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RESUMO

Por meio da marcacdo radioativa do zinco presente no dxido de zinco micrométrico
e nanomeétrico pela técnica de ativa¢do neutrdnica, este projeto visa avaliar a cinética do
zinco em ovinos, bem como suas quantidades totais, comparando os dois tamanhos de
particula, a fim de elucidar tanto o comportamento deste elemento traco no animal
modelo, quanto as diferengas que podem vir a ser observadas pela diferenca de
tamanho ofertadas.

Oito ovelhas da raga Santa Inés serao divididas em dois grupos com quatro animais,
sendo um tratado com ZnO micrométrico e o outro com ZnO nanoparticula 40 nm (ZnO-
NP). A alimentagdo fornecida possuira apenas taxas basais de zinco, com a Unica
suplementacdo dele através de uma cdpsula contendo ZnO, que passara por ativacao
neutrdnica a fim de produzir o radioisétopo ®Zn.

As ovelhas passardo por dez dias de adaptacdo a dieta e serdo alocadas em gaiolas
para estudo de metabolismo. Apds o fornecimento oral do ®°ZnO e %ZnO-NP serdo
coletados sangue (15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h e a cada 24 horas
subsequentes), fezes a cada 24 horas e ao final de dez dias as ovelhas serao sacrificadas
para coleta dos érgaos.

1. INTRODUCAO

O zinco é o segundo elemento traco mais abundante no corpo, perdendo apenas
para o ferro e bem a frente do terceiro, o cobre. No entanto, ndo apresenta tecido de
armazenamento, sendo necessdria sua ingestao diaria (Zalewski et al., 2005).

Sua importancia esta relacionada com iniUmeros processos celulares, que incluem o
crescimento, desenvolvimento e proliferacdo celular, a sintese de DNA e de proteinas, a
cicatrizacdo, a producdo de gametas, o funcionamento adequado do sistema imune,
bem como a estabilizacdo de estruturas e membranas celulares (Bonaventura et al.,
2014; Yusof et al., 2019). Baseado em bioinformatica, acredita-se que aproximadamente
2800 proteinas tém ligacdo com o zinco, exigindo-o em sua forma catidnica divalente
para fungdes cataliticas, estruturais ou regulatdrias (Maares; Haase, 2020).

De acordo com Miller (1970), os fatores mais importantes para a absor¢do do zinco
sdo sua quantidade na dieta e a deficiéncia ou ndo desse mineral por parte do animal.
Esse mineral pode ser suplementado tanto na forma organica, em quelatos como
propionato de zinco e acetato de zinco, como na forma inorgéanica, na forma de sulfato
de zinco ou até mesmo o6xido de zinco, sendo a organica de mais facil absorcdo, mas
usada em menor escala, visto que a suplementacdo inorganica é mais vantajosa por seu
custo reduzido (Zhao et al., 2014). Nos ruminantes, além da absorcdo pelo animal, o
zinco sera também absorvido pela microbiota ruminal.

O intestino delgado é a principal regido para a absorcdo do zinco, no entanto as
guantidades de zinco absorvidas sdo dificeis de quantificar, dado que nessa regido ha



também secre¢cdo enddgena para excrecao. Em ruminantes ha absor¢do nas outras
cavidades do estdbmago, sendo que, através do uso do radioisétopo ®°Zn, Wright et al.
(2008) demonstrou a ocorréncia de absor¢ao no tecido ruminal em carneiros.

O transporte desse elemento pelo corpo se da pela familia de proteinas ZIP, que sdo
caracterizadas por transportarem ions metdlicos (Guerinot, 2000), e pelos
transportadores de zinco (ZnTs), sendo que estas duas apresentam fungdes opostas para
a homeostase do zinco (Roohani et al., 2013). Enquanto as ZIPs importam o Zn para o
meio intracelular, os ZnTs retiram-no desse meio, transportando-o tanto para o exterior
da célula quanto para organelas (Bonaventura et al., 2014)

Para manter a homeostase do zinco, sao realizados principalmente ajustes na
absorcdo total e na excregao intestinal enddgena, de modo que os ajustes na absorcao
e excrecdo sdo sinérgicos (Roohani et al., 2013).

