resisténcia a enfermidades nas operacdes aquicolas.

OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar os  parametros  hemato-imunologicos, estado
antioxidante e resisténcia a infeccdo pela bactéria Streptococcus
agalactiae em juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
quando alimentados com diferentes concentragdes de microminerais
(zinco, ferro manganés, cobre e selénio) na forma organica ou
inorganica.

Objetivos Especificos

v Avaliar parametros hematologicos: contagem total de
eritrocitos, percentual de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina
total, indices hematimétrico, trombdcitos, leucdcitos e contagem do
diferencial de leucocitos.

v Avaliar parametros imunoldgicos: atividade aglutinante do
soro, proteinas e 1munoglobulinas total no soro, atividade
antimicrobiana do sangue e atividade bactericida da mieloperoxidase.

v Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes: superoxido
dismutase, glutationa peroxidase, catalase.
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v Avaliar os danos oxidativos, através da quantificagdo de
carbonilas proteicas e a deteriorizacdo de acidos nucleicos pela
eletroforese em gel.

v Avaliar danos hepaticos por meio da determinacdo da atividade
das enzimas alanina transaminase e aspartato transaminase.
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RESUMO

O adequado suprimento de minerais na dieta ¢ essencial para o
desenvolvimento do sistema imunologico dos peixes, deixando-os mais
aptos para enfrentar enfermidades em sistemas intensivos de criagdo.
Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a resisténcia de
juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) a infeccdo com
Streptococcus  agalactiae, quando  alimentados com  racdes
suplementadas com diferentes niveis de minerais organicos, na forma do
aditivo BIOPLEX-TR-Se-Peixe™, produzido pela empresa Alltech.
Além da sobrevivéncia, foram avaliados o status antioxidante, alteragdes
hematoldgicas e respostas imunes celulares e humorais nao especificas.
Trinta e seis grupos de 22 peixes foram alimentados por 56 dias com
niveis crescentes (0%, 25%, 50%, 75%, 100%) do aditivo, contendo os
minerais Fe, Cu, Zn, Se ¢ Mn, além de uma dieta suplementada com
100% destes minerais na forma inorganica. Apds o ensaio alimentar,
dezoito grupos de dezenove peixes foram inoculados com 5x10’
unidades formadoras de colonia mL! na cavidade intraperitoneal, dose
esta previamente estabelecida como suficiente para infectar 50% dos
peixes alimentados com ragdo comercial (DLsp). A mortalidade foi
avaliada diariamente, a cada 4 h, até 120 h apos o desafio. Amostras de
sangue e soro foram coletadas antes e 120 h apds o desafio, para
realizacdo das analises hemato-imunoldgicas. J& para avaliagcdo do status
antioxidante, amostras de sangue e figado foram coletadas somente 48 h
apos o desafio. Em geral, as diferentes suplementagdes minerais testadas
ndo afetaram de forma clara as respostas hemato-imunoldgicas.
Entretanto, a dieta contendo 50% de suplementagdo na forma orgéanica e
a dieta contendo 100% da suplementagdo na forma inorganica,
propiciaram melhora no status antioxidante dos peixes, sendo que a
primeira dieta permitiu também maior sobrevivéncia apos o desafio
bacteriano. Estas suplementagdes, por quilograma de ragdo, foram
equivalentes a 18 mg Cu, 223 mg Fe, 53 mg Zn, 21 mg Mn e 0,34 mg
Se na dieta com 50% de suplementacido na forma organica, bem como a
33 mg Cu, 198 mg Fe, 55 mg Zn, 34 mg Mn e 0,70 mg Se na dieta com
100% da suplementa¢do na forma inorganica.

Palavras-chave: Til4pia-do-nilo; Infeccdo bacterioldgica;, Sangue, Estresse
oxidativo, Minerais organicos.
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1. INTRODUCAO

Bacterioses sdo uma das maiores preocupacdes para industria
aquicola. As bactérias do gé€nero Streptococcus em fungdo da sua
ocorréncia expressiva em criatorios de peixes sdo foco de estudos
relacionados as causas de enfermidades. Streptococcus agalactiae € uma
das mais frequentes no desenvolvimento de enfermidades na aquicultura
[1]. Dentre os diversos agentes estressores que podem desencadear surto
de algumas doengas a redugdo ou a privacdo de nutrientes na dieta pode
ser o0 mais preponderante [2].

Tradicionalmente, a suplementacido de minerais tragos na dieta ¢
realizada através da inclusdo de sais inorganicos, como carbonatos e
sulfatos, porém, estas fontes possuem baixa biodisponibilidade [3].
Alguns estudos apontam que as fontes organicas de minerais t€ém taxas
de absorcdo mais elevadas do que as fontes tradicionais, as inorganicas
[4-6].

No entanto, estudos também demonstraram que o aumento da
biodisponibilidade de alguns nutrientes melhora a resposta imune ¢ a
resisténcia a doencas em peixes. Estudos [4,7,8] testaram diferentes
formas de suplementacido de minerais dietéticos (organicos e
inorganicos) sobre o crescimento e saude de diferentes espécies de
peixe. Microminerais organicos, ou quelatos, sdo minerais associados
com biomoléculas, como carboidratos e aminodcidos, que possuem
estruturas mais estaveis e menor peso molecular, promovendo assim
uma maior prote¢do ao micromineral. Isto limita suas interacdes com
outros componentes da dieta, como inibidores ou outros microminerais,
durante sua passagem pelo trato digestorio, podendo assim apresentar
maior disponibilidade se comparado as fontes inorganicas de minerais
[3]. Para o sistema imunoldgico de peixes teledsteos, isso pode
significar uma melhora na resposta imune quando confrontados por
patogenos bacterianos.

Os peixes detém um sistema de defesa armado com um complexo
e extenso nimero de agentes com a funcdo de prevenir a infec¢do inicial
assim como a multiplicacdo dos agentes patogénicos apds a infecgdo
iniciada. Os peixes possuem tanto um sistema de defesa imune inato
(ndo especifico) quanto um adaptativo (especifico), sendo que os
parametros inatos estdo na vanguarda da defesa imunologica, podendo
ser um fator crucial na resisténcia as enfermidades.

O uso de parametros hematologicos como indicadores da satde
de peixes foi proposto por Hesser [9]. Desde entdo, muitos estudos
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avaliam a composi¢ao fisico-quimica do sangue, uma vez que reflete o
estado fisioldgico do individuo em um determinado momento. Nesse
panorama, a hematologia clinica permite a avaliacdo das condi¢des de
defesa orgéanica e permite ao pesquisador identificar as respostas dos
peixes frente aos desafios de criagdo de forma eficaz [10,11]. De acordo
com estudos realizados por Clauss e colaboradores [12], doencas em
peixes causam anomalias em eritrdcitos € consequentemente anemias,
sendo Streptococcus spp. a causa mais comum de anemia hemolitica em
peixes.

O sistema imunologico do peixe também ¢ rigidamente regulado
pelo estresse oxidativo [13,14], que € parcialmente responsavel pela
maior incidéncia de doencas e grave taxa de mortalidade [15]. Para
avaliar o status antioxidativo do animal e comum a quantificacdo da
atividade de enzimas antioxidantes, assim como dos marcadores de
estresse oxidativo como os danos ao DNA e RNA ¢ quantificacdo de
carbonilas proteicas. O stress oxidativo ocorre quando o organismo tem
niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (ERO). A propria
resposta imune produz incontdveis compostos oxidativos, a fim de
destruir os agentes de invasdo. Enzimas como a superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), além de
participarem da protecdo do organismo contra ERO sdo enzimas
dependentes de minerais como cofatores para suas atividades.

O objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia a infeccdo
ocasionada por Streptococcus agalactiae, pela tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), alimentadas com diferentes niveis de minerais
organicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais e aclimatagdo

Juvenis saudaveis, de tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
adquiridos no mercado piscicultor de Santa Catarina, permaneceram em
quarentena em agua salinizada (2 ppt) e foram aclimatados em unidades
experimentais circulares de 1000 L, pelo periodo de vinte e cinco dias
anterior ao inicio do ensaio alimentar. Durante a aclimatagdo, os peixes
foram alimentados com racdo comercial (9:00 h — 16:00 h) até a
saciedade aparente. Todo o manejo realizado com os peixes neste estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA-UFSC.
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2.2. Bacteéria e determinacgdo da DLsg

A cepa patogénica S. agalactiae (AQP/049), utilizada no
desafio experimental, foi 1isolada de tilapias acometidas por
estreptococose em um surto de mortalidade no estado do Ceard, Brasil,
disponibilizada pelo Nucleo de patologia aquicola — NEPAQ/UFSC. A
bactéria foi semeada em tubos contendo meio liquido BHI (Brain Heart
Infusion) (HiMedia, Mumbai, India), semeadas em placas de Petri
contendo meio s6lido BHI (HiMedia) e incubadas a 28 °C por 24 h. Para
a determinagdo da concentracdo da dose letal 50% (DLso) a suspensdo
bacteriana, apds submetida a trés diluicdes, foi usada para desafiar
grupos de 4 peixes (115,07 = 2,02 g) em duplicata e a taxa de
mortalidade foi analisada usando o software Spear-man-Karber [16]. A
dose determinada na DLs para ser utilizada no desafio experimental foi
de 5 x 107 UFC/mL.

