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RESUMO

As microalgas sao produtoras de diversos compostos destacando-se o
potencial de substituir o petréleo no fornecimento de combustiveis, matéria-prima para
industria quimica e grande capacidade para desenvolvimento de alimentos. A
producao de microalgas através de reatores compactos tem se mostrado uma grande
promessa nesta area. As microalgas Acutodesmus obliquus (Scenedesmus obliquus),
sao cultivadas em fotobiorreatores de sistema fechado (FBSF) construidos com tubos
de PVC transparente. As microalgas séo processadas para a retirada da porgao
lipidica, gerando uma biomassa residual de microalgas (RAB) ao final da producéo.
Essa RAB pode ser utilizada na producéo de racao animal e € uma das alternativas
para a utilizagcao deste residuo. Nesta tese buscou-se verificar o risco toxicoldgico da
utilizacdo da RAB pura e quando adicionada em ragdes nas propor¢des de adi¢cao de
1%, 2% e 3%, para isso foram utilizados biomarcadores bioquimicos e genéticos em
duas espécies de peixes de grande utilizagdo em pisciculturas, Oreochromis niloticus
(Tilapia do Nilo) e Rhamdia quelen (bagre conhecido popularmente como Jundia). As
duas RABs utilizadas neste trabalho sao oriundas dos FBSF utilizando dois meios de
cultivo diferentes, a RAB-A cresceu em meio Chu e a RAB-B cresceu em meio
biodigerido de dejeto suino [5%]. Os peixes foram submetidos ao ensaio, agudo, com
duracao de 96h, onde ocorreu a alimentagao das RABs puras para as duas espécies,
e ensaios subcrénicos, com duracido de 60 dias, onde os peixes foram alimentados
com ragbes produzidas com a suplementagdo das RABs (1%, 2%, e 3%). Os
resultados demonstraram que as RABs apresentam redugdo dos niveis de
lipoperoxidagao no tecido hepatico e de danos genéticos em células sanguineas,
hepaticas e cerebrais, também aumentaram a atividade da acetilcolinesterase
cerebral e muscular. As RABs apresentam boas perspectivas para a sua utilizagcéo na
producdo de racdes, as duas espécies apresentaram respostas positivas com as
alimentagdes nos ensaios agudos e subcrénicos, mostrando que as microalgas
apresentam um potencial benéfico para a alimentagcdo, mesmo apds o0 seu
processamento para extracao de lipidios.

Palavras-chave: Acidos graxos. Biomarcadores. Biomassa de microalgas.

Carotenoides. Peixes.



ABSTRACT

The production of microalgae through compact reactors has shown great promise in
this area. The microalgae Acutodesmus obliquus (Scenedesmus obliquus), are
cultivated in closed-system photobioreactors (FBSF) constructed with transparent PVC
tubes, the microalgae are processed to remove the lipid portion, generating a residual
microalgae biomass (RAB) at the end of production. This RAB still presents a large
part of the elements of the in natura microalgae, which are recognized as beneficial in
food, so its use in the production of animal feed is an alternative. The aim of this thesis
was to verify the toxicological potential of pure RAB and when added in 1%, 2% and
3% rations using biochemical biomarkers and genetic biomarkers in two fish species
of significant use in fish farms, Oreochromis niloticus (Tilapia Nile) and Rhamdia
quelen (catfish commonly known as Jundia). The two RABs used in this work are from
the FBSF using two different culture media, RAB-A was grown in Chu medium and
RAB-B was grown in biodigested pig manure (5%) medium. The fish underwent two
types of tests, acute, with a duration of 96 hours, where pure RAB feeding was carried
out for both species, and subchronic tests, with a duration of 60 days, where the fish
were fed with rations produced with the supplementation of RABs. The results showed
that RABs generally present responses such as reduction of lipoperoxidation levels,
increased activity of cerebral acetylcholinesterase, and may reduce damage to genetic
material in tissues such as erythrocytes, liver tissue and brain. The RABs present good
prospects for their use in feed production, both species presented positive responses
with feeds in the acute and subchronic tests, showing that microalgae present a
beneficial potential for feeding, even after their processing for lipid extraction.

Keywords: Biomarkers. Biomass of microalgae. Carotenoids. Fatty acids. Fish.
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1 INTRODUGAO

O aumento da preocupacado mundial com o ambiente, principalmente devido
as alteracdes climaticas, leva a necessidade de desenvolvimento de alternativas para
a utilizacédo de energias ndo renovaveis (BRENNAN; OWENDE, 2010; AZQUETA et
al. 2015; FAO, 2017). Em nossa sociedade, chegamos a um momento em que é
necessario desenvolver tecnologias sustentaveis para suprir a demanda energética
tanto atual como futura. Fontes renovaveis precisam garantir a sustentabilidade do
processo de producao de energia e de alimentos (RADMANN; COSTA, 2008; ENZING
et al. 2014). No caminho para a criagao das novas tecnologias para a reducao dos
impactos econdmicos e ambientais, podem ser a chave para um futuro promissor. O
consumo atual de petréleo estda 100.000 vezes mais rapido que a capacidade de
reposicao natural. Com a limitagdo dos estoques de combustiveis fosseis e a sua
utilizagdo contribuindo para o aumento dos niveis de CO2 atmosférico, o resultado
sera o esgotamento de recursos e o aumento do efeito estufa, que € reconhecido
atualmente como maléfico para a humanidade (SATYANARAYANA et al. 2011).

Os primeiros passos para o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis ja
foram dados. A criagdo dos biocombustiveis de primeira geracdo (ex: etanol e
biodiesel de oleaginosas) marca esse momento na histéria do Brasil com a utilizagao
do Alcool Hidratado (1979) na frota de veiculos nacionais e com a introdugdo e
utilizagao do biodiesel (MEURER et al. 2012). Atualmente, as biorrefinarias tem como
base de produgéo as culturas terrestres (soja, milho, ...) gerando os biocombustiveis
liquidos: bioetanol e o biodiesel, os quais competem por recursos ecoldgicos, com a
matéria prima destinada a produgao de alimentos, extragcao de seus componentes e o
seu processamento, sendo necessario desenvolver biorrefinarias que nao constituam
uma carga ambiental (CESARIO et al. 2018), assim, fugindo da utilizagdo de
commodities.

Contudo, enfrentamos uma dificuldade na obtengao dos biocombustiveis em
relacdo aos combustiveis fosseis, que sao obtidos em grande escala e com baixo
custo. A produgdo de biocombustiveis requer uma eficiéncia energética
compensatoéria, onde o balango na obtengéo da energia seja positivo. Sistemas onde

existe multigeragao de coprodutos tornam essa conquista plausivel. O melhoramento,
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a otimizagcdo e o controle desses tipos de sistemas sdo aspectos cruciais para
alcancar bons resultados (VARGAS et al. 2014).

Para substituir os biocombustiveis de primeira geragao, competidores de
areas agriculturaveis, é necessario estar dentro das condi¢des dispostas no Ato dos
Padrées de Combustiveis Renovaveis (SISSINE, 2007), que outorga as microalgas a
candidatura mais promissora para a producao de biocombustiveis de segunda
geragao, onde ndo ha competi¢cado por areas agriculturaveis e agua potavel, evitando
concorréncia por esses recursos (BEAL et al. 2015).

As microalgas, apresentam uma grande diversidade de espécies e sao a base
da cadeia alimentar nos mares e rios. Como formam um grupo extremamente
diversificado, conseguem habitar diferentes ambientes (SATYANARAYANA et al.
2011). As microalgas sao, entre o fitoplancton, o maior grupo de eucariotos
unicelulares, que vivem de forma individual, agregada ou filamentosa em todos os
ambientes aquaticos (METTING, 1996). Elas sao responsaveis por mais de 50% da
atividade fotossintética primaria no planeta (CHISTI, 2007), consequentemente
disponibilizando cerca da metade do oxigénio atmosférico.

O grande interesse no cultivo em massa de microalgas é devido aos muitos
produtos que sao capazes de produzir, dentre os quais o biocombustivel. O interesse
nesse biocombustivel a base de microalgas pode atrair pesquisas inovadoras e
investimento em biotecnologias, o que podera motivar o empreendedorismo nessa
nova tecnologia. Uma vis&o geral da biotecnologia em microalgas é essencial para
fornecer um bom plano de fundo com perspectivas para a compreensao e
desenvolvimento de pesquisas, pois esta biotecnologia apresenta uma gama enorme
de bioprodutos que poderdo ser promissores nesse mercado (RICHMOND; HU,
2013).

Essencialmente, as microalgas s&o as principais fornecedoras de energia nos
ecossistemas aquaticos, pois transformam nutrientes inorganicos em moléculas
organicas energéticas (MURDOCK; WETZEL, 2009). Como sao as produtoras
primarias no ambiente aquatico, sao eficientes no processo fotossintético,
apresentando requisitos nutricionais simples, juntamente com caracteristicas
biotecnoldgicas de importancia, como crescimento rapido, cultivo em larga escala e
obtengao de diversas biomoléculas (SANCHEZ et al. 2008). Além disso, apresentam

um mercado amplo em produtos derivados, sendo a suplementagao na alimentagao
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humana ja bem estabelecida e uma das principais utilizagdes das microalgas
(CAMPO, DEL et al. 2007; SATYANARAYANA et al. 2011; CESARIO et al. 2018), e
também ja foram testadas como fonte de alimentos sob mais aspectos do que os
produtos alimentares tradicionais (commodities) (PULZ; GROSS, 2004; GUEDES et
al. 2011; RICHMOND; HU, 2013; BECKER et al. 2013; KOMOLAFE et al. 2014).

A producéo de biodiesel através da extragao de 6leo de microalgas tem sido
recentemente considerada uma matéria-prima em potencial (PATNAIK; MALLICK,
2015). As microalgas podem ser cultivadas em sistemas abertos, porém sofrem muita
interferéncia do ambiente e, normalmente, é utilizada uma mistura de espécies para
comportar essas condigdes (PARK et al. 2011). A produgdo da monocultura da
microalga Acutodesmus obliquus (Scenedesmus obliquus) esta sendo realizada em
fotobiorreatores de sistema fechado (FBSF), o qual maximiza o cultivo destas
microalgas com o melhor aproveitamento da luz solar e com o objetivo de alta
produtividade dentro de um volume fixo (SATYANARAYANA et al. 2011). Dentro dos
fotobiorreatores com sistema fechado, ha uma reducédo drastica da evaporacao
durante o cultivo das microalgas, sendo esse sistema o mais plausivel para atuar na
produgao microalgas em terras e localidades onde nao sao possiveis as plantagoes
tradicionais, logo nao irdo competir por areas de produgao de alimentos. Os processos
para obtencdo da biomassa gerada nos FBSF apresentam condigbes para a
recuperacao da agua utilizada, melhorando ainda mais a eficiéncia nesse sistema.

Um ponto central na utilizagdo das microalgas € o desenvolvimento de
metodologias para o seu emprego com a padronizagado de todos os processos de
produgdo como o cultivo, a separagao/floculagao, a obtencdo da biomassa seca, a
extragao dos lipidios e a utilizagdo da biomassa residual (SATYANARAYANA et al.
2011; PATNAIK; MALLICK, 2015). A valorizagao dos coprodutos como o 6leo extraido
para a producao de biocombustiveis e da biomassa residual para suplementagao ou
substituicio de componentes nas racdes, podem permitir o desenvolvimento
sustentavel e econdmico dos cultivos de microalgas (WALSH et al. 2018).

Consideradas como parte de uma dieta saudavel, as microalgas contém
diversos acidos graxos (Tabela 1) como o 6mega-3 (acido eicosapentaendico (EPA)
e acido docosahexaendico (DHA), proteinas, aminoacidos, pigmentos, vitaminas e
minerais (CHRISTAKI et al. 2011; RASALA; MAYFIELD, 2015). Também servem

como reservatorio de compostos biologicamente ativos, apresentando estruturas e
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fungdes unicas (YAMAGUCHI, 1996). Os ingredientes potencialmente ativos,
incluindo o [(-caroteno, a astaxantina, a luteina, as ficobiliproteinas, diversos
pigmentos e fibras insoluveis extraidas das espécies de Chlorella, Spirulina,
Dunaliella, Porphyridium e Scenedesmus, sao relatadas por seus efeitos
antioxidantes, cardioprotetores, hepatoprotetores, anti-inflamatérios e anti-
hiperlipidémicos (CAMPO, DEL et al. 2007; PLAZA et al. 2009; LORDAN et al. 2011;
BEAL et al. 2015; CESARIO et al. 2018).