A deficiéncia de Zn foi reconhecida pela primeira vez em humanos, quando Prasad
(1961) estudou uma populagdo iraniana que apresentava  anemia,
hepatoesplenomegalia, hipogonadismo, nanismo e geofagia. Desde entdo, muitos
estudos foram realizados a fim de compreender a deficiéncia desse micronutriente em
diversas espécies.

Os sintomas mais caracteristicos em animais com baixa ingestdo de zinco estdo
relacionados com reduc¢des de apetite, atrasos no crescimento, letargia, cicatrizacao
lenta, menor peso corporal e baixa espermatogénese e libido (Giugliano; Millward, 1984;
Miller, 1970; Suttle, 2010). No entanto, o diagndstico da deficiéncia de zinco fora de um
ambiente controlado é dificil, por conta dos seus sintomas nao especificos e a auséncia
de indicadores dos niveis desse mineral (Maywald; Wessels; Rink, 2017). Ainda assim,
essa condicdo é facilmente tratada com adequacao desse elemento na dieta.

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, a suplementacdo do zinco vem sendo
reavaliada, através de estudos que utilizam esse elemento na forma nanométrica, com
moléculas entre 1 e 100 nan6metros, a fim de verificar se esse tamanho diminuto pode
trazer beneficios aos animais. Nesse tamanho, hd uma variacdo no comportamento das
moléculas, com muitas de suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas sendo
diferentes daquelas observadas em suas correspondentes de tamanho micrométrico
(Scott, 2005).

Com tamanho comparavel as moléculas biolégicas que ocorrem naturalmente, essas
particulas podem adentrar o meio celular com mais facilidade, bem como interagir com
biomoléculas na superficie da célula (Rasmussen et al., 2011). Os principais motivos para
essas variacdes no comportamento das nanoparticulas estdo relacionados com uma
maior area de superficie relativa, maior porcentagem de atomos na area de superficie e
maior possibilidade de efeitos quanticos afetarem a reatividade quimica.

O oOxido de zinco é considerado uma substancia geralmente reconhecida como
segura pela Food and Drug Administration (FDA, 2015), no entanto essas classificacGes



estdo associadas com materiais de tamanhos encontrados na natureza, de modo que
isso pode variar em se tratando de nanoparticulas.

O tamanho da nanoparticula potencializa o zinco, de modo que as nanoparticulas de
oxido de zinco (ZnO-NPs) podem ser uma alternativa para a reduc¢do das quantidades
usadas desse mineral (Sindhura et al., 2014). Ao sintetizar o ZnO nano, é essencial que
seja realizado um bom controle de qualidade, para determinar que a morfologia, pureza,
guantidade, qualidade e tamanho da particula sejam adequados. Outro ponto que pesa
a favor da utilizacdo do ZnO-NP é a possibilidade de sintetiza-lo tanto fisica, quimica,
guanto biologicamente, sendo este Ultimo método mais ecolégico (Swain et al., 2015).

Diversos experimentos com ZnO-NPs tém sido realizados, indicando que ela
proporciona maior ganho de massa corporal, ajuda no controle de mastite, aumenta a
produtividade leiteira, favorece o crescimento e a eficiéncia da microbiota ruminal, traz
melhoras significantes na saude, favorece a viabilidade, fertilidade e motilidade de
espermatozoides, além de apresentar atividade antibactericida (Swain et al., 2016).
Todavia, foram verificados também efeitos negativos, como verificado por Najafzadeh et
al. (2013) como mudangas histopatoldgicas irreversiveis no figado e nefrite intersticial
multifocal nos rins de cordeiros suplementados com dose de 20mg/kg de peso corporal
durante 25 dias.

2. JUSTIFICATIVA

Podendo ser considerado relativamente recente o reconhecimento da importancia
do zinco como micronutriente essencial para o desenvolvimento e manutencao do bom
funcionamento corporal, muitos estudos ainda precisam ser feitos para elucidar o seu
comportamento em animais.

Com o desenvolvimento da nanotecnologia, novas maneiras de suplementacgao
desse mineral surgem, trazendo beneficios associados ao tamanho da particula, que se
aproxima dos tamanhos de moléculas bioldgicas, mas que requerem estudos relativos a
toxicidade para determinar sua biosseguranca.