2.3. Dietas experimentais

Dietas foram elaboradas com diferentes niveis de inclusdo de
BioPlex-TR-Se PEIXE™ (Ferro, Zinco, Manganés, Cobre e Selénio) em
substitui¢do ao premix de microminerais de fonte inorganica. Os
tratamentos 25%, 50%, 75% e 100% consistiram em dietas contendo a
inclusdo mineral na sua forma orginica BioPlex-TR-Se Peixe™, além de
uma dieta controle com 100% de suplementa¢do mineral inorgénica e
uma dieta sem suplementa¢do mineral organica (0%), totalizando seis
tratamentos. O tratamento sem suplementagdo (0%) contém os minerais
(Ferro, Zinco, Manganés, Cobre e Selénio) encontrados na dieta basal,
atendendo as exigéncias nutricionais minimas da tilapia-do-nilo. A dieta
100% inorganica contém o nivel de microminerais comumente adotado
na industria, todos maiores que a exigéncia nutricional da espécie [17].

A dieta basal (Tabela 1) fo1 elaborada a fim de atender todas as
exigéncias nutricionais estabelecidas para a espécie [17,18], exceto para
os microminerais testados. A composi¢do centesimal [19] das dietas
utilizadas no experimento, bem como a concentra¢do, foi determinada
por espectrometria de massa com fonte de plasma (ICP-MS), sendo os
microminerais avaliados (Fe, Zn, Cu, Mn e Se) apresentados na Tabela
2.

Durante o ensaio alimentar, realizado no Laboratorio de Cultivo
de Peixes de Agua Doce — LAPAD, os pardmetros fisico-quimicos da
agua permaneceram dentro dos limites de conforto para a espécie.
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Tabela 1. Formulagido da dieta basal utilizada no periodo de alimentagao.

Ingredientes Quantidade, %
Arroz quebrado 50,35
Caseina 28,00
Gelatina 10,00
Premix macromineral 2,70
Oleo de soja 2,57
Oleo de figado de bacalhau 2,39
Fosfato de calcio 1,99
Celulose! 1,00
Premix deficient nos microminerais alvo ! 1,00

. . . . . ™
’Premix sem os microminerais presentes no BIOPLEX-Tr-Se-Peixe .

Tabela 2. Composicdo das dietas (em matéria seca).
BIOPLEX-Tr-Se-Peixe®, %

Nutriente 0 ’5 50 75 100 100:%.
Inorganico
Umidade, % 12,72 1291 11,49 11,92 11,71 11,60
Proteina bruta, % 36,90 36,66 35,80 36,40 36,70 37,30
Lipidio, % 488 4,81 5,00 4,68 4785 4,76
Materia Mineral, % 3,00 2,88 2,94 296 292 3,03
Cu, mg.kg! 0,81 10,0 18,0 27,0 36,0 33
Fe, mg kg! 87 148 223 274 346 198
Zn, mg.kg! 13,0 33 53 73 94 55
Mn, mg kg 50 13,5 21,0 29,5 38,0 34
Se, mg kg 0,20 0.3 0.34 04 044 0,70

2.4. Delineamento do desafio bacteriologico

ApOs os cinquenta e seis dias de alimentacdo com as dietas
experimentais, trezentos e quarenta e dois peixes (peso inicial, 23,93 +
0.80 g; peso final, 147,27 + 3,02 g) foram transportados para o Nucleo
de Patologia Aquicola — NEPAQ, para a realizacdo do desafio
experimental. Grupos de 19 peixes foram aclimatados em 18 unidades
experimentais de 100 L, de acordo com os niveis de suplementacdo
usados, em triplicata.

A cepa de S. agalactiae foi cultivada em meio de cultura BHI
(Himedia, India) a 28 °C durante 24 h. A cultura foi centrifugada a 1500
X g, durante 10 min, sendo o sobrenadante descartado. A bactéria
precipitada foi ressuspendida em solucdo de PBS (0,04 M fosfato de
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sodio monobdsico e 0,16M fosfato de sddio dibasico, em pH 7,2) na
concentra¢do de 5 x 107 UFC mL™! (dose definida no ensaio de DLso).

Apos 96 h de aclimatacdo, os animais foram inoculados na
cavidade intraperitoneal com a solu¢do contendo S. agalactiae na
propor¢do de 100 puL/peixe. Um grupo controle (19 peixes em uma
unidade experimental) foi inoculado com a mesma propor¢do, porém
somente com solucdo PBS, sem a presenca da bactéria.

A mortalidade e a presenca de sinais clinicos foram avaliadas
diariamente, a cada 4 h, até o final do desafio experimental (192 h). Os
peixes mortos foram coletados imediatamente para realizagdo do
Postulado de Koch, isolamento da bactéria ¢ confirmacado da infecgao.
Coletaram-se de forma asséptica fragmentos de rins, baco e cérebro,
sendo o conteudo plaqueado em meio agar triptona de soja (TSA,
HiMedia), enriquecido com 5% de sangue de carneiro desfibrinado; as
placas foram incubadas a 28 °C por 24 h para visualizacdo e
caracterizacdo das coldnias de S. agalactiae.

Figura 1. Desenho esquematico do delineamento utilizado no presente estudo.
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2.5. Amostragem

Para as amostragens, os peixes foram anestesiados com
Eugenol® (75 mg.L1), o sangue coletado por pun¢do da veia caudal com
seringas de 3 ml contendo heparina (concentracdo). As amostras dos
figados foram congelados (-80 °C) para posteriores analises. Apos
analgesia, amostras de sangue foram coletadas antes da infecgdo (trés
peixes por unidade experimental) ao final dos 56 dias de alimentacdo e
ap6s 120 h da infecdo (trés peixes por unidade experimental), para
analise dos parametros hemato-imunoldgicos. Para os parametros
antioxidativos e atividade da mieloperoxidase plasmatica foram
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coletados o sangue ¢ o figado, apos 48 h da infec¢do (trés peixes por
unidade experimental e nove peixes do controle PBS) (Figura 15).

2.6. Parametros hemato-imunologicos

2.6.1.  Imunidade celular ndo especifica

A concentragdo de glicose plasmadtica foi determinada de forma
individual, imediatamente apds a coleta de sangue, com glicosimetro
portatil Accu-Chek® Advantage (Roche Diagndstica, Brasil). Uma
aliquota de sangue foi utilizada para a confec¢do de extensdes
sanguineas em duplicata e coradas com MayGrunwaDL/Giemsa/Wright
- MGGW de acordo com Ranzani-Paiva e colaboradores [10] para a
contagem total leucdcitos, contagem diferencial de leucocitos e
trombocitos pelo método indireto, segundo Ishikawa e colaboradores
[20]. Uma aliquota foi utilizada para os parametros analiticos das células
vermelhas de acordo com Wintrobe [21]. Foram analisados o
hematocrito, determinado manualmente pela centrifugagdo do sangue
heparinizado em capilares de vidro a 13.000 g por 10 min [22].
Posteriormente, os capilares foram quebrados e a fragdo plasmatica foi
utilizada para determinacdo da proteina plasmatica total em refratdmetro
portatil (modelo 301, Biobrix, Sao Paulo, Brasil). A concentragdo total
de eritrdcitos por unidade de volume (RBC), foi realizado pelo método
do hemocitometro em camara de Neubauer, utilizando uma aliquota de
sangue (5 pl) diluido em fluido de Dacie modificado de acordo com
Blaxhall e Daisley [23], na propor¢do 1:200. A concentracdo de
hemoglobina foi analisado pelo resultado obtidos pelo kid comercial
Labtest® utilizando o método de cianeto de hemiglobina (HiCN), e
medido em espectrofotometro a 540 nm. Os indices hematoldgicos
como volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina média (CHCM) foram
calculados pelas seguintes equacdes, de acordo com Ranzani-Paiva e
colaboradores [10]:

VCM = Ht (L/L) x 10 / n° eritrocitos (106 pLT1)
HCM = hemoglobin (g L") / n° eritrocitos (10 uL-1)
MCHC = hemoglobin (g dL!) / Ht (L L)
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2.6.1.1. Atividade da mieloperoxidase

A quantificacdo da atividade enzimatica foi feita utilizando o
Myeloperoxidase Activity Assay Kit, adquirido da Sigma-Aldrich (Saint
Louis, EUA). O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo do
fabricante fornecido juntamente com o kit. A absorbancia foi lida no
leitor de placas ELISA (Biotek India Pvt. Ltd.).

2.6.2.  Imunidade humoral ndo especifica

Para as andlises imunolodgicas, o sangue foi coletado, sem
adi¢do de anticoagulante, para a confec¢do de um “pool” de trés peixes
por unidade experimental, o qual resultou da mesma quantidade de soro
de cada peixe. O sangue, apds coagulado, foi centrifugado a 1.400 x g
durante 10 min para retirada do soro e armazenamento a -20°C.

2.6.2.1. Proteina séerica total

A concentragdo de proteina sérica total foi medida pelo método de
biureto descrito por Weichselbaum [24] pelo kit “Proteinas Totais”
(Labtest ®, Minas Gerais, Brasil).