TABELA 1: COMPOSTOS INSATURADOS DA MICROALGA Acutodesmus obliquus

COMPOSIGAO QUANTIDADE (%)
Acido miristoleico 1,59 + 0,01
Acido Z-10-pentadecansico 0,59 + 0,03
Acido palmitoleico 3,24 + 0,04
Acido Z-10-heptadecenoico 0,55+ 0,02
Acido elaidico 3,65+ 0,03
Acido oleico 18,30 + 0,03
Acido linolelaidico 1,47 £ 0,01
Acido linoleico 1,48 + 0,01
Acido y- linolénico 10,00 £ 0,02
Acido linolénico 16,67 £ 0,02
Acido Z-11-eicosendico 2,84 £ 0,01
Acido Z-11,14-eicosadiendico 0,28 £ 0,06
Acido Z-8,11,14-eicosatriensico 1,26 + 0,06
Lipidios totais 61,92

Fonte: (ESCORSIM et al. 2018).

Apesar das microalgas apresentarem um grande potencial para agregarem
valor nutricional em alimentos e ragées (CUSTODIO et al. 2014), elas ndo ganham a
devida importancia na alimentagcdo ou na substituicdo de ingredientes. As
caracteristicas da biomassa como cor, cheiro e sabor acabam limitando a sua
utilizacdo em alimentos, pois apenas pequenas quantidades podem ser adicionadas
antes de alterar a consisténcia, o sabor e a aparéncia dos alimentos. As vendas diretas
para 0 consumo podem ser encontradas no chamado mercado de alimentos
saudaveis, onde é vendido o p6 de algas encapsulado. Contudo, na alimentagéo

animal, a utilizagdo € mais recente, demonstrando grande adequabilidade em
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suplementar ou substituir fontes convencionais de proteina como o farelo de soja, a
farinha de peixe e o farelo de arroz. Um mercado em crescimento € o da utilizagdo de
microalgas para a aquicultura, estimando-se que cerca de 30% da produgdo mundial
atual seja destinada para aplicagao em ragdes animais (BECKER, 2007).

Embora tenha reconhecimento o valor nutricional da biomassa do género
Scenedesmus, a demanda atual do mercado é maior do que a capacidade de sua
producado (FRADIQUE et al. 2010; KUMAR et al. 2015). A biomassa de microalgas
desse género sao frequentemente utilizadas como aditivo alimentar combinando-se
com outras fontes proteicas (MUSTAFA; NAKAGAWA, 1995; CERON et al. 2008;
RICHMOND; HU, 2013; NORAMBUENA et al. 2015) e sua utilizacao in natura ja esta
bem estabelecida (PABST et al. 1976; KRISHNAKUMARI et al. 1981; LAZO et al.
2000; RADMANN; COSTA, 2008; CUSTODIO et al. 2014; CHIATTONI et al. 2015;
KUMAR et al. 2015), podendo, mesmo apds a extragao de o6leo, ser usada na
piscicultura para enriquecer nutricionalmente a racao.

ApoOs a extragdo do dleo, o material remanescente, conhecido como a
Biomassa Residual de Algas (RAB), pode ser aproveitado para a suplementacéo,
como um ingrediente alternativo, na alimentacdo animal (BALEN et al. 2015). E
importante ressaltar que as tecnologias de extragdo devem trabalhar para preservar a
funcionalidade dos varios componentes celulares (como proteinas, vitaminas, lipidios,
carboidratos, acidos graxos), pois ndo degradar os diversos produtos existentes € um
passo importante para a exploragédo de todos os compostos (WANG et al. 2014).

1.1 MODELO DE ESTADO

Os modelos de estado sao organismos utilizados em diversos estudos para
avaliar as condi¢des gerais geradas por xenobidticos no ambiente a que ele esta
exposto. Os organismos devem apresentar respostas preferencialmente sensiveis
frente ao agente estressor e, além da sua abundéancia no ambiente, deve apresentar
uma boa capacidade de adaptacdo aos ambientes laboratoriais (PANDRANGI et al.
1995).

Entre os organismos, podem existir diferengas nos padrées de metabolizagao
de diferentes substancias. Essa variagao faz com que as respostas dos organismos

nao sejam idénticas frente as mesmas condig¢des, influenciando na metabolizagao de
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diferentes substancias. Os modelos utilizados sdo definidos como organismos que
conseguem informar as condigdes do ambiente no qual estédo inseridos, através do
seu comportamento, sua presenga ou auséncia, respostas fisioldgicas, efeitos sobre
orgaos, tecido, células e metabolismo (PANDRANGI et al. 1995; OOST et al. 2003).
Sendo assim, o bioindicador é um organismo ou uma populagdo que contém uma
série de informacdes sobre as qualidades do ambiente que habitam ou sobre uma
parte dele (MARKERT, 2008; t UCZYNSKA et al. 2018).

Peixes sdo modelos ideais para utilizar em avaliacbes para teste de novas
substancias, pois apresentam respostas semelhantes aos dos vertebrados
superiores, podendo informar diferentes tipos de alteracbes que essas substancias
possam causar, sendo elas benéficas ou ndo, além de representarem um importante
elo na cadeia alimentar (GIULIO, DI; HINTON, 2008; RAMSDORF et al. 2012;
BACOLOD et al. 2017). A sua utilizagado dos peixes é cada vez mais frequente, a
importancia da sua utilizacdo é a observacdo e detecgdo de problemas de forma
precoce, onde os efeitos de uma substéncia é observada antes de atingir o ambiente
(OOST et al. 2003).

1.1.1OREOCHROMIS NILOTICUS

A espécie Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) (Perciformes: Cichlidae),
popularmente conhecida como a Tilapia do Nilo, € um peixe estuarino com grande
capacidade de adaptacao a diferentes tipos de ambientes, suportando transi¢cdes da
agua doce até aguas marinhas. Essa plasticidade € uma caracteristica que permite a
avaliacao de diversos ambientes com apenas uma espécie (BACOLQOD et al. 2017).

Ainda é considerada como a segunda espécie de peixe mais consumida
mundialmente, com ampla produ¢gdo mundial, sendo bem adaptada a sistemas de
producdo (MCANDREW et al. 2016). Apresenta um habito onivoro e se adapta com
facilidade a varios tipos de alimentagdo. Também apresenta altas taxas de
fecundidade com capacidade de reproducdo em todas as estagdes. A espécie O.
niloticus € amplamente utilizadas em ensaios ecotoxicolégicos, programas de
monitoramento ambiental e testes laboratoriais (SHIAU; LIANG, 1995; WU et al. 2003;
DANTZGER et al. 2018; SANTANA et al. 2018).
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1.1.2 RHAMDIA QUELEN

A espécie Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) (Siluriformes:
Heptapteridae), conhecido popularmente como Jundia, € um peixe de agua doce,
onivoro, amplamente distribuido que ocorre desde a regiao central da Argentina até o
sul do México (SILVERGRIP, 1996). Tem preferéncia por ambientes Iénticos com
fundo de areia e lama, vivendo em pocos fundos dos rios ou em lagos (GOMES et al.
2000). E a principal espécie cultivada na porgao meridional da América do Sul, devido
a rapida taxa de crescimento durante os meses quentes e pela capacidade de suportar
invernos rigorosos (PEREIRA et al. 2006; SALHI; BESSONART, 2012).

R. quelen é uma espécie que precisa de atencao no seu pré-transporte, pois
€ uma etapa onde o estresse pode ocasionar maiores problemas do que o transporte
em si, requerendo muita atencdo e podendo ser recomendada a utilizagédo de
substancias sedativas (SACCOL et al. 2018). A espécie R. quelen também é
amplamente utilizada na pesquisa toxicolégica (BARCELLOS et al. 2004; KAIZER et
al. 2009; RAMSDORF et al. 2009; PRETTO et al. 2010; TSUDA et al. 2010;
PAMPLONA et al. 2011; GHISI et al. 2011; SALHI; BESSONART, 2012; KREUTZ;
BARCELLOS, 2012; BALDISSEROTTO et al. 2014; PIANCINI et al. 2015; GHELFI et
al. 2016; GUILOSKI; STEIN PIANCINI; et al. 2017), atuando como um reconhecido

bioindicador.

1.2 BIOMARCADORES

O termo biomarcador, juncado de “marcador bioldgico”, refere-se a uma série
de indicagdes que sao possiveis de serem observadas e quantificadas nos processos
bioldgicos. Existem varias definicbes que se sobrepdem respeitosamente (STRIMBU;
TAVEL, 2010). A Organizagdo Mundial da Saude (WHO), caracteriza biomarcadores
como qualquer substancia, estrutura ou processo que possa ser medido no animal ou
em seus produtos e consiga predizer a incidéncia ou o resultado de alguma
diversidade que esteja ocorrendo com o individuo (WHO, 2001). Os biomarcadores,
podem ser classificados como uma medida funcional da exposicao a substancias teste
Ou a xenobidticos, que sdo expressadas ao nivel de organizagdo bioldgica sub-

individual (ADAMS et al. 2001). Recentemente, biomarcador pode ser atribuido como
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um sinal clinico, saudavel ou ndo, sozinho ou em combinacdo com outros
biomarcadores e fatores, que em conjunto mostram o estado clinico do animal (WATT,
2018).

As respostas obtidas dentro de um conjunto de biomarcadores podem ser
utilizadas para demostrar a potencialidade da reagdo das substancias com os
organismos testados, assim essas respostas podem ser benéficas ou ndo, de modo
que sao amplamente utilizadas em testes laboratoriais, testando diferentes compostos
ou mesmo em ensaios ecotoxicoldgicos, para a avaliagédo de xenobidticos presentes
no ambiente. Como pode-se observar, quando ocorre uma alteragcdo no equilibrio
homeostatico dos mecanismos antioxidantes um desbalanceamento nesse sistema
pode ocorrer, resultando no acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
ocasionando danos oxidativos em macromoléculas (LIVINGSTONE, 1998). Ao utilizar
uma abordagem multi-biomarcadores, é possivel obter uma resposta integrada e
determinar uma relagdo com as possiveis causas e consequéncias aos organismos.
Essa integracéo traz maior confiabilidade aos resultados e é essencial nas avaliagcdes
de causa e efeito (YAMAMOTO et al. 2016; SANTANA et al. 2018).

1.2.1 BIOMARCADORES BIOQUIMICOS

Todos os animais apresentam uma diversidade de enzimas para a realizagao
de biotransformacé&o, os quais geralmente estdo presentes em grande quantidade no
orgao responsavel pelo processamento dos alimentos nos vertebrados, o figado. A
maior fungcao dessas enzimas € a conversao de xenobidticos organicos hidrofobicos
e lipossoluveis em compostos hidrossoluveis. As enzimas de primeira fase atuam
oxidando, reduzindo ou hidrolisando os compostos por meio da introdugdo ou
modificagdo de um grupamento funcional (-OH, -COOH, etc.). As enzimas de segunda
fase atuam introduzindo uma molécula polar (glutationa, sulfato, aminoacido). A
biotransformacao afeta a disposicéo, a toxicidade (diminuindo ou aumentando) e o
tempo de permanéncia de uma substancia ou xenobidtico no organismo
(LIVINGSTONE, 1998)

A utilizagdo de enzimas extraidas de érgédos como o figado, cérebro para
avaliagao em estudos de toxicologia em peixes, é altamente relevante para monitorar

as fungdes vitais, como a capacidade de biotransformacdo e excregcado desses
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organismos (BEGUM, 2005). Alteragdes nas atividades de enzimas presentes no
figado de peixes podem ser consideradas como biomarcadores sensiveis em estudos
de toxicologia, predizendo respostas precoces de organismos possivelmente
contaminados e servindo como uma ferramenta para avaliagdes de substancias e para
questbes ambientais no campo da ecotoxicologia (DANTZGER et al. 2018). As
atividades das enzimas antioxidantes e o nivel de radicais livres podem estar
correlacionados a varias condigbes fisioldgicas ou patolégicas, sendo possivel
observar a alteracao da atividade de enzimas antioxidantes, em diferentes tipos de
testes (ALIKO et al. 2018).

A redugao dos efeitos prejudiciais das ROS pode ser efetuada por dois tipos
de defesa antioxidante. A defesa antioxidante ndo enzimatica que inclui os compostos
com propriedades antioxidantes intrinsecas, como as vitaminas C e E, a glutationa e
o0 R-caroteno. As defesas puramente enzimaticas, como a superoxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e as peroxidases (GPx), as quais vao exercer uma fungao
protetora direta por eliminagdo dos radicais superoxido e peroxido de hidrogénio,
convertendo-os em espécies com menor teor de reatividade. As SODs catalisam a
dismutacdo do radical superdxido (Oz27) para o peroxido (H202), e a CAT e as
peroxidases vao reduzir o H202 para 2H20. As reagdes de oxirredugdo sao parecidas,
SOD e CAT utilizam substratos diferentes, Oz2" para a SOD e H202 para a CAT e as
peroxidases, sendo necessarias diferentes reducdes, dependendo das suas
especificidades (Figura 1). As SODs atuam primeiramente na redugao univalente de
O2, convertendo em H202, que, por sua vez, deve ser eliminado pela CAT ou
peroxidases. Dessa forma, a SOD e a CAT atuam, em conjunto, como a primeira linha
das defensas antioxidantes (SCANDALIOS, 2005).