Desta forma, com o auxilio do método analitico da ativacdo neutrénica, que
possibilita alto grau de precisdo na medicdo das quantidades desse elemento, é possivel
determinar a cinética do zinco proveniente de ZnO pela ingestdo oral, além de podermos
comparar ao mesmo tempo nanoparticula e microparticula, a fim de evidenciar as
diferencas na assimilacdo dessas duas espécies de ZnO.

3. OBIJETIVOS

Objetiva-se com este trabalho avaliar a cinética de distribuicdo do zinco nos tecidos
de ovinos suplementados com 6xido de zinco micrométrico e nanoparticula marcado
com %°Zn por ativacdo neutrdnica.



4. MATERIAL E METODOS

O experimento estd sendo desenvolvido no Laboratério de Nutricdo Animal do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), Piracicaba, Sdo Paulo, em
colaboracdo com o Laboratério de Radioisétopos (CENA/USP). Todos os procedimentos
com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais do CENA
(001/2021).

Quatro amostras de cada tratamento, ZnO 40 nanémetros e ZnO micrométrico,
com 50mg cada serdo enviadas para o reator do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares (IPEN) em S3o Paulo, para marca¢do radioativa com 9°Zn pela técnica de
ativacdo neutronica, obtendo-se atividade média por amostra de 54,85 kBq.

Serdo utilizadas oito ovelhas da raca Santa Inés, divididas em dois tratamentos:
um com %Zn0-40nm (N) e outro com °ZnO pum (M). Apds controle coproparasitario e
vermifugacdo, os animais serdo alocados em baias individuais para um periodo de
adaptacdo a dieta de dez dias. A dieta utilizada na alimentagdo dos animais sera
composta de 900g/animal/dia de feno de Cynodon dactylon, 450g/animal/dia de
mistura concentrada (70% de milho em griao e 30% de farelo de soja) e
13,55g/animal/dia de mistura de minerais (6,34g de CaHPOa; 3,45g de NaCl; 161g de
MgO; 0,457g de S; 0,148g de MnSOg4; 0,03g de CuSO4; 0,009¢g de Kl; 0,009g de Se; e
0,0008g de CoS04), com excec¢do do Zn, seguindo recomendag¢des do NRC (2007) para
ovinos em crescimento. A alimentagdo serd fornecida pela manh3, as 08:00 horas, em
cochos separados de volumoso e concentrado, com acesso ad libitum a agua.

A analise bromatoldgica da dieta foi feita de acordo com os protocolos analiticos
da Association of Official Analytical Chemists (2016) para os teores de matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato etéreo (EE).
Os teores de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram
determinados sequencialmente de acordo com Van Soest, Robertson e Lewis (1991) e
adaptado por Mertens (2002).

Os teores de zinco nos alimentos foram realizados através de andlises por
ativacdo neutrdnica, a fim de determinar as quantidades ingeridas na dieta, além do 8°Zn
fornecido, como consta na tabela 1.

Tabela 1 — Teores de zinco nos ingredientes da dieta em mg/kg de matéria seca.

Mistura
Feno
concentrada
Zinco 33 27




Apds o periodo de adaptagdo, os animais serdao transferidos para gaiolas de
estudo de metabolismo e administrados via oral cerca de 54,85 kBq de ®°Zn/animal nos
tratamentos N e M. Em seguida, amostras de sangue com heparina serao colhidas aos
15min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, 16h, 24h e a cada 24h subsequentes por dez dias.

Sera colhido 10 mL de sangue total e obtido 2,5 mL de plasma por centrifugacdo
do sangue total durante 10 min por 5000 rpm. Em seguida serdo congelados a -20°C para
posterior contagem do 8°Zn. Durante este periodo serd monitorado o consumo diario de
alimento, excrecdo de fezes e urina, com amostragem de 10% das fezes e urina, que
serdo congeladas a-20°C para contagem do %°Zn no Laboratério de Radioisdtopos/CENA.