2.6.2.2. Imunoglobulinas

A concentracdo de imunoglobulina total foi mensurada de
acordo com o método descrito por Amar e colaboradores [25], onde
foram misturados 50 pL do soro com 50 puL de solugdo de
polietilenoglicol (PEG) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) a 12%,
sendo a mistura incubada a 25 °C por 2 h, a fim de precipitar as
moléculas de imunoglobulina. O precipitado de imunoglobulina foi
separado por centrifugacdo (5.000 x g a 4 °C por 10 min) e o
sobrenadante foi utilizado para mensurar a concentracdo de proteina
total, pelo método de biureto. A concentragdo de imunoglobulina total
foi expressa em mg.mL"!, sendo calculada pela seguinte equag3o:

Ig Total (mg/mL) = proteina total do soro - proteina tratada
com PEG



70

2.6.2.3. Atividade aglutinante do soro

O titulo da atividade aglutinante do soro foi realizado de
acordo com Yildirim e colaboradores [26]. A bactéria S. agalactiae foi
cultivada e inativada em formalina tamponada 10%, sendo o teste
realizado em microplacas de 96 pocos de fundo em “U”, diluido na
proporcdo de 1:1 em solugdo tampao fosfato-salino PBS (ph 7,4). No
primeiro pog¢o foram utilizados 50mL de PBS: 50 mL de soro, e para os
demais pogos foi realizada a diluigdo seriada até o 12° pogo. Apds esse
procedimento, 50 puL da bactéria inativada (S. agalactiae) foi adicionada
em todos os pogos na concentra¢do de 1 x 108 UFC mL!. A microplaca
foi incubada a 25 °C por 18 h em cdmara umida. A aglutinacdo foi
confirmada visualmente observando-se o fundo do pogo. O titulo de
aglutinacdo sera considerado reciproco ao ultimo pog¢o que apresentou
aglutinacao.

2.6.2.4. Atividade antimicrobiana do soro

A atividade antimicrobiana do soro foi realizada contra a
bactéria: S. agalactiae, em microplaca de 96 pogos com fundo chato, de
acordo com Silva et al., [27]. O inoculo da S. agalactiae foi crescido em
meio BHI (Brain Heart Infusion) a 28 °C por 24 h na concentracdo de
0,5 na escala de Macfarland e diluido em meio de cultura pobre (PB, do
inglés Poor Broth) 100.000 vezes. Posteriormente, foi realizada dilui¢do
seriada do soro em meio PB no fator 1:2 até o 12° pogo. Finalmente, 20
uL da bactéria fo1 adicionado em cada pog¢o da amostra diluida do soro e
do controle positivo. Para o controle negativo, foi adicionado 20 uL de
meio PB. A microplaca contendo contendo S. agalactiae foi incubada a
28 °C por 24 h. O crescimento do microorganismo foi determinado em
leitora de microplaca (Expert Plus Asys®) a 550 nm. A atividade
antimicrobiana do soro foi reciproca a ultima diluicdo que apresentou
atividade bactericida.

2.7. Parametros antioxidantes

Foram avaliadas as atividades de diferentes enzimas do figado dos
peixes apos 48 h do desafio experimental.
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2.7.1.  Atividade da superoxido dismutase (SOD)

O tecido hepatico foi homogeneizado em tampao Hepes (Acido 2-[4-
(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico) 20 mM, pH 7,4, utilizando
um homogeneizador de tecidos (Omni TH, NW Kennesaw, GA) em
1:10 peso : vol. Os restos celulares foram sedimentados a 3.000 x g
durante 15 min. O sobrenadante foi posteriormente centrifugado a
20.000 x g durante 20 min. O sedimento foi ressuspenso e tomado como
fragdo enriquecida em mitocondria e peroxissomos. O sobrenadante foi
usado como a fracao citosolica.

Uma reacdo quimica de EDTA, manganés, 2-mercaptoetanol e
oxigénio molecular gera superoxido. A geracdo quimica de superoxido e
pH fisiolégico (7,4) pode ser considerada como positiva para esse
método [28]. A oxidagdo do NADH pelo superoxido leva a uma
diminui¢do continua da absorbancia a 340 nm, que ¢ seguida por 30
minutos em um leitor de placas (leitor de placas Tecan Infinity 200). A
atividade da SOD inibe a oxidacdo de NADH dirigida por superdxido.
Para determinar a inibicdo de 50%, ¢ feita uma curva com diferentes
diluigdes da amostra até a completa inibicdo da oxidacdo de NADH.
Nenhuma amostra ¢ adicionada em um pogo para obter a taxa de reagdo
de 100%. Uma unidade de SOD ¢ a quantidade de amostra que produz
uma inibi¢do de cinquenta por cento da reacao.

2.7.2.  Atividade da catalase (CAT)

A baixa afinidade e altas taxas de furnover permitem a medicdo da
atividade da catalase apos o desaparecimento do substrato (H2O,) [29].
A uma concentra¢do (10 mM em fosfato de potassio 50 mM / EDTA 0,5
mM) o desaparecimento de H>O, ¢ proporcional a atividade de catalase,
que pode ser seguida a 240 nm num leitor de placas.

2.7.3. Atividade glutationa peroxidase (GPx)

A atividade de GPx foi ensaiada com o substrato hidroperéxido
de cumeno (1 mM) e GSH (1 mM), na presenca de glutationa redutase
(0,2 U mL") e 0,2 mM de NADPH. A glutationa ¢ o doador de elétrons
que permite a GPx reduzir os perdxidos, formando o GSSG no processo.
O excesso de glutationa redutase de fonte comercial adicionado a midia,
torna a redu¢do de GSSG proporcional a atividade de GPx. A redugdo
de GSSG ¢ seguida pelo consumo de NADPH, que pode ser monitorado
a 340 nm [30].
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2.7.4. Niveis de glutationa (GSH)

As amostras de figado foram homogeneizadas em 4cido perclérico
0,5 M arrefecido (1:10). Os homogenatos foram centrifugados a 15.000
x g por 5 min, em centrifuga refrigerada (4 ° C). O sobrenadante foi
isolado e neutralizado em tampao fosfato (0,5 M, pH 7,4) para posterior
dosagem de GSH-t.

Para amostras de sangue, foi utilizado acido tricloroacético 0,5 M
no lugar de acido percldrico, uma vez que a utilizacdo deste acido evita
o consumo de GSH apds a precipitacdo da hemoglobina [31].

Para glutationa total (GSH-t), utilizou-se o ensaio de reciclagem
enzimatica da glutationa redutase/acido ditiotitrobenzdico, que detecta
formas de glutationa igualmente reduzidas (GSH) e oxidadas (GSSGQG).
Este método baseia-se na formacdo continua de tionitrobenzoato no
meio de incubagdo [32]. Os valores de GSH-t sdo obtidos utilizando
uma curva padrdo com concentragdes conhecidas de GSH e expressas
em equivalentes de GSH.

2.8. Marcadores de estresse oxidativo

2.8.1. Ensaio de eletroforese em gel de célula unica (SCGE)

A eletroforese de célula unica (ensaio de cometa) foi realizado de
acordo com Singh e colaboradores [35], com pequenas modificagdes. O
dano ao DNA foi acessado nos globulos vermelhos da tildpia-do-nilo.
Apos a coleta em seringas heparinizadas, uma aliquota de sangue foi
diluida em 160 ul de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75% em
tampao PBS a 37 ° C) e distribuida, em duplicata, em 1aminas de vidro
pré-revestidas com agarose. Pelo menos 100 células de cada amostra (50
por lamina replicada técnica) foram classificadas visualmente em cinco
classes (0, 1, 2, 3 e 4) de acordo com o tamanho/intensidade da cauda. A
classe zero corresponde ao DNA ndo danificado e classe 4 as células
com dano maximo ao DNA [35]. Danos no DNA foram expressos como
indice de dano ao DNA para cada grupo. O indice de dano ¢ calculado
como o niamero de células encontrado para cada classe de dano (0-4)
multiplicado pelo respectivo nimero de classe (0-4), o que da um valor
que varia de 0 a 400.
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2.8.2.  Ensaio para determinacdo dos adutos de carbonilas

A carbonila proteica foi realizada por Dot blot. As amostras foram
homogeneizadas em Hepes a 20 mM pH 7,0 e derivadas com 2,4-
dinitrofenil-hidrazina (DNPH, Sigma D199303) como descrito
anteriormente [36]. Resumidamente, as proteinas foram desnaturadas
com SDS a 6% e derivadas com DNPH a 20 mM em HC1 a 2 N,
durante uma hora, a temperatura ambiente. Apos a incubacdo, as
amostras foram neutralizadas com Tris 2 M/Glicerol a 30%, seguido da
adicao de 5% de p-mercaptoetanol. Adicionou-se uma aliquota de 2 pl
(0,2 png de proteina) a uma membrana de PVDF ativada. O excesso de
DNPH foi removido por lavagens sucessivas com acido acético. As
membranas foram bloqueadas com leite em p6 desnatado e incubadas
com anticorpo primario especifico anti-DNP (1: 10000, Abcam,
Cambridge, EUA) por 24 horas a 4°C.

As membranas foram expostas a anticorpos secundarios conjugados
com peroxidase apropriados e visualizadas utilizando-se um kit com
substrato quimioluminescente ECL para detec¢do de proteinas (GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). As imagens foram obtidas em um
aparelho ChemiDoc (BioRad Lab, La Jolla, EUA). A andlise
densitométrica foi realizada utilizando o software Image J como
controle de carga de proteinas foi realizado a coragem da membranas
com Ponceau S. A relacio de DNP/Ponceau S. foi utilizada para a
determinac¢ao dos adutos de carbonila.