O papel da superoxido dismutase (SOD) como defesa antioxidante é
amplamente documentado (GARDNER et al. 2002). As SODs foram isoladas e
caracterizadas em diversos organismos. As classes consistem em SODs com Cu (Il)
mais Zn (II) no sitio ativo (Cu / ZnSOD), a outra classe com Mn (lll) (MnSOD), uma
terceira classe com Fe (lll) (FeSOD) e uma quarta classe com Ni (Il / lll) (NiSOD).
Cu/ZnSODs sao geralmente encontradas no citoplasma de células eucaridticas, nos
cloroplastos e em alguns procariotas. As MnSODs sdo encontradas em procariotas e
em mitocdndrias. As FeSODs sado encontradas em procariotas, algas e em alguns

cloroplastos de plantas superiores (SCANDALIOS, 2005). Foram encontradas
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NiSODs em Streptomyces. Ao contrario da maioria dos outros organismos que tém
apenas um de cada tipo de SOD nos varios compartimentos celulares, as plantas tém
multiplas formas de cada tipo codificadas por mais de um gene, indicativo de que as
plantas tém defesas antioxidantes muito mais complexas (TOUATI, 1988; FINK;
SCANDALIOS, 2002). A dismutagéo de O2para Oz + H202 pela SOD nao é simples,
pois o H20:2 resultante pode reagir com ions metalicos, dando origem ao OH-
altamente toxico. Felizmente, a CAT complementa a sequéncia degradando o H20:2
para Oz e H20 (SCANDALIOS, 2005).

A catalase (CAT) é, em sua maioria, localizada em peroxissomas, onde muitas
das enzimas produtoras de H202 residem. Portanto, a CAT exibe um Km alto para
H202, podendo atuar no H20:2 produzido antes deste se difundir para outras partes da
célula. A CAT é uma enzima tetramérica contendo heme-proteico e € encontrada em
todos os organismos aerobicos. Devido a sua ampla distribuicdo, conservagao
evolutiva e a capacidade rapida de degradacao do H202, acabou sendo proposto que
a CAT desempenha um papel de grande importancia evolutiva nos organismos, para
permitir que vivam em ambientes aerdbicos (SCANDALIOS, 2005).

Glutationa Peroxidase (GPx) € uma enzima citosoélica antioxidante contendo
selénio que catalisa a reducao do H202 em H20 e Oz e perdxidos lipidicos em agua e
alcoois lipidicos e, por sua vez, oxida a glutationa para o dissulfeto de glutationa
(FANUCCHI, 2014). O peroxido de hidrogénio e peroxidos lipidicos s&o
desintoxicados para ndo serem convertidos em radicais OH- e radicais peroxidos
lipidicos, por metais de transigdo (Fez2*). Considera-se que o sistema GPx/glutationa
€ uma defesa importante no estresse oxidativo. Quatro isoformas ja foram
caracterizadas, GPx-1 (GPx celular) é onipresente e reduz H202 e peréxidos de acidos
graxos; GPx2 (GPx gastrointestinal) ¢é localizado em células epiteliais
gastrointestinais; GPx-3 (GPx extracelular) € a unica no compartimento extracelular,
de grande importancia para mamiferos e GPx-4 (GPx hidroperéxido de fosfolipidios),
ligada @ membrana, reduzindo lipidios esterificados (TABET; TOUYZ, 2007).
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FIGURA 1: TANDEM DA SEQUENCIA DE REACOES ENTRE SOD, CAT E PEROXIDASES.
0 + 0 +2H 290 0,4+ H0, (K= 24 x 10° M1 5)
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FONTE: Scandalios 2005.

A glutationa € um tripeptideo composto por glicina, cisteina e acido glutamico
(SKAPER, 2017). A conjugacao de glutationa € um importante mecanismo de
desintoxicagdo. A glutationa (GSH) é encontrada na maioria dos tecidos,
especialmente em altas concentragcbes no figado, e desempenha um papel
extremamente importante na protecdo de hepatdcitos, eritrocitos, células
espermaticas e em outros tipos celulares. A GSH esta envolvida em reacgbes
enzimaticas e nao-enzimaticas. Nas reagcdes nao enzimaticas, atua como eliminador
de baixo peso molecular dos xenobioticos eletrofilicos e compete com DNA, RNA e
proteinas na captura de eletrofilos (WATSON, 2015; GUPTA, 2016). Ja as reagdes
enzimaticas, que envolvem a GSH, sdo catalisadas pela enzima glutationa-S-
transferase (GST) (OOST et al. 2003). Os conjugados de glutationa formados no
figado s&o excretados intactos na bile ou s&o convertidos em acidos mercapturicos
nos rins, que sao altamente soluveis em agua para serem excretados pela urina. A
glutationa-S-transferase também catalisa rea¢des de nitratos organicos com a
glutationa. Os nitratos sao reduzidos a nitrito, que por sua vez interagem com as
aminas e resultam na formagao de nitrosaminas cancerigenas. O esgotamento da
glutationa acaba por predispor a hepatotoxicidade e mutagenicidade (GUPTA, 2016).

A peroxidagao lipidica ocorre em condigdes de estresse oxidativo afetando as
membranas celulares lipoproteinas e outras moléculas que contenham lipidios. Os
lipidios de membrana representam, na maioria das vezes, um substrato ao ataque
oxidativo (JANCIC; STOSIC, 2014). Geralmente, a peroxidacgao lipidica ocorre quando
um radical hidroxilico retira um elétron de um &acido graxo insaturado, criando um
radical lipidico instavel, que pode reagir com oxigénio, formando um radical peroxil de
acido graxo. Isso pode induzir uma reagao com outro acido graxo insaturado formando
hidroperdxido de acido graxo e um novo radical lipidico, propagando assim a reagao

e a lesdo. Ciclos repetidos de peroxidagao lipidica podem causar danos graves as
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membranas celulares (KAPLOWITZ; DELEVE, 2013). A indugcdo de ROS e a
peroxidacgao lipidica podem levar a mudancgas importantes na fungdo da membrana,
como a modificagdo do potencial membrana (despolarizagao), liberacéo de calcio e
divisdo mitocondrial e ativagdo de caspases-3, fragmentacdo de DNA e apoptose
(BERTIN; AVERBECK, 2006).

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima responsavel por catalisar a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina, é sintetizada no tecido nervoso, musculos
e em células hematopoiéticas. Nos tecidos excitaveis, a expressdao da AChE é
regulada pelo desenvolvimento especifico do tecido e a enzima fica localizada na
superficie extracelular do nervo e do musculo (HELLER BROWN; LAIKEN, 2012). As
moléculas de acetilcolina (ACh) séo liberadas na fenda sinaptica para a transmisséo
do impulso nervoso, as AChs que nao se ligam imediatamente com um receptor, ou
as liberadas depois de reagir com um receptor, sdo hidrolisadas quase que
instantaneamente (menos de 1 ms) pela AChE. Aproximadamente 50% da ACh
liberada é hidrolisada em colina e acetato antes de atingir o receptor. A colina &
reabsorvida pelo terminal nervoso para ser reutilizada na sintese da ACh (BITTNER;
MARTYN, 2013). A AChE encontrada na jungcdo neuromuscular da musculatura
esquelética é sintetizada pelos musculos. A rapidez da catalise da acetilcolina liberada
€ essencial na jungao neuromuscular esquelética, permitindo que a proxima descarga
de acetilcolina liberada possa desencadear um novo potencial excitatorio pés-
sinaptico (SQUIRE, 2009).

1.2.2 BIOMARCADORES GENETICOS

O ensaio cometa (Single-Cell Gel Eletrophoresis), € uma ferramenta eficaz na
investigacdo de mutagenos ambientais em células animais, capaz de detectar danos
em células individualizadas (SPEIT; HARTMANN, 1999). A técnica € simples com
resultados confiaveis, mas que demanda uma mao de obra intensa para garantir a
sua reprodutibilidade e o desenvolvimento de novas abordagens. O ensaio cometa é
muito utilizado em biomonitoramento e nas avaliagbes ecotoxicologicas, para
estimativa de danos ao material genéticos (AZQUETA et al. 2009), podendo escolher
o tecido que sera estudado de acordo com o tipo de interagdo que o contaminante
pode exercer (HARIRI et al. 2018).



23

Dentro das abordagens do ensaio cometa, a principal vantagem esta
relacionada com a forma como os xenobidticos atuam diferencialmente em tecidos
especificos, sendo possivel determinar o tecido alvo da substancia genotdxica, pois a
analise permite que seja feita uma avaliagdo das células individualizadas do tecido
alvo (PANDRANGI et al. 1995). Os principais tecidos utilizados s&o: tecido sanguineo,
devido a facilidade de coleta, transporte do material e por ficarem em contato com
todos os outros tecidos do organismo; o tecido hepatico, amplamente utilizado por ser
o principal 6rgao de metabolizagao; e tecido cerebral, por ser um dos tecidos que mais
sofrem danos causados pelo estresse oxidativo e a formagao de espécies reativas de
oxigénio EROs (BELPAEME et al. 1998; AGNIHOTRI et al. 2015).

A técnica do ensaio cometa requer a utilizagao de nucledides, mas nao precisa
de células em proliferacao, permitindo a avaliagado de qualquer tipo de tecido celular
que se possa obter uma suspensao de células individualizadas, incluindo tipos
celulares diferenciados que podem ser in vitro, in vivo ou ex vivo (KOPPEN et al.
2017). A utilizagdo do ensaio cometa versao alcalina (pH>13), permite a avaliagao de
diversos tipos de danos ao DNA, como o dano de simples fita, dano em dupla fita e os
sitios alcalilabeis (AZQUETA et al. 2015; KOPPEN et al. 2017)

O micronucleo é utilizado como teste para a avaliagdo de danos citogenéticos
ha mais de 50 anos (HEDDLE et al. 1983). E uma técnica capaz de avaliar diversas
classes de xenobioticos (BOLOGNESI et al. 2006). O teste do micronucleo se tornou
uma das metodologias mais utilizadas para a avaliagdo de danos cromossémicos
estruturais ou numéricos em diferentes sistemas. Micronucleos (MN) s&o pequenas
massas de cromatina que nao estado ligadas ao nucleo principal, formadas durante a
mitose e que permanecem no citoplasma apoés o final da divisdo. Podem ser formados
por um fragmento acéntrico de cromossomo ou um cromossomo inteiro perdido
durante a metafase/anafase, induzidos por danos clastogénicos ou disfung¢ao do fuso,
respectivamente, podendo a expressdo do dano ao DNA estar separada
temporalmente da sua aparicdo (BOLOGNESI; CIRILLO, 2014).

A adaptacgao para o teste do MN feita por Carrasco et al. (1990), classifica
diferentes alteragdes morfologicas nucleares. Posteriormente, a correlagédo dessas
alteracdes, como blebbed correlacionada com a formacao de MN, pode informar que
as diferentes morfologias observadas podem resultar de processos diferentes, sendo

eles genotoxicos ou citotoxicos (BOLOGNESI et al. 2006). Em seu trabalho
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StankeviCiaté et al. (2016) lista algumas das possibilidades para a formagao das
alteragdes, como acgao clastogénica, dificuldade de expulsdo de DNA amplificado
incorretamente, relacdo com aneuploidias que podem desencadear MN, falhas na
eritropoiese e eliminacdo de danos citogenéticos por apoptose, ocorrendo em
diferentes taxas para cada espécie.

A formagao de micronucleos em peixes € utilizada em trabalhos de varios
laboratérios para avaliar a genotoxicidade utilizando substéncias quimicas em
condigdes laboratoriais ou em trabalhos de campo (RAMSDOREF et al. 2012; OSS et
al. 2013; HARABAWY; MOSLEH, 2014; FATIMA et al. 2014). O teste do MN tem
obtido sucesso na avaliagdo de genotoxicidade ou citotoxicidade em peixes. O maior
tecido hematopoiético em peixes € o rim cefalico e, a produ¢ao secundaria, pode ser
atribuida a diversos 6érgéaos como o bacgo, areas periportal do figado, submucosa
intestinal e timo; ocorréncia ocasional de hematopoese em branquias, cérebro e
gbnadas (AGIUS; ROBERTS, 2003). O sangue periférico vai receber eritrocitos
normais e os eritrocitos com alteragées dos diversos 6rgaos hematopoiéticos,
podendo ser facilmente identificados (UDROIU, 2006; OMAR et al. 2012). A utilizagao
do MN é recomendada para a avaliagdo precoce de substancias xenobidticas
(HUSSAIN et al. 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade de racgdes produzidas com a RAB da espécie Acutodesmus
obliquus utilizando biomarcadores bioquimicos e de genotoxicidade 6rgao-especificos
(sangue, figado e cérebro), em duas espécies de peixes Oreochromis niloticus e

Rhamdia quelen.

2.2 Objetivos especificos

1) Verificar a toxicidade de um tratamento agudo (96h) nas espécies Rhamdia

quelen e Oreochromis niloticus alimentadas com dois tipos de RAB pura.