Decorridos os dez dias apds a ingestdo da capsula radioativa, os animais serdo
sacrificados conforme recomendacdo do MAPA, para colheita de pelos e dos seguintes
tecidos: baco, cérebro, coracdo, figado, musculo, osso, ovario, pancreas, pele, pulmdes
e rins, que serdo pesados, amostrados, congelados a -20°C e liofilizados para contagem
do %°Zn em detector tipo po¢o, modelo GWL22015. O teor total de Zn nas amostras
coletadas sera realizado pela técnica de ativagdo neutrénica no IPEN/USP.

Desta maneira, determinar-se-a a atividade especifica do Zn nos tecidos e a
cinética da distribuicdo desse elemento nos tecidos.

5. FORMA DE ANALISE DE RESULTADOS

O delineamento experimental adotado sera inteiramente ao acaso, com dois
tratamentos e quatro repeti¢cdes (animais). As anadlises estatisticas dos resultados serdo
realizadas com o uso do programa SAS, adotando-se nivel de significancia de 5%.

6. CRONOGRAMA

Atividades Mésl Més2 Més3 Més4 Més5 Mésb6
Revisdo de literatura X X X X X X
Elaboracdo e andlise da dieta Etapa ja realizada
Experimento a campo X X
Analises laboratoriais X X X X X
Tabulagdo dos dados X X X X X
Andlise dos resultados X X X X X X
Apresentacao X
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TERMO DE RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR RESPONSAVEL E DEMAIS
PESQUISADORES ENVOLVIDOS NO PROJETO DE PESQUISA

A Comissdo de Coordenacdo do Curso de Ciéncias Bioldgicas, Coc CB
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, ESALQ-USP

Com relagdo ao projeto de titulo Cinética do ®°Zn nos tecidos de ovinos suplementados
com micro e nano particulas de dxido de zinco, desenvolvido para cumprimento das
atividades da Disciplina LCB0525, sob supervisdo de Prof. Dr. Helder Louvandini e com
execucdo parcial ou total sob responsabilidade de Bruno Scatena Gatti, declaramos
que:

1. Estamos cientes do conteldo e assumimos o compromisso de cumprir os termos das
Leis e Decretos complementares (Lei No 6.894 de dezembro de 1980, Lei N 7.803 de
18 de julho de 1989, Lei No 9.985 de 18 de julho de 2000, Lei No 9.974 de 6 de junho
de 2000, Decreto N0 99.556 de 1 de Outubro de 1990, Decreto No 4.340 de 22 de
agosto de 2002, Instrugdao Normativa N 154 de 01 de mar o de 2007, Decreto N
4.074 de 4 de janeiro de 2002, Instru¢cdo Normativa N 169/2008, ABNT-NBR10004
2004, Resolugao ANVISA RDC 306 - 07 de dezembro de 2004, Resolucdao No 358, de 29
de abril de 2005) acrescida dos dispositivos e alteragdes, bem como os demais
decretos e instru¢des normativas posteriores relativos aos assuntos ambientais
pertinentes. Também cientes, que apresentaremos todas as declaragdes e
documentos exigidos pela Comissdo de Etica Ambiental na Pesquisa CEAP-ESALQ se
solicitados;

2. Todos os procedimentos, organismos, insumos, equipamentos e quaisquer outros
itens que serdo utilizados direta ou indiretamente nesta pesquisa serdo adquiridos e
empregados segundo a legislagdo/normas dos 6rgdos competentes;

3. O projeto prevé recursos financeiros, se necessarios, para o gerenciamento dos
residuos oriundos da pesquisa;

4. Todo impacto ambiental decorrente da ma conducdo do projeto é de inteira
responsabilidade dos pesquisadores envolvidos no projeto;

5. Estamos cientes das normas estabelecidas pelo Programa de Gerenciamento de
Residuos Quimicos da ESALQ (PGRQ-ESALQ) e comprometemo-nos com o seu
cumprimento na sede da instituicdo responsavel pela conducdo do projeto,
colaborando para sua adequada realizacao;

6. Comprometemo-nos a providenciar, quando exigido em func¢do da natureza do
projeto de pesquisa, todos os documentos/autorizacdes exigidos por érgados publicos
ou privados.

Piracicaba, 22 de maio de 2024
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