2.9. Marcadores de danos hepdticos

2.9.1. Atividade a alanina aminotransferase (ALT) e aspartado
aminotrasferase (AST)

As atividades enzimdticas de ALT e AST foram determinadas
utilizando o kit comercial MAK052 e MAKO055, adquirido da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, EUA). O ensaio foi realizado de acordo com o
protocolo do fabricante fornecido juntamente com o kit. A absorbancia
foi lida no leitor de placas ELISA (Biotek India Pvt. Ltd.).
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2.10. Analise dos dados

Os dados resultantes dos tratamentos 0%, 25%, 50%, 75% e
100% organico - para a analise das variaveis hemato-imunoldgicas -
foram submetidos a andlise de regressdo com nivel de significancia de
5%.

Nas comparagdes entre os dados resultantes dos tratamentos 0%
e 100% organico ¢ 100% inorganico, foi realizado o teste de Levene
para verificacdo de homocedasticidade, em seguida o teste de Shapiro-
Wilks, para verificar a normalidade. Posteriormente, foi realizada uma
analise de variancia unifatorial e, para separacdo das médias, foi
utilizado o teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Para os parametros hematologicos, foi também realizado um
teste T entre as determinacdes feitas antes e depois da infec¢do. Para
esta andlise, também foi adotado o nivel de significancia de 5%.

Para os dados da analise das variaveis do status antioxidantes,
resultantes dos tratamentos 0%, 25%, 50%, 75%, 100% organico, 100%
inorganico e o grupo de peixes nao infectados (PBS), foi realizado uma
analise de variancia unifatorial, com nivel de significancia de 5%. Os
dados resultantes dos tratamentos 0%, 25%, 50%, 75% e 100% orgéanico
foram comparados com os dados do tratamento 100% inorgéanico e todos
os tratamentos comparados com os peixes ndo infectados (PBS).
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3. Resultados
3.1. Mortalidade e sinais clinicos

Todas as tilapias do grupo controle, que receberam somente
injecdo de solugdo salina de tampao fosfato (PBS), sobreviveram. Como
apresentado pela Figura 2, a mortalidade iniciou em 24 h apds a
infeccdo nas tilapias alimentadas com as dietas 0%, 25% e 50%. Os
sinais clinicos observados com 24 h foram: escurecimento da pele,
letargia e falta de apetite, hemorragias na base das nadadeiras pélvicas e
peitorais e perda de escamas. Apds 48 h, houve mortalidade nos peixes
submetidos a todos os tratamentos, com destaque para o tratamento
25%, que apresentou o maior percentual de mortalidade. Ja as tilapias
alimentadas com a dieta do tratamento 75% apresentaram o menor
percentual de mortalidade com 48 h apods infec¢do. De trés dias a oito
dias apos a infecc¢do, a mortalidade cumulativa das tilapias alimentadas
com a dieta 100% orgénico foi significativamente maior seguida pelas
dietas contendo 25% e 100% inorgdnico e o menor percentual de
mortalidade ao final do desafio foi atribuido ao tratamento 50%. Os
sinais observados ao final do desafio incluem ulceras necrotizantes rasas
a profundas e distensdo abdominal com fluidos sero-hemorragicos,
natacgdo erratica e exoftalmia ocular bilateral e unilateral (Figura 3).
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Figura 3. Sinais clinicos observados durante o desafio bacteriano: Peixe 1.
Opacidade ocular; Peixe 2. Escurecimento da pele; Peixe 3. Perda de escamas ¢
ascite; Peixe 4. Hemorragia na base da nadadeira peitoral; Peixe 5. Exoftalmia
unilateral e ascite; Peixe 6. Necrose da nadadeira peitoral; Peixe 7. Exoftalmia
bilateral; Peixes 8 ¢ 9. Hemorragia interna.

“Peixel "

3.2. Efeito da infeccdo nos pardmetros celulares imunoldgicos ndo
especificos

3.2.1. Eritrograma

O hematocrito, hemoglobina corpuscular média (HCM) e
proteina plasmatica total (PPT) foram afetados pelas dietas
suplementadas com os diferentes niveis de minerais organicos (Tabela
3) quando feita a andlise de regressdo entre os tratamentos 0%, 25%,
50%, 75% e 100% organico depois da infeccdo. Para as diferentes fontes
de minerais (0%, 100% organico e 100% inorganico), quando feita a
analise de variancia, o eritrécito, apos infec¢do, apresentou o maior
valor para o tratamento 100% inorganico e a hemoglobina corpuscular
média (HCM) antes da infec¢do foi mais expressiva para o tratamento
100% orgéanico (Tabela 4). Quando foi realizado teste T em todos os
tratamentos, entre os valores de antes da infec¢do e depois da infecgdo
nos mesmos tratamentos, foram encontradas diferencas significativas
para a reducdo dos valores do eritrécito, hematderito e taxa de
hemoglobina (Tabelas 3 ¢ 4).
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De outra forma, quando comparado os valores de eritrdcitos,
porcentagem de hematdcrito, taxa de hemoglobina, volume médio
corpuscular (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), proteina
plasmatica total (PPT) dos tratamentos suplementados com Bioplex com
os tratamentos 100% inorganico, apds infeccdo (120 h), ndo houve
diferenca significativa, somente quando comparamos com o0s peixes nao
infectados (PBS) ¢ que diferencas significativas sdo encontradas para os
tratamentos 50% e 75%, para a taxa de hemoglobina, pela analise de
variancia apoés a infecg¢do (Figura 4).

Tabela 3. Valores médios do eritograma e proteina plasmatica total (PPT)
de juvenis de tilapia-do-nilo, alimentadas com dietas suplementadas com
diferentes niveis de minerais organicos, antes e depois da infec¢do com
Streptococcus agalactiae.

Varidveis' Infeccio BIOPLEX-Tr-Se-Peixe®,% Valor

0 25 50 75 100  dep?
RBC antes 2,182 1,98a 2,10a 2,04a 1,85a >0,05
(10°uL") depois 1,20b 1,55b 1,47b 1,56b 128b >0,05
Ht antes 31,38a 31,33a 32,88a 31,06a 30,82a >0,05
(%) depois  21,00b 24,44b 20,33b 23,89b 18,56b 0,0385
Hb antes 9,711a 9,49a 9,04a 9,29a 9,28a >0,05

(g,dL ) depois 4,85b 5,16b 4,51b 5,12b 4,35b  >0,05
VCM antes 152,27 163,27 170,78 146,23 167,05 >0,05
(fL) NS depois 180,11 161,99 143,21 157,51 143,06 >0,05
HCM antes 38,67 49,30 37,62 47,59 47,05 >0,05
(pg) depois 42,50 33,83 33,83 34,06 33,72 0,0135
CHCM antes 32,57 31,07 27,95 30,44 30,11 >0,05
(g,dL) depois 23,65 21,39 22,11 21,89 23,90 >0,05
PPT antes 4,93 5,03 5,19 480 5,18 >0,05
(g, dL ) depois 4,55 4,62 420 4,13 422  0,0376
Glicose antes 42,80 38,13 38,75 38,07 39,53 >0,05
(mg/dL)  depois 5522 66,56 60,11 56,67 49,86 >0,05
IRBC=eritrécitos, Ht=porcentagem de hematdcrito, Hb=taxa de
hemoglobina, VCM=volume médio corpuscular, HCM=hemoglobina
corpuscular média, CHCM=concentragdo de hemoglobina corpuscular
média, PPT=proteina plasmatica total.
2 Os valores de p correspondem a analise de regressdo para a linha.
3As letras minusculas (a, b) correspondem a diferencas significativas para
0s mesmos tratamentos quando comparados os valores, antes e depois da
infeccdo, pelo teste T.
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Tabela 4. Valores médios do eritograma, proteina plasmadtica total (PPT) e
glicose de juvenis de tilapia-do-nilo, alimentadas com dietas com 100%
organico, sem suplementag¢do (0%) e 100% inorganico, antes e depois da
infec¢do com Streptococcus agalactiae.

Suplementac¢io, %

2
Variaveis! Desafio 0 190. 10? . Valor dep
Organico Inorganico
RBC antes 2,19A° 1,85A 2,19A >0,05
(10°.uL"") depois 1,2bB 1,28 bB 1,58 aB 0,0198
Ht antes 31,39 30,82 31,71 >0,05
(%) depois 21,00 18,56 23,67 >0,05
Hb antes 9,71 9,28 8,52 >0,05
(g.dL) depois 4,86 4,35 5,17 >(),05
VCM antes 152,28 167,05 148,74 >0.05
(fL) depois 180,12 143,06 153,34 >(,05
HCM antes 38,67b 47,05a 37,28b 0,0240
(pg) depois 42,5 33,72 32,42 >(),05
CHCM antes 32,57 30,11 27,22 >0,05
(e.dL)  depois 23,66 23,90 2323 >0,05
PPT antes 4,94 5,18 5,18 >0,05
(g.dL™) depois 4,56 4,22 422 >(),05
Glicose antes 42,80 39,53 36,28 >0,05
(mg/dL)  depois 552 49,86 51,25 >0,05

IRBC=eritrocitos, Ht=porcentagem de hematdcrito, Hb—=taxa de
hemoglobina, VCM=volume médio corpuscular, HCM=hemoglobina
corpuscular média, CHCM=concentracio de hemoglobina corpuscular
média, PPT=proteina plasmatica total.