2) Comparagao entre as respostas da espécie Oreochromis niloticus quando
suplementada com dois tipos de RAB produzidas com meio sintético e
biodigerido, nas concentra¢des de 1%, 2% e 3% por um periodo subcrdnico de
60 dias.

3) Comparagéao das respostas na espécie Rhamdia quelen quando suplementada
com a RAB produzida em meio sintético, nas concentragdes de 1%, 2% e 3%

por um periodo subcrénico de 60 dias.
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3 CAPIiTULOS

Esta tese é formada por 3 capitulos referentes, cada um, aos artigos propostos
na sua concepgao. O primeiro capitulo é sobre a resposta de uma alimentagao aguda
(96h) de duas RABs puras em duas espécies de peixes. O segundo capitulo trata da
resposta a alimentagao enriquecida com dois tipos de RABs em trés diferentes
composi¢des na espécie Oreochromis niloticus por um periodo de 60 dias. O terceiro
capitulo é sobre a resposta da espécie Rhamdia quelen, em estagio juvenil, tratada
com ragodes enriquecidas com um tipo de RAB em trés diferentes concentracdes por
um periodo de 60 dias. As referéncias bibliograficas estdo dispostas ao final do

documento.
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3.1 CAPITULO 1: RESPOSTAS AGUDA DE BIOMARCADORES GENETICOS E
BIOQUIMICOS DOS PEIXES Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen
SUBMETIDOS A ALIMENTACAO POR BIOMASSA RESIDUAL DA
MICROALGA Acutodesmus obliquus.
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Resumo

Diversos estudos visando a aplicabilidade de microalgas cultivadas em
fotobiorreatores para a producédo de biocombustiveis estdo sendo desenvolvidos.
Visando reduzir os impactos provocados pela extracdo e uso de combustiveis fésseis.
Durante o processamento das microalgas, a biomassa € submetida a extracao lipidica,
gerando uma biomassa residual de microalgas (RAB). A RAB, por sua vez, possui
potencial para enriquecimento na nutricdo animal, apontando um possivel uso
alternativo. Neste cenario, objetivou-se avaliar a toxicidade aguda da RAB quando
utiizada como fonte de alimento em peixes. Testou-se a RAB da microalga
Acutodesmus obliquus, sendo a RAB-A cultivada em meio sintético (Chu) e a RAB-B
em meio composto por efluente de suinocultura biodigerido [5%)]. Para os ensaios
(96h), utilizou-se peixes das espécies Oreochromis niloticus € Rhamdia quelen,
alimentados duas vezes ao dia ad libitum e separados em 3 grupos por especie:
Controle, alimentacdo com ragao comercial; RAB-A — Alimentado integralmente da
RAB cultivada em meio CHU; e RAB-B - Alimentado integralmente da RAB cultivada
em meio oriundo da biodigestdo. Ao final dos experimentos, os peixes foram
anestesiados, para coleta de sangue periférico, e eutanasiados por secgao medular
para a coleta dos tecidos. Analisou-se o indice Hepatossomatico (IHS); biomarcadores
bioquimicos: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-transferase (GST), lipoperoxidacdo (LPO) em figado e
acetilcolinesterase (AChE) em cérebro e musculo; biomarcadores genéticos: ensaio
de difusdo do DNA em eritrocitos, ensaio cometa (sangue, figado e cérebro) e
micronucleo pisceo com alteragdes morfoldgicas nucleares. Os resultados mostram
reducao do IHS nas duas espécies nos grupos RAB-A e RAB-B, alimentados com as
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RABs. Para os biomarcadores bioquimicos na espécie O. niloticus, foram observadas
reducao da SOD e LPO para a RAB-A e RAB-B. Na espécie R. quelen, houve redugao
da CAT no grupo RAB-A, reducdo de SOD para RAB-A e RAB-B e aumento da AChE
para RAB-B. Nos biomarcadores genéticos, para O. niloticus, ndo houve alteragdes.
Para R. quelen houve reducéo dos danos ao tecido cerebral para RAB-A e RAB-B. Os
resultados demonstram que as RABs responderam rapidamente ao ensaio agudo com
capacidade de reducéo da LPO e de dano cerebral, sendo promissoras quanto ao seu
uso como suplemento alimentar e em relagcao ao seu potencial antioxidante.

Palavras-chave: Rac&o animal. Microalga. Biomassa residual de microalgas.

Biomarcadores. Tilapia do Nilo. Bagre cinza.

3.1.1 Introducéo

As microalgas, produtores primarios do ambiente aquatico, além de serem a
base da teia alimentar aquatica, servindo como alimento direto e indireto para diversos
organismos, sao fortemente cotadas como alternativa para substituir a produgao de
biocombustiveis de primeira geracao (BEAL et al. 2015). Além disso, o uso das
microalgas esta em expanséo, pois estas estdo sendo destinadas para a producao de
biocombustiveis ou, para atuar na substituicho de ingredientes escassos
(RICHMOND; HU, 2013). Os biocombustiveis atuais, como o etanol e biodiesel,
utilizam biorrefinarias para o processamento das safras e acabam competindo por
recursos que impactam na economia como na competicao por agua, energia e areas
destinadas a producao de alimentos. Todavia, € necessario desenvolver um modelo
gue nao necessite de areas agriculturaveis, impactando de forma reduzida o ambiente
no seu processamento (CESARIO et al. 2018). Sistemas utilizando microalgas
conseguem otimizar o aproveitamento da captura de energia e producdo de
compostos com grande eficiéncia, apresentando uma diversidade de produtos com
alto valor agregado a um custo ambiental reduzido (ENZING et al. 2014; VARGAS et
al. 2014).

O emprego das microalgas esta voltado ao seu consumo direto, na obtencéo
de carotenoides, antioxidantes e suplementacéo de racdo animal (CESARIO et al.
2018). Como as microalgas apresentam diversos compostos de interesse, conjugar a
producdo de biocombustiveis com a utilizacdo da biomassa residual € um dos

objetivos a ser alcangado no desenvolvimento dessa tecnologia. A utilizagdo das
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microalgas na aquicultura esta ligada ao seu valor nutricional, principalmente pela
composicdo de aminoacidos, acidos graxos, carotenoides, entre outros compostos,
que nao sao supridos nas ragdes tradicionalmente produzidas por commodity
agricolas (METTING, 1996). O emprego de biomassa residual de microalgas (RAB)
em ragdes para peixes também é um potencial mercado para aproveitamento destes
composto e esta comegando a apresentar resultados voltados para esta area
(ABOMOHRA et al. 2014; BALEN et al. 2015). Contudo, € necessario investigar as
espécies utilizadas para avaliar se possuem atividade toxicolégica quando inserida na
suplementacao de ragoes.

O Jundia, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), € uma espécie endémica
da América do Sul, apresenta boas taxas de crescimento, caracteristica que faz dela
alvo para produgdo em pisciculturas (PEREIRA et al. 2006). A Tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), é o ciclideo mais cultivado mundialmente em
pisciculturas (FAO, 2017), apresenta grande capacidade adaptativa, facilidade no
cultivo, crescimento rapido, além de um mercado em expansao devido a qualidade da
sua carne. Ambas as espécies sdo amplamente utilizadas em experimentacao
laboratorial (Boscolo et al. 2001; Meurer et al. 2012, 2002; Bombardelli and Hayashi
2005; Cavas and Ergene-Gozukara 2005; Salhi and Bessonart 2012; Becker et al.
2013; Piancini et al. 2015; Klingelfus et al. 2015; Balen et al. 2015; Pereira et al. 2016;
Guiloski et al. 2017a, b; Michelato et al. 2018; Saccol et al. 2018).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade da utilizagao da
RAB, na alimentacao de peixes e verificar a resposta em curto periodo de alimentacao
(96 horas), em animais criados em pisciculturas e utilizados para consumo humano
(R. quelen e O. niloticus) através de biomarcadores bioquimicos e genéticos, para
investigar se, apés a suplementacdo com RAB, ocorrem efeitos téxicos nos

organismos.

3.1.2 Material e Métodos

3.1.2.1 Cultivo das Algas, extracgao lipidica e determinagao dos pigmentos

O cultivo de microalgas aconteceu em fotobiorreatores tubulares (BALMANT

et al. 2009), contando com bombas para circulacdo dos meios e compressores para
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aeragcdo (ar atmosférico). A microalga Acutodesmus obliquus (Scenedesmus
obliquus) foi cultivada em dois diferentes meios de cultivo: A - Meio Sintético Chu; B-
Meio composto da biodigestdo do efluente oriundo de suinocultura na proporgéo de
5%. ApOs cultivo, as microalgas do meio sintético foram floculadas com sulfato de
ferro heptahidratado (FeS0O4.7H20) [0.5 g I'"], centrifugadas em centrifuga industrial
com modo semi-continuo, vazao de 4 L.h"' e rotacdo de 3000rpm. O material
centrifugado foi seco por 24h em uma temperatura de 60° C. Para a extragdo dos
lipidios, foi utilizado hexano em reator soxhlet por 7h. A remocéo do solvente ocorreu
por evaporagao a 60 °C durante 72h. Para as microalgas que cresceram no meio
oriundo da suinicultura, ndo houve floculacéo, sendo realizada diretamente a etapa de
centrifugagdo em modo semi-continuo com vazéo de 4 | h"' em rotagao de 3000 rpm.
O material centrifugado foi seco por 24h (60 °C). Para a extragdo dos lipidios, foi
utilizado hexano aquecido a temperatura de 50 °C por 2h, em reator com agitagao. A
remocao do solvente foi feita por evaporacao a 60 °C durante 72h. Apds evaporacao,
o material obtido, RAB, foi denominada como RAB-A para o meio sintético e RAB-B
para o meio composto da biodigestdo do efluente oriundo da suinocultura.

Para a determinagao dos pigmentos de clorofila (a e b) e carotenoides totais,
foi utilizado o método proposto por He et al. (2015) para a analise das RABs. A
extragao dos pigmentos foi realizada em triplicata, adicionando 500ug de cada RAB
(A e B) em tubos protegidos da luz. A diluigdo ocorreu por adicdo de 3 ml de etanol
99,1% P.A. e foi deixada em banho maria (60 °C) com agitacdo por 40 min. Em
seguida os tubos foram deixados por 15 min a temperatura de 0° C. Entédo, foram
centrifugadas em 1700 x g (10 °C) por 5 min. O sobrenadante foi analisado por
absorbancia a 665, 659 e 470 nm em espectrofotdbmetro, utilizando etanol 99,1% P.A.

como substancia padrao.

3.1.2.2 Alimentacao dos peixes

Para os testes, foram utilizados 45 exemplares de cada espécie Rhamdia
quelen (Jundia), obtidos de uma piscicultura em Toledo, Parana (Brasil) e
Oreochromis niloticus (Tilapia do Nilo) oriundos de criadouro localizado na cidade de
Garuva, estado de Santa Catarina (Brasil), totalizando 90 peixes. Os peixes foram

aclimatados por um periodo minimo de 45 dias em condicbes de alimentagao,



31

temperatura e qualidade da agua idéntica e, apos este tempo, foram submetidos aos
ensaios de 96 horas com as duas RABs sendo fornecidas como unica fonte de
alimentagdo. Foram realizadas analises bromatoldgicas nas duas RABs (A e B)
(Tabela 1).

Os peixes da espécie O. niloticus (59,71g £ 12,699), foram separados em trés
grupos de 15 exemplares cada, em 3 tanques de 2501 e mantidos a temperatura média
de 27° C (21 °C). O sistema contou com uma taxa de renovagao de agua de 200 | dia
1. Os peixes da espécie R. quelen (58,369 + 16,68g), foram separados em trés grupos
de 15 exemplares cada, em 3 tanques de 2501 e mantidos a temperatura média 27 °C
(£1 °C). O sistema contou com uma taxa de renovagéo de agua de 200 | dia™'. Os
grupos foram denominados de RAB-A; RAB-B e Controle (Ragdo comum) para cada
espécie. Nao houve mortalidade durante o periodo experimental.

A alimentacao foi oferecida duas vezes ao dia, por um periodo de 96h,
respeitando o conceito ad libitum para as quantidades disponibilizadas em cada grupo.
Apds este periodo, os peixes foram anestesiados com Benzocaina (100 mg I)
(GONTIJO et al. 2003) e eutanasiados por secgdo medular para a coleta dos tecidos.
O figado de cada peixe foi pesado para o célculo do indice Hepatossomatico (IHS)
utilizando a formula IHS = PF/PTx100, onde PF representa o peso (g) do figado e PT
representando o peso total do peixe (LLORET; PLANES, 2003).

3.1.2.3 Biomarcadores Bioquimicos

As amostras dos 6rgaos coletados para as analises bioquimicas (cérebro,
musculo e figado) foram mantidas sob refrigeracao (-80 °C) até o processamento.

Um fragmento do cérebro (x 50 mg) e musculo axial (x 100 mg) foi
homogeneizado em tampéao fosfato de potassio (0.1 M, pH 7.5) na proporgéo 1:10
(peso: volume). O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram aliquotados para avaliar a atividade da Acetilcolinesterase
(AChE) e analise de proteina total.

Uma porgéo do figado (£ 100 mg) foi homogeneizada em tampao fosfato de
potassio (0.1 M, pH 7) na proporgéo 1:10 (peso: volume) e centrifugado a 15.000 x g
por 30 min a 4° C. Os sobrenadantes foram aliquotados para a analise da atividade

da superoxido dismutase (SOD), da catalase (CAT), da glutationa peroxidase (GPx),
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da glutationa S-transferase (GST) e para verificar os niveis de peroxidacao lipidica
(LPO) e proteina total.

Para mensurar a atividade da AChE cerebral e muscular, foi utilizada a técnica
descrita por Ellman et al. (1961) e modificada para microplaca por Silva de Assis
(1998). O método consiste no desenvolvimento de uma reagdo colorimétrica com
iodeto de acetiltiocolina (ATC) e 5,5-Dithiobis-2 nitrobenzoato (DTNB) na presenca de
AChE, que pode ser mensurada por espectrofotometria a 405 nm. A atividade foi
monitorada durante 3 minutos com intervalos de 15 segundos e foi expressa em nmol.
min-'. mg de proteina-'.

A atividade da SOD foi mensurada pela metodologia descrita por Gao et al.
(1998), que é baseada na habilidade da SOD em inibir a auto oxidagéo do pirogalol,
que pode ser mensurada a 440 nm. A quantidade de SOD que consegue inibir a
reacao de auto oxidagao do pirogalol em 50% € igual a 1 (U) unidade de SOD, assim,
a atividade da SOD foi expressa em U de SOD . mg proteina™.

A atividade da CAT foi mensurada como descrito por Aebi (1984), onde é
considerada como base o consumo de perdxido de hidrogénio exdgeno (H202) pela
CAT, gerando H20 e O2. Esta reacédo pode ser medida por espectrofotometria a 240
nm. A leitura da absorbancia foi realizada a cada 15 segundos durante 1 minuto e a
atividade foi expressa em ymol . min-'. mg de proteina-'.

A atividade da GPx foi mensurada pelo método proposto por Hafeman, Sunde
e Hoekstra (1974), de acordo a absorbancia a 340 nm que sofre um decréscimo
ocasionado pela redugdo de GSSG (glutationa oxidada) em GSH, na presenca de
NADPH, promovido pela GR (glutationa redutase). A velocidade de oxidagao do
NADPH é proporcional a produgéo de GSSG, pela GPx, na presenga de H202 e a
unidade da atividade foi expressa em nmol. min-'.mg de proteina-'.

A atividade da GST foi mensurada segundo o método descrito por Keen,
Habig e Jakoby (1976), o método € baseado na catalisagdo da reagédo de conjugacgéao
do CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) com a glutationa reduzida (GSH), pela GST,
formando um tioéter que pode ser medido pelo aumento da absorbancia a 340 nm e
a atividade foi expressa em nmol. min-'.mg de proteina-’.

Os niveis da LPO foram mensurados pela avaliacdo da concentracdo de
hidroperoxido de lipidio pelo ensaio FOX (JIANG et al. 1992), medido por
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espectrofotometria a 570 nm. A unidade de concentracéo de hidroperoxidos de lipidio
utilizada foi nmol. mg de proteina.
A concentragao de proteina total foi quantificada usando o método de Bradford

a 595 nm, usando uma curva padrao de albumina bovina (BRADFORD, 1976).

3.1.2.4 Biomarcadores Genéticos

O ensaio cometa com as amostras de figado, cérebro e sangue foi realizado
segundo a técnica descrita por Speit and Hartmann (1999), com modificagdes para
eritrécitos por Cestari et al. (2004) e Ferraro et al. (2004) e adaptado para os tecidos
hepatico e cerebral, por Ramsdorf et al. (2009). As laminas foram montadas com 5 pl
da diluicdo de 1:50 sangue/soro bovino fetal (FBS). Para os tecidos, uma aliquota de
10 ul, do homogeneizado de tecido em 500 ul de FBS, foi utilizada. As amostras de
sangue e tecidos foram misturadas com 120 pl de agarose com baixo ponto de fusao
(0,5%). Essa mistura foi adicionada sobre laminas para microscopia previamente
cobertas com agarose normal (1,5%) e entdo cobertas com laminula e colocadas sob
refrigeracao por 5 min. Apos a solidificacdo da agarose, as laminulas foram retiradas
e as laminas foram mergulhadas em solucao de lise composta por NaCl (2.5 M), EDTA
(100 mM), Tris (10 mM), NaOH (0.8%), N-lauryl sarcosinato (10%), Triton X-100 (1%)
e DMSO (10%) por um periodo minimo de 24 horas na auséncia de luz com
refrigeragao (4° C).

Apods o processo de lise, as laminas foram imersas em solugéo de NaOH (300
mM) e EDTA (200 mM), pH> 13 for 25 min para a desespiralizacdo do DNA e corrida
eletroforética a 300 mA e 25 V (1 V cm™") por 25 min. As laminas foram neutralizadas
com solugao composta por 0.4 M tris, pH 7.5 por 5 min (3x) e apds secas, foram
fixadas com etanol 96% por 5 min. Para a analise, 30 ul do corante brometo de etidio
foi utilizado com concentragdo de 0,02 g mL" e a andlise feita em microscopia de
epifluorescéncia (Leica DM LS2) a 400x de magnificacdo em teste cego. Foram
analisados 100 nucledides por lamina e os danos foram classificados de acordo com
Collins et al. (1995). Cometas com a cabeg¢a muito pequena ou ndo existente e cauda
muito difusa, ndo foram considerados na analise por estarem associados com morte
celular (FRENZILLI et al. 2009).
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O ensaio de difusdo foi realizado segundo descrito por Singh (2000). A
montagem, lise e as solug¢des utilizadas na preparagdo do material sanguineo
seguiram a mesma metodologia descrita no ensaio cometa, até antes da
desespiralizagao. As laminas foram deixadas por 12 min em pH> 13 no tampao para
desespiralizagdo do DNA e neutralizadas logo apés com solugao Tris (0,4 M pH 7.5)
por 5 min (3x). Apos secas, foram fixadas com etanol 96% por 5 min. Para a analise,
30 ul do corante brometo de etidio foi utilizado com concentragédo de 0,02 gmL" e a
andlise feita em microscopia de epifluorescéncia (Leica DM LS2) a 400x de
magnificagado em teste cego. Foram analisados 100 nucledides por lamina.

A metodologia utilizada para o teste do micronucleo pisceo foi desenvolvida
por Heddle (1973) e Schmid (1975) com algumas alteragdes segundo Ferraro et al.
(2004). Para o teste do micronucleo pisceo e alteracbes morfoldégicas nucleares
(NMA), uma lamina por animal foi preparada, contendo o esfregaco do sangue. Apos
secar, as laminas foram fixadas em etanol 95% por 30min. As laminas foram coradas
com Giemsa 10% em tampao fosfato com pH 6.8 por 12 min. Para cada peixe foram
analisados 2000 eritrécitos com membrana plasmatica intacta. As NMA foram
classificadas segundo descrito por Carrasco et al. (1990) com blebbed, notched, lobed
e vacuolated. A soma de todas as alteragdes e micronucleos corresponde ao numero

de alteracgdes totais.

3.1.2.5 Analise estatistica

Os valores da andlise de clorofila e carotenoides foram expressos em média
+ desvio padrdo. Para os dados dos biomarcadores, a normalidade e
homocedasticidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Barlett, sendo
a presencga de outliers analisada pelo teste de Grubbs (Alpha = 0,05). Para os dados
paramétricos foram realizadas analises de variancia (ANOVA) seguidas do pés-teste
de Newman-Keulls (p <0,05) e os resultados foram apresentados como média +
desvio padrao. Para os dados ndo paramétricos foram realizadas analises utilizando
o teste Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de Dunn (p <0,05) e os resultados foram

apresentados em mediana + quartis minimos € maximos.



35

3.1.3 Resultados

3.1.3.1 Analise Bromatoldgica

TABELA 1: COMPOSIGAO QUIMICA DA RAB-A E RAB-B

Nutrientes RAB-A RAB-B
MS (%) 93,247 94,676
CZ (%) 38,784 8,999
EE (%) 1,347 0,520
PT (%) 25,069 42,798
EB (kcal kg™) 2937,210 4573,420

MS (matéria seca); CZ (cinzas / matéria mineral); EE (extrato etéreo); PT (proteina bruta);
EB (energia bruta)

3.1.3.2 Determinacéao da clorofila

As quantificagcdes de clorofilas (a e b) nas RAB (A e B) de A. obliquus
(TABELA 2), mostraram que a RAB-A apresentou quantidade maior de pigmentos de

clorofila, enquanto que na RAB-B a quantidade de carotenoides totais foi superior.

TABELA 2: QUANTIFICACAO DE CLOROFILAS E CAROTENOIDES TOTAIS.

Clorofila a Clorofila b Clorofila a+b Carotenoides
RAB - A | 23,55+ 3,42 mg/l 6,07 £2,33 mg/l |29,62 mg/l 0,84 £ 0,31 mg/I
RAB -B 15,33 + 1,26 mg/l |5,47 +0,39 mg/l |20,80 mg/I 1,27 + 0,08 mg/l

3.1.3.3 indice Hepatossomatico (IHS)

Os resultados para o indice hepatossomatico (Figura 1), mostram uma

reducao do indice para os dois grupos alimentados com RAB nas duas espécies.
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FIGURA 1: INDICE HEPATOSSOMATICO (IHS) DE Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen
ALIMENTADOS POR 96h COM RAGAO COMERCIAL (Controle), RAB-A E RAB-B. LETRAS
DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENGA ENTRE OS GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM
MEDIA E DESVIO PADRAO.
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3.1.3.4 Biomarcadores Bioquimicos

Como resultado, foi observado que a atividade da enzima SOD apresentou
reducao nos grupos RAB-A e RAB-B de O. niloticus e R. quelen. Para a CAT, nao
houve alteragdo para a espécie O. niloticus, mas para a especie R. quelen, o grupo
RAB-A apresentou reducdo, enquanto que para a GPx ndo houve alteragdo em

relacdo ao grupo controle (Figura 2).
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FIGURA 2: ATIVIDADES DAS ENZIMAS SOD, CAT E GPX EM TECIDO HEPATICO DE
Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen ALIMENTADOS POR 96h COM RACAO COMERCIAL
(Controle), RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS

GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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Para a enzima GST, nao houve alteragao da sua atividade nas duas espécies.
Contudo, houve redugdo nos niveis de LPO nos dois grupos (RAB-A e RAB-B),
alimentados com as duas RABSs, para a espécie O. niloticus, enquanto que para a

espécie R. quelen, nao foi observada alteragao na quantificacdo da LPO (Figura 3).
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FIGURA 3: ATIVIDADE DA ENZIMA GST E A QUANTIFICACAO DA LPO EM TECIDO HEPATICO
DE Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen ALIMENTADOS POR 96h COM RACAO COMERCIAL
(Controle), RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS
GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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Os resultados da enzima AChE mostraram um aumento da atividade cerebral
no grupo RAB-B da espécie R. quelen, mas nao houve diferenga para O. niloticus
(Figura 4). No musculo das duas espécies de peixes alimentadas com as RABs, nédo

foi observada alteracdo em relagdo ao grupo controle.
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FIGURA 4: ATIVIDADE DA ENZIMA AChE EM TECIDO CEREBRAL E MUSCULAR DE Oreochromis
niloticus E Rhamdia quelen ALIMENTADOS POR 96h COM RACAO COMERCIAL (Controle), RAB-A
E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS GRUPOS (p<0,05).
GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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3.1.3.5 Biomarcadores Genéticos

No ensaio de difusdo do DNA, para avaliagao das frequéncias de células
normais, necroticas e apoptéticas, nao foram observadas alteragdes nas frequéncias
de eritrocitos com alteragdes entre todos os grupos analisados para as duas espécies
de peixes.

Os resultados do ensaio cometa mostraram que na espécie O. niloticus, os
tecidos sanguineo e cerebral nao apresentaram diferenca entre os grupos. Ja para o
tecido hepatico, foi possivel observar redugcéo de danos no grupo RAB-A em relagéo
ao grupo RAB-B, mas sem diferenga do nivel de danos em relagédo ao grupo controle.

Para a espécie R. quelen, os niveis de danos para os tecidos sanguineo e hepatico
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nao apresentaram alteragdes, porém, ocorreu redugao dos danos no tecido cerebral

dos dois grupos alimentados com as duas biomassas (RAB-A e RAB-B) (Figura 5).