2 Os valores de p correspondem & ANOVA na linha e as diferengas sdo
apresentadas pelas letras minusculas (a, b).

3 As letras maiusculas (A, B) correspondem a diferencas significativas,
quando comparados os valores, antes e depois da infeccdo, pelo teste T.

3.2.2.  Trombograma e Leucograma

Os trombdcitos, leucocitos totais, neutrofilos, mondcitos e
células imaturas ndo foram afetados pelas dietas suplementadas com os
diferentes niveis de minerais organicos (Tabela 5) quando feita a andlise
de regressdo entre os tratamentos 0%, 25%, 50%, 75% e 100% orgéanico
antes e depois da infec¢do. Para as diferentes fontes de minerais (0%,
100% orgénico e 100% inorgénico), quando feita a analise de variancia,
ndo houve diferengas significativas (Tabela 6). Quando foi realizado
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teste T em todos os tratamentos, entre os valores de antes da infeccao e
depois da infeccdo nos mesmos tratamentos, foram encontradas
diferencgas significativas para a reducdo dos valores de trombocitos,
leucocitos e linfécitos assim como aumento significativo para os valores
de neutrofilos, monocitos e células imaturas (Tabela 5 e 6). Os valores
de trombocitos, leucodcitos e para diferentes leucocitos os linfocitos,
eritrocitos e monocitos quando aplicado o teste T

Quando comparado os valores de trombdcitos, leucdcitos,
Linfécitos, neutréfilos, monocitos e células imaturas dos tratamentos
suplementados com minerais orginicos com o tratamento 100%
inorganico, apos infeccdo (120 h), ndo houve diferenga significativa,
somente quando comparamos com os peixes ndo infectados (PBS) ¢ que
diferencas significativas sdo encontradas para os tratamentos 0%, 25%,
50%, 75%, 100% organico e 100% inorganico, para os linfocitos, pela
analise de variancia apos a infeccao (Figura 5).

Tabela 5. Valores médios dos pardmetros dos trombdcitos, leucdcitos,
linfécitos, neutrofilos, mondcitos e células imaturas de juvenis de tilapia-
do-nilo, alimentadas com dietas suplementadas com diferentes niveis de
minerais organicos, antes e depois da infeccdo com Streptococcus
agalactiae.

BIOPLEX-Tr-Se-Peixe™, % Valor
0 25 50 75 100 de p!
Trombacitos antes 18,46A% 13,13A 15,51A 15,79A 13,44A >0,05
(x103uL")  depois  1,33B 3,48B 0,07B 1,68B 0,58B  >0,05
Leucocitos antes 10,93 991 10,49 10,22 10,93 >0,05
(x103uL")  depois 6,00 775 737 71,78 567  >0,05
Linfocitos  antes 9,36A 8,45A 9,20A 8,53A 7,94A  >0,05
(x10°uL-")  depois 2,00B 2,68B 2,25B 226B 1,36B  >0,05
Neutrofilos antes 0,78B 0,77B 0,75B 0,86B  0,74B  >0,05
(x10°pL")  depois  1,87A 3,66A 3,02A 326A 2,82A  >0,05
Monécitos  antes 0,76B 0,63B 0,49B 0,81B 0,59B  >0,05
(x103uL")  depois  1,55A 127A  2,0A 2,12A  1,46A  >0,05
Células antes  0,00B 0,00B 0,00B 000B 0,008 0.0
imaturas
(x10°uL")  depois  0,56A 0,43A 0,07A 0,39A 0,10A  >0,05
! Os valores de p correspondem a analise de regressdo para linha.
2 As letras maiusculas (A, B) correspondem a diferengas significativas
para os mesmos tratamentos quando comparados os valores, antes e depois
da infeccdo, pelo teste T.

Variaveis Desafio
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Tabela 6. Valores médios dos parametros dos trombocitos, leucdcitos,
linfocitos, neutrofilos, mondcitos e células imaturas de juvenis de tilapia-
do-nilo, alimentadas com dietas suplementadas com diferentes niveis de
minerais organicos, antes e depois da infeccdo com Strepfococcus
agalactiae.

Suplementagio, %

Variaveis Desafio 100 100 Valor de p!
Organico Inorginico

Trombécito antes 18,46A% 13,44A  20,59A >0,05
(x103uL)  depois 1,33B  0,58B 2,90B >0,05
Leucécitos  antes 10,93 10,93 9,23 0,05
(x103uL)  depois 6,00 5,67 5,27 >0,05
Linfécitos  antes 936A  7,94A 8,90A >0,05
(x103uL")  depois 2,00B  1,36B 1,48B 0,05
Neutréfilos  antes 0,78A  0,74A 1,07A >0,05
(x103uL")  depois 1.87B  2,82B 2,24B >0,05
Monécitos  antes 0,76A 0,59 0,98A >0,05
(x10°uL")  depois 1,55B 1,46 1,48B >0,05
Células antes 0,00A  0,00A 0,00A >0,03
Imaturas

(x103uL")  depois 0,56B  0,10B 0,11B >0,05

' Os valores de p correspondem a andlise de varidncia na linha para antes e
depois da infeccao.

2 As letras maiusculas (A, B) correspondem a diferencgas significativas
quando comparados os valores, antes e depois do desafio, pelo teste T.
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Figura 4. Atividade da mieloperoxidase em amostras de sangue de tilapia-do-
nilo, alimentadas com diferentes niveis de suplementagdo de minerais
organicos, sem suplementagdo mineral (0%) e 100% inorganico, depois da
infec¢do. Apds uma andlise de varidncia unifatorial, os valores médios foram
comparados com peixes ndo infectados (PBS). Os valores sdo apresentados
como média + SEM e as diferencas sdo indicadas como * (p < 0,05) e quando
comparados com o grupo 100% inorganico, sem o grupo PBS, ndo houve
diferengas significativas.

Mieloperoxidase

MPO (nmol/min)
—]

PBS 0% 25% 50% 5% 100% INORG

Tratamentos

3.3. Efeito da infecg¢do nos parametros humorais ndo especificos

Os diferentes niveis de suplementacdo de mineral orginico ndo
afetaram significativamente as varidveis da proteina sérica total,
imunoglobulina, titulo aglutinante e atividade antimicrobial, quando
realizado a andlise de regressdo (Tabela 7). Da mesma forma, estas
variaveis ndo diferem entre os peixes alimentados com as dietas
suplementadas com 100% minerais inorgéanicos, 100% minerais
organicos ou 0% suplementacdo mineral, quando realizado a andlise de
variancia (Tabela 8). Quando comparados os tratamentos 0%, 25%, 50%
75% e 100% organico com o tratamento 100% inorganico € com os
peixes ndo infectados (PBS) pela andlise de varidncia, ndo se observa
diferengas significativas. Para a atividade da mieloperoxidase plasmatica
(Figura 6) apds uma analise de variancia entre os tratamentos 0%, 25%,
50%, 75%, 100% organico e 100% inorganico, ¢ quando comparados
com os peixes ndo infectados (PBS) somente o tratamento 100%
inorganico apresenta diferenca significativa.
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Tabela 7. Valores médios da proteina sérica total, imunoglobulinas, titulo de
aglutinacdo e atividade antimicrobiana de juvenis de tilapia-do-nilo,
alimentadas com dietas suplementadas com diferentes niveis de minerais
orgénicos, antes e depois da infec¢do com Streptococcus agalactiae.

BIOPLEX-Tr-Se-Peixe™, % Valor
25 50 75 100  dep!

Variaveis Desafio

Proteina sérica total antes 3410 354 37,9 359 47,62 >0,05

(mg.mL1) depois 343 354 30.57 28,6 26,73 >0,05
Imunoglobulina antes 13,40 204 21,1 20,7 30,68 >0,05
(mg.mL) depois 19,30 19,13 18,3 16,1 11,34  >0,05
Aglutinagio antes 4,09 3,98 4,08 382 3,92 >0,05
(log 2 x*D) depois 3,11 3,11 3.72 3,11 3,70  >0,05
Antimicrobial antes 3,79 3,41 3,37 3,25 3,33 >0,05
(log 2 1)y depois 4,78 5,57 4,60 4,60 4,78  >0,05

1'Os valores de p correspondem a analise de regressdo para linha.

Tabela 8. Andlise de varidncia dos valores médios da proteina sérica total,
imunoglobulinas (Ig), titulo de aglutinacdo e atividade antimicrobiana de juvenis de
tilapia-do-nilo, alimentadas com dietas suplementadas com 100% orgéanico, sem
suplementagdo mineral (0%) e 100% inorganico, antes e depois da infeccdo com
Streptococcus agalactiae.

Suplementagio, %

Variaveis Desafio 100 100 Valo:‘ de
0 Organico  Inorginico P
Proteina total sérica antes 34,1 47,62 37,23 >0,05
(mg.mL") depois 34,3 26,73 27,48 >0,05
Imunoglobulina antes 18,2 30,68 21,44 >0,05
(mg.mL) depois 19,3 11,34 14,84 >(,05
Aglutinacio antes 4,08 3,92 4,39 >0,05
(log 2 x*D) depois 3,11 3,70 3,70 >0,05
Antimicrobial antes 3,79 3,33 341 >0,05
(log 2 1) depois 4,78 4,78 4,91 >0,05

1Os valores de p correspondem a analise de regressdo para linha.
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3.4. Efeito da infec¢do nos parametros antioxidativos

3.4.1. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Nao foram detectadas diferengas significativas quando feita a
analise de variancia para a atividade da Superdxido dismutase (SOD;,
SOD; e T-SOD) alimentadas com diferentes niveis de suplementagdo
de minerais organicos, sem suplementagdo mineral (0%) e 100%
inorganico, apods desafio bacteriano (Tabela 9). Para a andlise de
variancia entre os tratamentos sem suplementagdo (0%), 100% organico
e 100% inorganico, para a SOD;, encontrou-se diferenca significativa
(Figura 7), com a melhor atividade para o tratamento com 100%
Bioplex. A mesma resposta foi obtida quando considerou-se apenas os
peixes infectados, ou seja, excluindo-se o grupo nio infectado (PBS) da
analise de variancia.