FIGURA 5: NIVEIS DE DANOS AO DNA (ESCORE) NOS TECIDOS SANGUINEO, HEPATICO E

CEREBRAL DE Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen ALIMENTADOS POR 96h COM RACAO

COMERCIAL (Controle), RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENGCA
ENTRE OS GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIANA E QUARTIS.
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Para o Teste do Micronucleo Pisceo (Figura 6), foi observado que ndo ha
diferenca na frequéncia de alteragdes totais analisadas nos eritrocitos das espécies
R. quelen e O. niloticus para todos os grupos analisados. As alteracées morfolégicas
nucleares também foram analisadas separadamente, ndo apresentando diferengas

entre os grupos.

FIGURA 6: ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES EM ERITROCITOS PERIFERICOS DE
Oreochromis niloticus E Rhamdia quelen ALIMENTADOS POR 96h COM RACAO COMERCIAL
(Controle), RAB-A E RAB-B. FORAM AVALIADOS 2.000 ERITROCITOS COM MEMBRANAS
INTEGRAS POR ANIMAL. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS
GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIANAS E QUARTIS.
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3.1.4 Discussao

As microalgas apresentam uma vantagem notavel na sua producdo, nao
demandar da utilizagado de terras agriculturaveis neste processo, evitando competir
com a area de produgao de alimentos. Microalgas sdo capazes de produzir diversos
compostos como proteinas, acidos graxos, pigmentos (BEAL et al. 2015).
Proporcionam grande capacidade para suprir a demanda como matéria prima para
biocombustiveis (PATNAIK; MALLICK, 2015), além de permitir a sua utilizacdo em
multiplas opg¢des de processamento com a mesma biomassa (CHISTI, 2007). A
facilidade e competitividade da utilizagcdo das microalgas pode estar no
aprimoramento da extracdo dos compostos de interesse para cada utilidade, com
consequente reducdo dos custos e melhor aproveitamento dos compostos

naturalmente produzidos. A sua composi¢cao pode variar de acordo com diversos
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fatores durante a sua produg¢ao, como a temperatura, pH, disponibilidade luminosa,
proporcao dos nutrientes (CESARIO et al. 2018).

Atualmente, existe uma grande demanda por proteinas de fontes alternativas
para a formulacao de ragdes para peixes (SHI et al. 2017). Uma grande variedade de
microalgas s&o produtoras de acidos graxos de interesse para a saude, como o
Omega-3 e 6mega-6, a sua produtividade é eficiente no meio ambiente, conseguindo
suprir grande parte das necessidades na cadeia alimentar (CESARIO et al. 2018).
Porém, a absor¢cdo de compostos antioxidantes pode variar de acordo com o
metabolismo de cada animal, podendo influenciar nas respostas interindividual dos
danos ao DNA ou efeitos protetivos, como no caso dos carotenoides (AZQUETA,;
COLLINS, 2012). A suplementacao de carotenoides na alimentagéao resulta em efeitos
protetivos e antioxidantes (COLLINS, 2001). Outro potencial pigmento oriundo das
microalgas € a clorofila, apresentando potencial antimutagénico, antigenotdxico e
antioxidante (ROCA et al. 2016), também vem demonstrando outro efeitos protetores,
além dos antioxidantes, como mecanismos que podem interagir na prevencao do
cancer ao induzir apoptose em células cancerosas (FERRUZZI; BLAKESLEE, 2007).
As diferentes clorofilas a e b atuam na protecao contra o estresse oxidativo, sendo a
clorofila a mais eficiente do que a clorofila b (ROCA et al. 2016). Efeitos da utilizagao
de clorofilas na desintoxicagdo também foram observados quando ocorreu a remogao
de dioxinas excretadas pela matéria fecal em trabalho publicado por Chen et al.
(2017).

A utilizagdo de microalgas para o reforgo do sistema imune e melhora da
saude em geral é corroborada em trabalhos onde a alimentagdo é suplementada,
principalmente, com microalgas da espécie Spirulina platensis. A utilizacdo de
espirulina 0,5% na racao para O. niloticus, fez a taxa de crescimento aumentar,
melhorou a absorcéo nutricional, assim como proporcionou melhora na resisténcia a
doengas (ABDEL-TAWWAB; AHMAD, 2009). Estudos que avaliaram a recuperagéo
da saude de peixes, utilizaram controles positivos, para demostrar os efeitos da
alimentacgao suplementada por microalgas. Abdelkhalek et al. (2017) trabalhando com
O. niloticus, alimentados por 28 dias com uma dieta suplementada por 0,5% e 1% de
S. platensis na ragao, observaram o efeito de recuperacdo dos danos causados pelo
estresse oxidativo e peroxidacao lipidica nos peixes expostos a deltamitrina [1,46 pg/l].

Khalil et al. (2017), utilizando como controle positivo atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-
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isopropil-amino-s-triazina], em peixes da espécie Cyprinus carpio, observaram o
aumento da capacidade imune inata e adaptativa, dos peixes alimentados com 1% de
S. platensis adicionados na ragdo por um periodo de 40 dias. Sayed et al. (2017)
expondo bagres da espécie Clarias gariepinus a contaminagao por nitrato de chumbo
Pb (NO3)2, também observou a recuperagao dos animais, principalmente pela redugéo
da peroxidacao lipidica e redugcdo dos danos causados ao DNA, decorrentes do
estresse oxidativo, com alimentacéo constituida por 0,25% e 0,5% de S. platensis em
um periodo de 2 e 4 semanas. Segundo Shietal. (2017), que utilizaram uma biomassa
de Chlorella na substituicao de até 50% da porgao proteica da ragcao de Carassius
auratus gibelio, constataram que a sua utilizagdo € uma alternativa que melhorou as
condicdes nutricionais proporcionando um aumento de rendimento no crescimento
desses animais.

A utilizagdo da RAB €& uma das estratégias de mercado para conseguir
diversificar a utilizacdo das microalgas e tornar viavel a produgcdo em larga escala
desse produto (WALSH et al. 2018). A RAB pode ser utilizada para a produgéo de
Artemia (ABOMOHRA et al. 2014), ou em peixes, como foi utilizado neste trabalho. As
RABs podem apresentar diferengas nas suas composi¢ées em decorréncia dos
meétodos de extragao aplicados, sendo importante avaliar a necessidade de destino
dessa RAB, para poder aprimorar essas alteragdes que possam ter ocorrido e assim
destinar o produto final com maior eficiéncia (BEAL et al. 2015; ESCORSIM et al.
2018). Corregdes e aprimoramentos para a utilizagdo das RABs ndo foram
necessarios para este trabalho, as RABs foram utilizadas apds o processamento para
a extracao de lipidios e conforme consta a composicado observada nas Tabelas 1 e 2.

O indice hepatossomatico (IHS) € uma variavel relacionada a reserva de
energia, podendo ser influenciado por diversos fatores. O aumento do indice é
geralmente ligado a ambientes contaminados, que exigem grande atividade hepatica,
causando uma hipertrofia (PORTER; JANZ, 2003; YANG; BAUMANN, 2006; AL-
GHAIS, 2013). Também é utilizado como medida para o armazenamento de energia,
refletindo a qualidade e disponibilidade de alimento (CANTAFARO et al. 2017; JIA et
al. 2018). A redugao do acumulo de reservas no figado era esperada, devido a baixa
capacidade energética das RABs, utilizadas puras na alimentagao. A redugéo do IHS

€ interessante para grandes produtores, pois esta ligada aos custos de producgao,
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onde a deposi¢cado de gordura no figado ndo é o interesse (INGEBRIGTSEN et al.
2014).

Avaliar os efeitos bioquimicos e genotdxicos € fundamental para avaliar
possiveis interagdes relacionadas a contaminacdo (ANDRADE et al. 2004).
Comumente, a atividade da enzima AChE é associada a contaminantes, por estes
reduzirem a sua atividade. Contudo, o aumento da atividade dessa enzima pode estar
associada a restauragao da sua funcdo (CATTANEO et al. 2011). O aumento da
atividade da AChE proporciona uma maior velocidade de remogao da acetilcolina
(ACh) dos receptores, deixando livre a fenda sinaptica (ROMANI et al. 2003). A
atuacao da clorofila e seus derivados podem apresentar propriedades atuantes no
mecanismo de desintoxicagdo impedindo que atinjam a sua forma ativa (ROCA et al.
2016).

Possivelmente, a utilizagdo da biomassa integral, sem passar por processos
de extragao, providenciaria efeitos semelhantes ou acima dos que foram observados,
sendo uma alternativa em futuros experimentos. A fim de confirmar por completo a
capacidade benéfica aos peixes, testes com a biomassa integral ou as RABs da
microalga A. obliquus, podem ser experimentados como os demonstrados por
(KHALIL et al. 2017; SAYED et al. 2017), onde a utilizagdo de microalgas se deu frente
a um controle positivo. Neste trabalho, uma resposta benéfica rapida, da ingestao das
RABSs, pode ser observada, mostrando que esses compostos apresentam um futuro

promissor.

3.1.5 Concluséao

Neste trabalho, foi testada a alimentacao por duas RABs obtidas da microalga
A. obliquus. As biomassas passaram por extracdo lipidica, e as duas espécies
alimentadas, por um periodo de 96h, demostraram efeitos benéficos decorrentes da
ingestdao da RAB-A e RAB-B. Os principais efeitos observados foram a reducao dos
danos de membrana para a espécie O. niloticus e a redugao dos danos ao DNA no
tecido cerebral da espécie R. quelen. E possivel observar um efeito inicial benéfico
nas duas espécies, mostrando que as RABs ainda contém muitas das substancias
produzidas pelas microalgas e que sao de interesse na alimentacdo, como

carotenoides e clorofilas.
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3.2 CAPITULO 2: UTILIZACAO CRONICA DA BIOMASSA RESIDUAL
FRACIONADA EM 1%, 2% E 3% DE Acutodesmus obliquus NA COMPOSICAO
DE RACAO PARA PEIXES DA ESPECIE Oreochromis niloticus: UMA
ABORDAGEM INTEGRANDO BIOMARCADORES BIOQUIMICOS E
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Resumo

As microalgas s&o grandes produtoras de compostos de interesse comercial e
uma das principais fontes de acidos graxos poli-insaturados, suprindo toda uma
cadeia tréfica com esse composto. A utilizagdo de microalgas para a producao de
biocombustiveis € uma nova alternativa a utilizagdo de combustiveis fésseis. Na sua
utilizagcdo, a biomassa de algas pode ser processada para a extragdo de lipidios,
gerando uma biomassa residual de algas (RAB) que pode ser utilizada na
suplementacdo de ragdes para peixes. Neste trabalho, foram utilizadas duas
biomassas de microalgas da espécie Acutodesmus obliquus crescidas em diferentes
meios de cultivo; meio sintético Chu (A) e 5% do meio composto da biodigestdo do
efluente oriundo de suinocultura (B). As ragbes produzidas continham 1%, 2% e 3%
da RAB (A) e 1%, 2% e 3% da RAB (B). Uma ragao base foi utilizada para o grupo
controle (0%). Foram utilizados 15 exemplares de Oreochromis niloticus (Tilapia do
Nilo), em cada grupo. Durante o periodo de experimentacéo (60 dias) a alimentagéo,
com as diferentes ragdes, foi disponibilizada trés vezes ao dia (ad libitum). Apds o
experimento, a avaliagcdo foi feita utilizando biomarcadores: Bioquimicos -
acetilcolinesterase (AChE) em cérebro e musculo; catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S-transferase (GST), superéxido dismutase (SOD) e
lipoperoxidacao (LPO) em figado; Genéticos: difusdo de DNA e micronucleo Pisceo
com alteracdes morfolégicas nucleares (MN) em eritrocitos e ensaio cometa em
eritrocitos, hepatdcito e tecido cerebral. As RABs foram analisadas para determinar a
quantidade de clorofila e carotenoides, além de uma analise bromatologica. Os
resultados da RAB (A) indicaram aumento da atividade da AChE cerebral nos grupos
contendo 2% e 3%, na AChE muscular, SOD, CAT, GPx e GST nao apresentaram



47

alteracdo. Na LPO houve redugéo para todos os grupos (1%, 2% e 3%). Na difusdo e
ensaio cometa nao houve alteragao em eritrocitos, no figado ocorreu um aumento de
dano no grupo 3% e no cérebro houve redugdo dos danos ao DNA nos grupos com
1% e 2%. Foi observado um aumento da frequéncia da alteracédo Blebbed no grupo
3% da RAB-A. Nos resultados para a RAB (B), ndo houve alteragcdo na atividade da
AChE cerebral e muscular. Houve redugéo da SOD e CAT no grupo 3%, as atividades
da GPx e GST nao foram alteradas. Para a LPO, houve redug&o no grupo 3%. Difusao
do DNA, ensaio cometa e MN nao apresentaram alteracdes. A utilizacdo das RABs
na producdo de ragao € uma das alternativas para trabalhar com os residuos da
producdo de biocombustiveis e vem demonstrando que é possivel a sua utilizagao
nesse aspecto.

Palavras Chave: Genotoxicidade. Estresse Oxidativo. Tilapia do Nilo. Biomarcadores.

Racéao para Peixes.