Tabela 9. Média da atividade da Superdxido dismutase (SOD;, SOD, ¢ T-
SOD) em amostras de figado de tilapia-do-nilo, alimentadas com diferentes
niveis de suplementagdo de minerais organicos, sem suplementa¢do mineral
(0%) e 100% inorganico, depois da infecg¢ao.

BIOPLEX-Tr-Se-Peixe'”, % 100% Valor
SOD Inor- PBS! de
0 25 50 75 100 ganico p

SOD: 171,84 235,01 237,85 287,41 165,72 265,00 203,49 >0,05
SOD> 27,15 28,01 3422 2798 46,54 28,78 26,43 >0,05
T-SOD 196,06 252,95 286,46 311,92 217,70 289,91 277,66 >0,05

! Grupo nio infectado, injetado somente com solugdo salina de tampéo fosfato (PBS)
2 Os valores de p correspondem 8 ANOVA na linha.

3.4.2. Atividade da Catalase (CAT)

A catalase citosolica foi menor nos tratamentos 0% e 25%, em
comparacdo com o grupo nio infectado PBS (Figura A). Ja a catalase
mitocondrial apresentou apenas uma tendéncia de diminui¢cdo dos valores
nos tratamentos 0%, 25%, 100% orgéanico e 100% inorganico (Figura B).

Quando a anélise de variancia unifatorial foi realizada apenas entre
os peixes infectados, foram encontradas diferencas, com menor atividade da
catalase citosolica, para os grupos 0% e 25%, em relagdo ao grupo 100%
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inorganico. Diferencas estatisticas ndo foram detectadas na atividade da
catalase mitocondrial, enquanto a atividade da catalase total apresentou
valores maiores nas tilapias alimentadas com a dieta do tratamento 75%, em
comparagdo ao tratamento 100% inorganica (Figura C).

Figura 5. Atividade da enzima catalase em amostras de figado de tilapia-do-
nilo, alimentadas com diferentes niveis de suplementacdo de minerais organicos,
sem suplementagdo mineral (0%) e 100% inorganico, depois da infeccdo. Apds
uma analise de variancia unifatorial, os valores médios foram comparados com
peixes ndo infectados (PBS). Os valores sdo apresentados como média + SEM e
as diferencas sdo indicadas como * (p < 0,05), **(p< 0,01) e *** (p< 0,001).
Quando comparados com o grupo 100% inorganico, sem o grupo PBS, as
diferengas sdo indicadas como & (p <0,05). A) Atividade na fragdo citosélica, B)
Atividade na fragdo celular enriquecida em mitocondrias e peroxissomos ¢ C)
Atividade em ambas as fracoes.
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3.4.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase diminuiu significativamente
ap6s o desafio nas tildpias alimentadas com as dietas sem suplementagdo
mineral (0%), ou suplementagdo de 25% e 100%organico. Na comparagao
entre os animais infectados, comparados com o tratamento 100%
inorganico, sem o grupo PBS (Figura A), encontrou-se diferenca estatistica
em relacdo ao tratamento 0%, apresentando menor atividade para este
tratamento, mas ndo para os demais grupos. Quando realizada a regressao
entre os tratamentos suplementados com os niveis de minerais organicos,
ndo houve diferenca significativa entre os niveis.

J4 os niveis de glutationa total foram reduzidos para cerca de 40%
dos valores obtidos em peixes ndo infectados (Figura B), sendo este um
marcador muito sensivel de estresse oxidativo, apds o desafio bacteriano.
Nos peixes infectados, ndo houve diferencas entre os grupos. Todos os
grupos apresentaram uma extensao similar da perda de GSH-total no figado
(= 60%), a qual ndo diferiu entre os peixes alimentados com os diferentes
tratamentos.

Figura 6. Niveis de glutationa peroxidase (GPx) (A) e glutationa total (GSH-t =
GSH + GSSH em GSH-equivalentes) (B) em amostras de figado de tilapia-do-nilo
alimentadas com diferentes niveis de suplementacdo de minerais organicos, sem
suplementacdo mineral (0%) e 100% inorganico, depois da infeccdo. Apds uma
analise de variancia unifatorial, os valores médios foram comparados com peixes
ndo infectados (PBS). Os valores sdo apresentados como média + SEM e as
diferencas sdo indicadas como ** (p < 0,01) e *** (p < 0,001). Quando
comparados com o grupo 100% inorginico, sem o grupo PBS, as diferencas sdo
indicadas como && (p <0,01).
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3.5. Marcadores do estresse oxidativo

3.5.1. Ensaio cometa

Considerando-se somente os peixes infectados, ndo houve
diferenga significativa entre as diferentes suplementagdes minerais. Apesar
de um aparente menor dano oxidativo ao DNA nos tratamentos 50% e 75%,
bem como no tratamento 100% inorganico (Figura 10). As diferencas so
sdo observadas quando comparados com o grupo ndo infectado (PBS). Na
analise de regressdo entre os tratamentos suplementados com minerais
organicos, foi detectada uma relagdo entre os danos oxidativos ao DNA
com os niveis de suplementacdo, considerando-se somente os peixes
infectados (Figura 11)
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Figura 7. Andlise de variancia do indice de dano oxidativo ao DNA no ensaio
Cometa, em eritrocitos em tilapia-do-nilo, alimentadas com diferentes niveis de
suplementag¢do de minerais organicos, sem suplementagdo mineral (0%) e 100%
inorganico, depois da infeccdo. Os valores médios foram comparados com peixes
ndo infectados (PBS). Os valores sdo apresentados como média + SEM e as
diferencas sdo indicadas como *(p< 0,05), ** (p< 0,01) e *** (p<0,001) e
quando comparados com o grupo 100% inorganico, sem o grupo PBS, ndo
apresentaram diferengas significativa.
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Figura 8. Andlise de regressdo do indice de dano oxidativo ao DNA no
ensaio Cometa, em eritrocitos de tilapia-do-nilo, alimentadas com dietas
suplementadas com varios niveis de minerais organicos, apds desafio com
Streptococcus agalactiae.
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3.5.2.  Adutos de carbonila

Quando comparado as tilapias ndo infectadas (PBS), o contetido de
proteina carbonilada aumentou nos tratamentos 0%, 25% e 75%, mas nao
naqueles alimentados com a dieta 100% inorgéanica e 50% orgénico (Figura
12). Ja quando a andlise de varidncia unifatorial foi realizada apenas entre
os peixes infectados, os grupos 0%, 75% e 100% organico, foram maiores

em relagdo a dieta 100% inorgadnica, mas ndo para o tratamento 50%
(Figura 12).

Figura 9. Anélise de variancia de Carbonilagdo de proteinas em amostras de figado
de tilapia-do-nilo, alimentadas com diferentes niveis de suplementagdo de minerais
organicos, sem suplementacdo mineral (0%) e 100% inorganico, depois da
infecgdo. Apds uma analise de varidncia unifatorial, os valores médios foram
comparados com peixes ndo infectados (PBS), e as diferencas estdo indicadas como
¥ (p< 0,01) e, ***(p< 0,001); ou por & (p< 0,05) ou && (p< 0,01). Os valores sdo
apresentados como média + SEM.
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3.6. Efeito da infec¢do nos danos hepaticos

As enzimas marcadoras de danos hepdticos aspartado
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) ndo foram
afetadas pelos niveis de suplementacdo na andlise de regressdo entre os
niveis de Bioplex, assim como para a andlise de varidncia entre os
tratamentos 0%, 100% organico e 100% inorganico. Também ndo houve
diferen¢a quando estes grupos foram comparados com o grupo de peixes
ndo infectados (Tabela 10).
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Tabela 10. ALT e AST do plasma em tilapia-do-nilo, alimentadas com diferentes
niveis de suplementacdo de minerais organicos, sem suplementacdo mineral (0%) e
100% inorganico, depois da infecgdo. Os valores médios foram comparados com
peixes ndo infectados (PBS).

BIOPLEX-Tr-Se-Peixe™, % 100% Valor
Variaveis A PBS! 5
25 50 75 100 Inorganico dep
ALT 4,19 3,44 3,91 8,34 453 6,59 3,97 >0,05
AST 2,15 1,75 2,20 2,36 1,65 2,00 1,76 >0,05

! Grupo nio infectado, injetado somente com solugdo salina de tampéo fosfato (PBS)
2 Os valores de p correspondem 8 ANOVA na linha.