3.2.1 Introdugao

A producao de microalgas esta em grande expansao no mercado mundial. O
investimento na produc&o de biocombustiveis por microalgas esta em alta, apesar do
declinio mundial do prego dos combustiveis, sendo uma alternativa que apresenta
grande capacidade de evolugdo. As microalgas também apresentam um mercado
direcionado para produtos alimentares, nutracéuticos e cosméticos (WALSH et al.
2018). Além disso, sao vendidos componentes de alto valor agregado para a industria
(ENZING et al. 2014). As moléculas produzidas por microalgas naturalmente
apresentam alta eficiéncia durante a sua utilizagdo, diferindo das produzidas
sinteticamente, por sua isomeria, que acaba prejudicando na sua eficiéncia
(HALLMANN, 2007).

Peixes podem ser tratados como bioindicadores que através de respostas
bioldgicas apresentam os efeitos ocasionados pelo ambiente em que estdo (OOST et
al. 2003). Assim, o emprego da biomassa residual na fabricacéo de alimentos para a
producao de peixes € uma possibilita que permite a jungdo da avaliagdo através das
respostas biolégicas e permite a confirmagdo que a producdo de ragdo com esse
coproduto pode valorizar ainda mais 0 mercado e a utilizagdo de microalgas na
alimentacao (BEAL et al. 2015; BALEN et al. 2015; MO et al. 2018).

A criacdo e o consumo de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) esta em

expansao na ultima década (FADL et al. 2017), pois além da sua grande capacidade
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de producao, ela é extensivamente utilizada em experimentacdo para avaliacdo de
usas condi¢gdes em geral (CAVAS; ERGENE-GOZUKARA, 2003, 2005; LIMA et al.
2006; GRISOLIA et al. 2009; OMAR et al. 2012; BACOLOD et al. 2017; DANTZGER
et al. 2018).

A utilizagdo de processos sustentaveis na produgcdo de energia, pode,
juntamente com coprodutos de alto valor agregado, serem aliados na producéo de
alimentos saudaveis. Dessa forma, neste trabalho buscamos avaliar a possibilidade
da utilizagdo de RABs na composigao da ragao de Tilapia, a fim de avaliar a seguranga
da sua utilizacao e os possiveis efeitos aos peixes. Como a RAB passa por processos
de extracgao lipidica envolvendo solventes organicos, € importante assegurar que nao
ocorra perda da qualidade dos nutrientes nela contidos e nem da saude dos

organismos testados.

3.2.2 Material e Métodos

3.2.2.1 Cultivo, extragdo lipidica e determinagao dos pigmentos em microalgas

O cultivo autotréfico de microalgas ocorreu em fotobiorreatores tubulares
compactos com volume total de 10 m® (BALMANT et al. 2009), apresentando sistema
de bombas para circulagdo dos meios e um sistema de compressores para aeragao
por ar atmosférico, necessario para a fotossintese. A microalga Acutodesmus obliquus
(Scenedesmus obliquus) foi cultivada em dois diferentes meios de cultivo: A - Meio
Sintético Chu; B- Meio composto da biodigestao do efluente oriundo de suinocultura
(5%). Apos cultivo, as microalgas do cultivo A foram coletadas e floculadas com o
sulfato de ferro heptahidratado (FeS04.7H20) [0.5 g I']. Na etapa seguinte foi
realizada a centrifugagcado em centrifuga industrial em modo semi-continuo com vazao
de 4 I.h"' com rotagédo de 3000rpm. A secagem do material centrifugado ocorreu por
24h (60 °C). A extracao dos lipidios foi realizada com hexano em reator soxhlet por 7h
e a remocgao do solvente ocorreu por evaporagao a 60 °C por 72h. Para as microalgas
do cultivo B, apdés o cultivo, ndo houve a etapa de floculagdo, sendo realizada
diretamente a centrifugacdo e secagem do material por 24h (60 °C). A extracéo a
quente dos lipidios foi realizada com hexano em temperatura de 50° C por 2h, em

reator com agitagao. A remocao do solvente foi realizada por evaporagao a 60 °C por
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72h. O material remanescente foi a RAB, que para o meio de cultivo sintético foi
denominada como RAB-A e para o meio composto da suinicultura, RAB-B.

Para a determinagao dos pigmentos de clorofila (a e b) e carotenoides totais,
foi utilizado o método proposto por HE et al. (2015) para a andlise da microalga
residual. A extragao dos pigmentos foi realizada em triplicata, adicionando 500ug de
cada RAB (A e B) em tubos protegidos da luz. A diluigdo ocorreu por adicao de 3 ml
de etanol 99,1% P.A. e foi deixada em banho maria (60 °C) com agitacéo por 40 min.
Em seguida os tubos foram deixados por 15 min a temperatura de 0 °C. Entado, as
amostras foram centrifugadas em 1700 x g (10 °C) por 5 min. O sobrenadante foi
analisado por absorbancia a 665 nm (clorofila a), 659 nm (clorofila b) e 470 nm
(carotenoides totais) em espectrofotdmetro, utilizando etanol 99,1% P.A. como

substancia padrao.

3.2.2.2 Produgao da ragao e regime dos peixes

Para a formulagédo das ragdes, foi realizada uma analise bromatologica nas
duas RAB utilizadas (Tabela 1). Para cada uma das RAB foi produzida uma racgao
base, que foi acrescida em trés diferentes concentracdes (1%, 2% e 3%) das RAB-A
e RAB-B. As rag¢des foram produzidas segundo (BALEN et al. 2015), com pequenas
alteragdes para igualar a energia bruta total utilizando o software SuperCrac 6.1
Premium.

Para os testes, foram utilizados 120 machos da espécie Oreochromis niloticus
(Tilapia do Nilo), obtidos de um criadouro particular no municipio de Toledo, estado
do Parana (Brasil). Os peixes foram aclimatados por um periodo de 30 dias e entao
separados em dois grupos (A e B). O Grupo A teve peso médio de 69 g e o grupo B,
o peso médio foi de 55 g. Cada grupo foi dividido igualmente em 4 tanques de 1000l
cada e ambientados em uma estufa climatizada (temperatura média 27° C). O sistema
contou com uma taxa de renovagdo de agua constante de 7.000 | dia-'. Os grupos
controle, denominados com 0%, foram alimentados com a ragao base inicial que foi
utilizada na preparagéao das que contém a RAB (A e B). Os 8 grupos testados foram
tratados com as RABs [RAB-A (0%, 1%, 2% e 3%) e RAB-B (0%, 1%, 2% e 3%)] e

foram compostos por 15 peixes em cada um deles.
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Os tratamentos, contendo as ragdes obtidas da adicdo das RABs, foram
fornecidos como unica fonte alimentar para os exemplares de O. niloticus dos grupos
1%, 2% e 3%. O arragoamento foi realizado trés vezes ao dia, por um periodo de 60
dias consecutivos, respeitando o conceito ad libitum para as quantidades
disponibilizadas. Apos o ultimo dia de alimentagao, os peixes foram anestesiados com
Benzocaina (100 mg I'') (GONTIJO et al. 2003) e eutanasiados por secgdo medular

para a coleta das amostras bioldgicas.

3.2.2.3 Biomarcadores Bioquimicos

Os 6rgaos coletados para as analises bioquimicas (cérebro, musculo e figado)
foram mantidos sob refrigeracéo (-80 °C) até o processamento.

Um fragmento do cérebro (£ 50 mg) e do musculo axial (+ 100 mg) foram
homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0.1 M, pH 7.5) na proporg¢ao 1:10
(peso: volume). O homogenato foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min a 4° C. Os
sobrenadantes foram aliquotados para avaliar a atividade da Acetilcolinesterase
(AChE) e analise de proteina total.

As concentragdes de proteina total foram quantificadas usando o método de
Bradford a 595 nm que utiliza uma curva padrdo de albumina bovina (BRADFORD,
1976).

Uma porgéo do figado (£ 100 mg) foi homogeneizada em tampéo fosfato de
potassio (0.1 M, pH 7) na proporgéo 1:10 (peso: volume) e centrifugado a 15,000 x g
por 30 min a 4° C. Os sobrenadantes foram aliquotados para a analise da atividade
da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
atividade de glutationa S-transferase (GST), peroxidagao lipidica (LPO) e proteina
total.

Para mensurar a atividade da AChE cerebral e muscular, foi utilizada a técnica
descrita por Ellman et al. (1961) e modificada para microplaca por Silva de Assis,
(1998). O método consiste no desenvolvimento de uma reagado colorimétrica com
iodeto de acetiltiocolina (ATC) e 5,5-Dithiobis-2 nitrobenzoato (DTNB) na presenca de
AChE, que pode ser mensurada por espectrofotometria a 405 nm. A atividade é
monitorada por 3 minutos com intervalos de 15 segundos e € expressa em nmol. min-

. mg de proteina.
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A atividade da SOD foi mensurada pela metodologia descrita por Gao et al.
(1998), que é baseada na habilidade da SOD em inibir a auto oxidagcéo do pirogalol,
que pode ser mensurada a 440 nm. A quantidade de SOD que consegue inibir a
reacao de auto oxidacéo do pirogalol em 50% € igual a 1 (U) unidade de SOD, assim,
a atividade da SOD ¢é expressa em U de SOD . mg proteina™.

A atividade da CAT foi mensurada como descrito por Aebi, (1984), onde é
considerado como base o consumo de peréxido de hidrogénio exogeno (H20:2) pela
CAT, gerando H20 e Oz2. Esta reagéo pode ser medida por espectrofotometria a 240
nm. A leitura da absorbancia foi realizada a cada 15 segundos durante 1 minuto e a
atividade foi expressa em ymol . min'. mg de proteina-'.

A atividade da GPx foi mensurada pelo método proposto por Hafeman et al.
(1974), com absorbancia a 340 nm que sofre um decréscimo ocasionado pela redugéo
de GSSG (glutationa oxidada) em GSH, na presenga de NADPH, promovido pela GR
(glutationa redutase). A velocidade de oxidagao do NADPH é proporcional a produgao
de GSSG, pela GPx, na presenca de H202 e a unidade da atividade foi expressa em
nmol. min-'.mg de proteina™'.

A atividade da GST foi mensurada segundo o método descrito por Keen et al.
(1976), o método é baseado na catalisagdo da reacao de conjugacdo do CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno) com a glutationa reduzida (GSH), pela GST, formando um
tioéter que pode ser medido pelo aumento da absorbancia a 340 nm e a atividade foi
expressa em nmol. min-".mg de proteina.

Os niveis da LPO foram mensurados pela avaliacdo da concentracdo de
hidroperoxido de lipidio pelo ensaio FOX (JIANG et al. 1992), medindo por
espectrofotometria a 570 nm. A unidade de concentragao de hidroperoxidos de lipidio

utilizada foi nmol . mg de proteina-'.

3.2.2.4 Biomarcadores Genéticos

O ensaio cometa com as amostras de células hepaticas, cerebrais e
sanguineas foi realizado segundo a técnica descrita por Speit and Hartmann (1999)
com modificagdes para eritrocitos por Cestari et al. (2004) e Ferraro et al. (2004) e
adaptado para tecidos por Ramsdorf et al. (2009). As laminas foram montadas com 5

Ml da diluicdo de 1:50 sangue/soro bovino fetal (FBS). Para os tecidos, uma aliquota



52

de 10 pl, do homogeneizado de tecido em 500 pl de FBS, foi utilizada. As amostras
de sangue e tecidos foram misturadas com 120 uyl de agarose com baixo ponto de
fusdo (0,5%). Essa mistura foi adicionada sobre laminas para microscopia
previamente cobertas com agarose normal (1,5%) e entdo cobertas com laminula e
colocadas sob refrigeragao por 5 min. Apés a solidificagdo da agarose, as laminulas
foram retiradas e as laminas foram mergulhadas em solucédo de lise composta por
NaCl (2.5 M), EDTA (100 mM), Tris (10 mM), NaOH (0.8%), N-lauryl sarcosinato
(10%), Triton X-100 (1%) e DMSO (10%) por um periodo minimo de 24 horas na
auséncia de luz com refrigeracao (4° C). Apds o processo de lise, as laminas foram
imersas em solu¢ao de NaOH (300 mM) e EDTA (200 mM), pH> 13 for 25 min para a
desespiralizagdo do DNA e corrida eletroforética a 300 mA e 25V (1 V cm™) por 25
min. As laminas foram neutralizadas com solugdo composta por 0.4 M Tris em pH 7.5
por 5 min (3x) e apds secas, foram fixadas com etanol 96% por 5 min. Para a analise,
30 pl do corante brometo de etidio foi utilizado com concentragédo de 0,02 gmL" e a
analise feita em microscopia de epifluorescéncia (Leica DM LS2) a 400x de
magnificacdo em teste cego. Foram analisados 100 nucledides por Iamina e os danos
foram classificados de acordo com Collins et al. (1995). Cometas com a cabega muito
pequena ou nao existente e cauda muito difusa, ndo foram considerados na analise
por estarem associados com morte celular (FRENZILLI et al. 2009).