4. Discussao

Os patdgenos bacterianos sdo onipresentes nos diversos tipos de
sistemas aquicolas e sdo a causa de grandes perdas econdmicas. Porém,
essas perdas s6 ocorrem por uma soma de fatores que levam ao estresse dos
peixes e, consequentemente, a instalacdo da infeccdo. Exemplos destes
fatores s@o as praticas de manejo adotadas durante o ciclo produtivo, o que
pode ser potencializado se o peixe estiver com alguma deficiéncia
nutricional. Por outro lado, se a dieta suprir suas exigéncias nutricionais, o
peixe terd grandes chances de reverter os agentes estressores durante o ciclo
produtivo, sem afetar significativamente sua homeostase fisiologica. Desta
forma, se prevenira a instalacdo de doengas infecciosas. Muitos minerais
tém funcdes bioldgicas que afetam o sistema imunologico do hospedeiro e
auxiliam nos mecanismos de defesa.

Com excec¢do do ferro, pouco se sabe sobre os efeitos dos outros
oligoelementos dietéticos alvo deste estudo (manganés, zinco, selénio e
cobre) na imunidade e resisténcia a doencas em peixes. Alguns estudos
sobre esses microminerais dietéticos relatam o quanto estes sdo essenciais
para as respostas imunes, ndo somente para a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), mas também para outras espécies € com outros patdogenos [37-
46].

O efeito nocivo da infec¢do causada pela bactéria Streptococcus
agalactiae a tilapia foi aqui observado, com claras evidéncias nas alteragdes
fisioldégicas e mortalidade. Todas as tilapias do grupo controle, que
receberam somente injecdo de solugcdo salina de tampdo fosfato,
sobreviveram. Ja a mortalidade cumulativa dos peixes suplementados do
tratamento 50% foi a menor, enquanto que os peixes alimentados com as
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dietas 100% organico e 100% inorganico apresentaram maior percentual de
mortalidade.

Alteragdes no perfil hematologico de espécies de peixes sdo
frequentemente observadas em estudos de suplementacdo dietética de
minerais, tanto em niveis abaixo ou acima da exigéncia nutricional, sendo
notadas alteracdes em diversos pardmetros [47,48]. No presente estudo,
antes da infecgdo, os niveis de suplementagdo dos minerais organicos nao
desencadearam alteracdes significativas no perfil hematoldgico, sugerindo
que os niveis obtidos nas dietas foram suficientes para manutencdo da
hematopoiese adequada.

Antes da infeccdo, ndo houve diferenga significativa nos
parametros hemato-imunoldgicos e glicose, exceto para o HCM que
apresentou maior valor para a suplementacdo 100% organica, quando
comparada a suplementacdo 100% inorginica ou com a auséncia de
suplementa¢do (0%). Entretanto, o nimero de eritrocitos presente nos
peixes alimentados com a dieta 100% organico, antes da infeccdo, se
encontrou abaixo do normal de acordo com Hrubec; Cardinale; Smith,[49].
Os peixes alimentados com dietas com auséncia de suplementacdo (0%)
apresentaram uma redu¢do de aproximadamente de 45% no numero de
eritrécitos € um aumento do volume corpuscular médio (VCM) e
hemoglobina corpuscular média (HCM).

ApoOs o desafio bacteriano, registrou-se um quadro de anemia,
provavelmente causado por depressdo seletiva da eritrogenese [10] em
todos os peixes, independente da forma e/ou auséncia de suplementacdo
mineral. Isto foi evidenciado pela reducgdo significativa dos nimeros de
eritrocitos e hemoglobina, quando comparados com os peixes antes da
infeccdo ou ainda com os mesmos parametros relatados anteriormente [49].
Os peixes alimentados com as dietas dos tratamentos 0%, 25%, 50%, 75%,
100% organico e 100% inorganico apresentaram anemia normocitica e
hipocromica. Aqui pode ser descartada a possibilidade que esta anemia
tenha sido causada pela falta de ferro (ferropriva), devido a estabilidade dos
valores para o indice CHCM, os quais ndo apresentaram redugdes graves
em nenhum dos tratamentos [10]. Conforme esperado, tais observagdes
demonstram que o desafio bacteriano foi prejudicial a manuten¢do do perfil
hematoldgico nos peixes, independente da forma e/ou auséncia de
suplementacdo mineral na dieta.

A dieta sem suplementacdo mineral, que atingiu a exigéncia
minima de ferro para a tilapia [17], ndo propiciou hematopoiese adequada
apods o desafio bacteriano, promovendo os piores quadros hematoldgicos. Ja
o menor nivel de suplementacdo organica (25%) propiciou algumas
melhoras no perfil hematologico, quando comparado aos peixes infectados
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que nio receberam suplementacdo mineral. Desta forma, a inclusdo em
demasia dos minerais na sua forma inorganica, normalmente observada nas
racdes comerciais, € justificada pelo melhoramento da biodisponibilidade
desses elementos.

A deficiéncia ou o excesso de ferro na dieta podem afetar
adversamente o sistema imunoldgico. Isso, no entanto, ndo sugere que a
deficiéncia de ferro, que resulta em anemia, forne¢a prote¢do contra
doengas infecciosas [50]. Os resultados aqui apresentados confirmam isto,
ja que o menor percentual de mortalidade foi registrado nos tratamentos
com os menores niveis de inclusdo de ferro. Embora seja plausivel que os
organismos anémicos sdo mais suscetiveis a infec¢do do que aqueles
alimentados com ferro na suplementag¢do adequada, os resultados de Sealey,
Lim e Klesius [40] parecem contradizer essa noc¢do, ja que a mortalidade fo1
semelhante entre os peixes alimentados com dieta deficiente em ferro ou
dieta com suplementacdo adequada na forma inorganica, apos desafio com
patogeno.

Apesar dos peixes em todos os tratamentos terem apresentado
redu¢do no nimero de trombdcitos apds a infegdo, essa redugdo foi ainda
mais significante naqueles alimentados com a dieta suplementada com 50%
Bioplex. Isso sugere que os trombdcitos também participam eficientemente
da resposta imune. Além das funcdes homeostaticas conhecidas, outros
possiveis papéis dos trombdcitos na imunidade (incluindo a fagocitose),
estdo presentes em diferentes grupos animais, incluindo os peixes[51,52].
Nos ultimos anos, propriedades fagociticas também foram atribuidas a
células dendriticas teledsticas, linfocitos e trombocitos [53]. Apesar de
possuir uma capacidade baixa de interiorizar particulas, os trombocitos sao
as segundas células sanguineas mais abundantes, apos os eritrdcitos, em
peixes.

Variagdes no leucograma foram observadas em todos os peixes,
independente da suplementacdo, em particular para aqueles alimentados
com 100% organico ou sem suplementacdo, devido, principalmente, a
redugdo significativa do nimero de linfécitos (linfopenia). Basoéfilos e
eosindfilos ndo foram encontrados no decorrer do experimento. O nimero
de células imaturas (Cl) aumentou nos peixes infectados. O tempo apds a
infeccdo, quando foram amostrados estes parametros (120 h), pode ter sido
determinante para o quadro hematoldgico dos peixes infectados.

Atualmente se reconhece que a mieloperoxidase (MPO) pode ter
uma participagdo mais ampla na bioquimica dos neutréfilos e mondcitos.
Além de sua atividade microbicida, pode também ter um papel na
imunomodulagdo [54]. No presente estudo, a atividade da mieloperoxidase
sérica nos peixes alimentados com suplementacdo 100% inorganica foi
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maior somente quando comparada aquela apresentada nos peixes nao
infectados. Foi previamente relatado que a deficiéncia de ferro ¢é
responsavel pela reducdo da atividade de varias enzimas, incluindo a
mieloperoxidase [55,56]. Ainda, foi relatada tendéncia para o aumento da
atividade de explosdo respiratoria, atividade mieloperoxidase e atividade
bactericida em bagre do canal (Ictalurus punctatus), quando alimentado
com dieta contendo 6xido de ferro nanoestruturado (nano-Fe) (Behera et al.
2013). Porém, minerais organicos sao mais eficazes que formas inorganicas
€ nanometais na promocao da mineralizacdo e resisténcia ao estresse [57].

Os microminerais da dieta podem afetar a fisiologia da tilapia,
aumentando também a resisténcia contra infec¢des bacterianas via a
atividade das enzimas diretamente envolvidas na neutraliza¢do do efeito
deletério de ERO, tais como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPx). A infeccdo experimental demonstrou
claramente um efeito negativo nos niveis de glutationa (GSH-t), uma vez
que ocasionou a diminui¢do para além de 50%, em todos os grupos. Isto
demonstra que a atividade da GPx ¢ um marcador muito sensivel de
estresse oxidativo, quando os peixes estdo infectados. Entretanto, a GSH-t
ndo permitiu a discriminagdo entre os tratamentos dietéticos, apos o desafio.
Da mesma forma, todos os peixes infectados experimentalmente
apresentaram menor conteido de hemoglobina, quando comparados aos
peixes injetados somente com solucdo salina de tampdo fosfato, mas
também ndo houve diferengas significativas entre os grupos infectados.

Para avaliar a SOD citosélica e a SOD mitocondrial, foi utilizada a
centrifugagdo diferencial. O pellet de 20.000 x g foi usado como a fracdo
enriquecida em mitocondria e peroxissomos, representando a Mn-SOD
(SOD3), o sobrenadante foi tomado como a fragdo citosolica, representando
a Cu/Zn-SOD (SOD) e a soma da atividade mitocondrial mais citosolica a
SOD total (T-SOD). Diferengas s6 foram detectadas quando feita a andlise
de variancia entre o tratamento ndo suplementado (0%), 100% organico e
100% inorganico, apresentando maior atividade para a SOD; no tratamento
com 100% organico. Em estudos realizados com truta arco-iris
(Onchoryncus mykiss) [58] e salmdo do Atlantico (Salmo salar) [59] foi
relatada redu¢do na atividade da SOD;, quando os peixes foram alimentados
com dietas deficientes em manganés. J4 para a tildpia hibrida (O. niloticus
x 0. aureus), a atividade da SOD, aumentou, quando alimentada com
dietas suplementadas com manganés [60].

A atividade da catalase na fracdo citosolica, apresentou uma
diminuic¢do nos tratamentos 25%e ndo suplementado (0%), em comparacao
aos peixes que receberam apenas solucdo salina de fosfato tampao (PBS).
Diferencas foram observadas quando comparados todos os tratamentos com
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o 100% inorganico, menos os peixes ndo infectados (PBS), onde o
tratamento 75% apresentou a maior atividade para catalase total (citosélica
mais mitocondrial). Esta tendéncia foi mantida na catalase mitocondrial,
mas as diferengas foram significativas apenas para a catalase total e com
diminui¢do da atividade para os tratamentos 25%e nao suplementado (0%).

Essa mesma tendéncia foi observada na atividade da GPx, onde os
tratamentos 25%e nao suplementado (0%) apresentaram menor atividade da
GPx, mas sem diferencas para os outros tratamentos, quando comparados
com o grupo nao infectado (PBS). J& foi relatado que niveis de
suplementacdo com selénio (mesmo na forma inorganica) propiciam o
aumento na atividade da GPx, para outras espécies ndo infectadas. Por
exemplo, em estudo com truta arco-iris (Onchoryncus mykiss) foi relatado
que a suplementacdo de selénio inorganico na dieta propiciou maior
atividade da GPx no plasma [61]. O mesmo foi relatado para o matrinxa
(Brycon cephalus) [62] e para o bagre do canal (Ictalurus
punctatus)[39,63].

No presente estudo, a dieta 0%, que apresentam redugdo de 35% no
nivel de selénio em comparacdo ao 100% inorgénico, a atividade da GPx ¢
reduzida significativamente entre os peixes infectados. Porém com as fontes
organicas, no menor nivel suplementado (25%) - que difere em 15% a mais
no nivel de selénio com o tratamento sem suplementa¢do organica (0%) e
23% menos em comparacdo com a suplementagdo 100% inorganico - nio
apresenta diferenca significativa quando comparado com a dieta 100%
inorganico, sugerindo maior eficiéncia na suplementacdo com a fonte
organica, provavelmente mais biodisponivel.

Considerando-se o indice de dano oxidativo ao DNA (ensaio
Cometa), surge o mesmo padrdo geral relatado anteriormente para as
enzimas antioxidantes, no qual os tratamentos 25%e ndo suplementado
(0%) apresentaram niveis elevados de dano oxidativo. Enquanto que, na
carbonilagdo proteica, apenas o grupo sem suplementa¢do mineral (0%)
apresentou significativamente maior dano oxidativo proteico.

O figado ¢ o principal local de acumulacdo de selénio [64] e a
degeneragdo do tecido hepatico ¢ relatada em peixes expostos a elevadas
doses deste mineral traco [65]. Porém, no presente estudo nido houve
diferenga significativa para os niveis de alanina aminotransferaase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST), mesmo nos grupos alimentados com
niveis mais elevados de suplementagdo mineral. Isto pode ser um indicio
de que as suplementacdes ndo geraram um efeito toxico, o que teria causado
a liberacdo dessas enzimas do figado [66].

Por outro lado o efeito dos niveis baixos de certos minerais
também podem desencadear danos hepaticos, como ja foi relatado para
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tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), com a suplementacdo de zinco[67],
onde peixes alimentados com dietas deficientes em zinco apresentaram
atividades séricas significativamente mais altas para ALT e AST do que
aquelas dos grupos alimentados com dietas suplementadas com zinco. Isto
sugere que houve possivel dano hepatico quando alimentada com dieta
deficiente em zinco.

A super dosagem dos minerais traco alvo deste estudo ndo parece
ter um efeito positivo sobre a resisténcia a infeccdo por S. agalactiae.
Corroborando com os resultados encontrados no presente estudo, dietas
suplementadas com uma forma inorganica de ferro (até 1200 mg kg!) ou
heme-Fe (até 300 mg kg ') ndo afetaram as respostas imunes ndo
especificas, como atividade bactericida sérica, atividade fagocitica,
contagem diferencial de leucocitos ou resisténcia a infec¢do no salmdo do
Atlantico (Salmo salar), quando desafiado com Vibrio anguillarum [68].
Entretanto, outro estudo com a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) [69],
relatou que as atividades de mieloperoxidase (MPO) e superdxido
dismutase (SOD) - enzimas que contém ferro e cobre/zinco,
respectivamente - mostraram um padrao crescente até a inclusdo de 6,31 mg
kg! de selénio, declinando com niveis de inclusdo maiores nos grupos
suplementados com fonte inorgénica de selénio.

Ja exemplares de bagre de canal alimentados com dieta deficiente
em ferro apresentaram a maior porcentagem de mortalidade total, enquanto
que, aqueles alimentados com dieta repleta de ferro nas formas inorganicas
e organicas (180 mg Fe kg™!), apresentaram mortalidade somente no quinto
dia apos o desafio[40]. No entanto, sete dias pos-desafio, ambos os tipos de
suplementacdo, ou seja, na forma organica e inorganica, promoveram 100%
de mortalidade ¢ a dieta com Fe na forma orginica (60 mg Fe kg™)
promoveu a menor mortalidade. A suplementacdo de Mn e Zn em mais de
100 mg kg! da dieta ndo aumentou a resisténcia do salmio vermelho
(Oncorhynchus nerka) a doenca renal bacteriana de Renibacterium
salmoninarum|70]. A alta dosagem de Cu na dieta também ¢ toxica para
organismos[71]. Cu dietético pode ligar proteinas e 4acidos nucléicos e
causar a oxidacdo de lipidios e proteinas[72]. No entanto ndo encontramos
essa relagdo j4 que nos tratamentos com niveis mais elevados de Cu
tivemos o menor dano proteico pela carbonilagdo proteica.

Constata-se, portanto, que ainda ndo ha consenso em relagdo a
superioridade de uma ou outra forma de suplementagdo de minerais
(organica versus inorganica), sendo que os resultados variam dependendo
do elemento trago alvo do estudo, a resposta analisada e também da espécie
de peixe em questdo. Encontrar uma fonte ideal e um nivel adequado na
dieta que sirva também as respostas imunologicas quando desafiados, se
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torna ainda mais desafiador quando nos confrontamos com os diferentes
niveis dietéticos ideais para os parametros imunologicos individuais.

No presente estudo ndo houve diferenga significativa entre os
grupos de peixes alimentados com minerais inorganicos € com 50%
organico, apos desafio, para os indicadores antioxidativos (SOD, GPx ,
Catalase, GSH-t e danos no DNA ou proteinas). A atividade enzimatica foi
preservada e a carbonilacdo de proteinas ndo foi significativamente
aumentada em comparag¢do ao grupo injetado apenas com solucdo tampao
de fosfato. A extensio na diminui¢do nos niveis de GSH-t ¢ no dano
oxidativo ao DNA foi similar entre os peixes alimentados com as dietas
100% inorganico e 50%organico. Considerando-se os diferentes niveis de
suplementacdo com minerais organicos, 50% de suplementagdo foi
comparavel a dieta contendo a suplementacdo mineral na forma inorganica,
apresentando os menores efeitos negativos gerais, apo0s a infecc¢do
experimental.

No geral, peixes alimentados com dietas sem suplementagdo
mineral ou suplementadas com minerais organicos ou ainda com
suplemento inorganico, mostraram sinais de estresse oxidativo quando
infectados com S. agalactiae. A infec¢do induziu ao estresse oxidativo
grave, como observado pela diminui¢do da atividade de CAT e GPx nos
tratamentos 25% e ndo suplementado (0%), bem como pela diminui¢do de
GSH-t ¢ aumento do dano oxidativo ao DNA, em todos os grupos
infectados, além da oxidacdo proteicas nos grupos alimentados com 0%,
75% e 100% organico. Com relacdo ao tratamento 75%, as atividades das
enzimas antioxidantes foram preservadas, principalmente para a atividade
da CAT que apresentou a maior atividade na soma das atividades (citosdlica
e mitocondrial). Entretanto, as proteinas oxidativas ¢ os danos no DNA
aumentaram. Isso sugere que esse nivel de suplementacdo de Bioplex tem
um efeito intermediario em comparagdo ao pior resultado, encontrado para
os tratamentos 25% e ndo suplementado (0%).
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5. Conclusao

Ap0s desafio bacteriano, os grupos de peixes alimentados com
suplementacdo 50% organica (18 mg/kg Cu, 223 mg/kg Fe, 53 mg/kg, 21
mg/kg, 0,34 mg/kg Se) e o 100% inorganico (33 mg/kg Cu, 198 mg/kg Fe,
55 mg/kg Zn, 34 mg/kg Mn, 0,70 mg/kg Se) apresentam os menores
impactos negativos nas respostas imunes ndo especificas, bem como na
promocdo de estresse oxidativo. Portanto, a suplementagdo de 50%
organica produz efeitos semelhantes a suplementacio com 100% de
minerais na forma inorganica, porém com menores niveis de suplementacao
mineral.
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