O ensaio de difusdo do DNA foi realizado segundo descrito por Singh (2000).
A montagem, lise e as solugdes utilizadas na preparagdo do material sanguineo
seguiram a mesma metodologia descrita no ensaio cometa, até antes da
desespiralizacido. As laminas foram deixadas por 12 min em pH> 13 no tampao para
desespiralizagao do DNA e neutralizadas logo apés com solucéo Tris (0,4 M; pH 7.5)
por 5 min (3x). ApGs secas, foram fixadas com etanol 96% por 5 min. Para a analise,
30 ul do corante brometo de etidio foi utilizado com concentragédo de 0,02 gmL" e a
andlise feita em microscopia de epifluorescéncia (Leica DM LS2) a 400x de
magnificagado em teste cego. Foram analisados 100 nucledides por lamina.

A metodologia utilizada para o teste do micronucleo pisceo foi desenvolvida
por Heddle (1973) e Schmid (1975) com algumas alteragdes segundo Ferraro et al.
(2004). Para o teste do micronucleo pisceo e alteracbes morfolégicas nucleares
(NMA), uma lamina foi preparada por animal, contendo o esfregaco do sangue

periférico. Apos secar, as laminas foram fixadas em etanol 95% por 30min. As laminas
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foram coradas com Giemsa 10% em tampao fosfato com pH 6,8 por 12 min. Para cada
peixe foram analisados 2000 eritrécitos com membrana plasmatica intacta. As NMAs
foram classificadas segundo descrito por Carrasco et al. (1990) com blebbed, notched,
lobed e vacuolated. Com a soma de todas as alteragbes e micronucleos é possivel

calcular o numero de alteragdes totais.

3.2.2.5 Analise estatistica

Os valores da analise de clorofila e carotenoides foram expressos em média
+ desvio padrdo. Para os dados dos biomarcadores, a normalidade e
homocedasticidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Barlett, sendo
a presencga de outliers analisada pelo teste de Grubbs (Alpha = 0,05). Para os dados
paramétricos foram realizadas analises de variancia (ANOVA) seguidas do pds-teste
de Newman-Keulls (p <0,05) e os resultados foram apresentados como média +
desvio padrao. Para os dados ndo paramétricos foram realizadas analises utilizando
o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (p <0,05) e os resultados foram

apresentados em mediana + quartis minimos € maximos.

3.2.3 Resultados

Durante o periodo de experimentacg&o, nao foi registrada morte de nenhum peixe

utilizado nos grupos experimentais.

3.2.3.1 Determinacéao da clorofila e composicao da RAB

Apds a extragdo lipidica de A. obliquus, foi realizada a analise da sua
composicado (Tabela 1), mostrando diferengcas na composicdo de cada RAB. O
resultado das quantificacbes de clorofilas (a e b) e carotenoides totais na RAB-A e
RAB-B, mostram que a RAB-A apresenta uma quantidade maior de pigmentos de
clorofila, enquanto que a RAB-B apresenta a quantidade de carotenoides totais maior
(Tabela 2).
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TABELA 1: COMPOSIGAO DA RAB-A E RAB-B

CONTEUDO RAB-A RAB-B
MS (%) 93,24747 94,6762
CZ (%) 38,78493 8,999781
EE (%) 1,347804 0,520769
PT (%) 25,06927 42,79849
EB (kcal kg™') 2937,21 4573,42

FONTE: Capitulo 1.
MS (matéria seca); CZ (cinzas / matéria mineral); EE (extrato etéreo);

PT (proteina bruta); EB (energia bruta)

TABELA 2: IDENTIFICAGAO DA PRESENCA DE CLOROFILAS E CAROTENOIDES TOTAIS.

CLOROFILA a CLOROFILA b CLOROFILA a+b CAROTENOIDES
RAB - A |23,55 + 3,42 mg/l 6,07 + 2,33 mg/l 29,62 mgl/l 0,84 + 0,31 mg/l
RAB -B | 15,33 £ 1,26 mg/I 5,47 + 0,39 mg/l 20,80 mgl/l 1,27 £ 0,08 mg/|

FONTE: Capitulo 1.

3.2.3.2 Biomarcadores Bioquimicos

Nossos resultados mostraram que as enzimas antioxidantes (SOD, CAT e GPx)
nao apresentaram alteragao entres os grupos de O. niloticus alimentados com a RAB-
A, diferentemente do grupo com a RAB-B, em que foi observada uma pequena
reducdo da atividade das enzimas SOD e CAT no grupo suplementado com 3%
(Figura 1).

Quanto a analise da atividade da GST, nao houve alteragao nos dois grupos com
as duas RAB (A e B), mas houve reducdo da LPO em todos os grupos suplementados
com RAB-A e no grupo suplementado com 3% da RAB-B (Figura 2).

Os resultados da enzima AChE no musculo dos grupos suplementados com a
RAB-A e nos dois tecidos analisados dos grupos suplementados com a RAB-B, nao
se mostraram com diferengas significativas. Contudo, um aumento progressivo na
AChE cerebral dos grupos suplementados com 2% e 3% de RAB-A foi observado
(Figura 3).
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FIGURA 1: ATIVIDADES DAS ENZIMAS SOD, CAT E GPX EM TECIDO HEPATICO DE
Oreochromis niloticus ALIMENTADOS POR 60 DIAS COM RACOES CONTENDO 0%, 1%, 2% E 3%
DE RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS GRUPOS

(p<0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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FIGURA 2: ATIVIDADE DA ENZIMA GST E A QUANTIFICACAO DA LPO EM TECIDO HEPATICO
DE Oreochromis niloticus ALIMENTADOS POR 60 DIAS COM RACOES CONTENDO 0%, 1%, 2% E
3% DE RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS
GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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FIGURA 3: ATIVIDADE DA ENZIMA AChE EM TECIDO CEREBRAL E MUSCULAR DE Oreochromis
niloticus ALIMENTADOS POR 60 DIAS COM RAGOES CONTENDO 0%, 1%, 2% E 3% DE RAB-A E
RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA ENTRE OS GRUPOS (p<0,05).
GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.

AChE Cérebro - A AChE Cérebro-B
T 200- " 200+
£ £
2 8
g_ 150+ c g 150+
. ——
¢ O N Isal
© 100 © 100-
£ a = £
£ == £
g 950 g 50
° °
E E o
£ T r = r r
0% 1% 2% 3% 0% 1% 2% 3%
ACHhE Musculo - A AChE Misculo - B
F.g 1001 ‘Tg 100+
g 80- I % 80-
2 == o
g 60 8 680 .
o >
FE. 404 FE- 404
£ <
E 204 E 204
© °
€ o E o
= 5 T (= T T
0% 1% 2% 3% 0% 1% 2% 3%
Grupos Grupos

3.2.3.3 Biomarcadores Genéticos

No ensaio de difusdo do DNA, que avalia a frequéncia de células normais,
necréticas e apoptéticas, ndo foram observadas alteracbes das frequéncias das
células sanguineas normais em todos os 8 grupos (RAB-A e RAB-B).

Os resultados do ensaio cometa (Figura 4) mostraram que quando foi utilizada a
RAB-A, o tecido sanguineo nao apresentou alteragao do nivel de danos ao DNA,
entretanto ocorreu um aumento dos danos no tecido hepatico nos peixes expostos a
3% e reducéo dos danos no tecido cerebral nas concentrac¢des de 1% e 2% de RAB.
Nos peixes suplementados com a RAB-B nao foi observada, nos trés tecidos,

alteracao nos niveis de danos ao DNA.
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FIGURA 4: NiVEIS DE DANOS AO DNA (ESCORE) NOS TECIDOS SANGUINEO, HEPATICO E
CEREBRAL DE Oreochromis niloticus ALIMENTADOS POR 60 DIAS COM RAGOES CONTENDO
0%, 1%, 2% E 3% DE RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM DIFERENCA

ENTRE OS GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIANAS E QUARTIS.
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Foram avaliados 2.000 eritrécitos com membranas integras por animal, nao

houve alteragdes nas frequéncias de vacuolated, notched, lobed e micronucleos entre

0s grupos, também foi observado que ndo houve diferenca na frequéncia de

alteragdes totais entre todos os grupos. Para a alteragao do tipo blebbed, foi verificado

aumento no grupo contendo 3% da RAB-A, enquanto que para a RAB-B n&o houve

variagao na ocorréncia de nenhuma das alteragdes analisadas (Figura 5).



FIGURA 5: ALTERAGOES MORFOLOGICAS NUCLEARES E MICRONUCLEOS EM
ERITROCITOS PERIFERICOS DE Oreochromis niloticus ALIMENTADOS POR 60 DIAS COM
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RACOES CONTENDO 1%, 2% E 3% DE RAB-A E RAB-B. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM

DIFERENGA ENTRE OS GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIANAS E QUARTIS.
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Devido ao método de extragao lipidica e além das diferengas nos meios de

cultura utilizados na sua producgado, as RABs também podem apresentar diferencas

nas suas composic¢oes, sendo os métodos que utilizam hexano puro como o solvente

acabam apresentando baixo rendimento de extracdo e, assim, podendo preservar

mais componentes de interesse para a alimentacado, considerando que a quantidade

de acidos graxos insaturados totais presentes na espécie de microalga A. obliquus é
superior a 60% do total de lipidios produzidos (ESCORSIM et al. 2018). Essa
composicao reflete a capacidade das microalgas de suprir o ambiente aquatico com a
producao de acidos graxos (MORAES; COLLA, 2006).
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As biomassas também diferem na quantidade de matéria mineral, a RAB-A,
cultivada em um meio de Chu, passou por um processo de floculacdo, onde foi
utilizado o sulfato ferroso, levando a um aumento da propor¢ao dos minerais na sua
composicéao (38,78%). Diferentemente, a RAB-B cresceu em um meio de cultivo onde
os nutrientes eram fornecidos por um biodigestor alimentado com dejeto suino.
Processo diferente da utilizagao direta, onde o dejeto € adicionado diretamente no
cultivo de peixes para estimular o crescimento de algas (CHENG et al. 2016). A RAB-
B ndo passou pelo processo de floculacéo, resultando em uma biomassa com menor
quantidade de material mineral (8,99%), sendo as suas proporgdes totais como
proteinas (42,79%) e energia bruta (4573,42 kcal kg') maiores do que as da RAB-A.

Os efeitos benéficos das microalgas como suplemento tém mostrado que a
sua utilizacao pode ser eficiente no aumento da resposta imune e na saude dos
animais que se alimentam delas (BELAY et al. 1996). Entretanto, as melhoras podem
ser relacionadas a composi¢ao dessas microalgas. Em experimento com peixes da
espécie African catfish (Clarias gariepinus), expostos a contaminagdo por chumbo
(Pb) e alimentados com ragdes contendo microalgas, Sayed et al. (2017) observaram
um efeito protetivo para as células do figado com a redugdo dos niveis de
lipoperoxidagao e danos ao DNA. Também foi observado um aumento da capacidade
antioxidante, principalmente nos grupos com acréscimo de 0,5% da microalga. Em
trabalhos utilizando microalgas Chlorella, Xu et al. (2014), observaram que a adigéo
de 0,8% a 1,2% de biomassa por 60 dias, proporcionou um aumento do crescimento,
da resposta imune e uma maior atividade das enzimas digestivas em Carpas
(Carassius gibelio). Esses efeitos foram corroborados pelo trabalho de Zhang et al.
(2014), onde destacaram que a melhora da resposta imune inata e adaptativa pode
ser em decorréncia do aumento em algumas expressao génicas estimuladas pela
ingestdo das microalgas.

Em outros trabalhos utilizando peixes da espécie O. niloticus, Hossain et al.
(2017), suplementaram a dieta dessa espécie com Chlorella vulgaris e Spirulina
platensis e observaram um aumento do crescimento e o perfil de acidos graxos na
composic¢ao corporal dos peixes. Fadl et al. (2017), utilizando O. niloticus, observaram
aumento do crescimento e melhora na resposta imunoldgica contra infecgdo por
Aeromonas hydrophila quando alimentados com ragao contendo S. platensis e C.

vulgaris adicionadas na racado base. Abdel-Tawwab e Ahmad (2009) também
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obtiveram resultados positivos no crescimento e resisténcia de O. niloticus utilizando
a microalga S. platensis na concentragéo de 5g kg-'. Jung et al. (2017), utilizando um
sistema de filtragem autotréfico composto por microalgas S. obliquus e C. vulgatris,
obtiveram dois resultados de interesse: melhor qualidade da agua, devido a eficiéncia
do sistema autotréfico e aumento da resposta imunolégica de O. niloticus, devido a
ingestdo das microalgas presentes no sistema.

Os niveis da LPO reduzidos nos grupos alimentados com a ragao contendo a
RAB-A indicam uma melhora dessa condigéo para os trés grupos, diferindo da RAB-
B que apresentou redugédo na LPO na concentragao de 3%. O resultado de aumento
da AChE nos grupos 2% e 3% da RAB-A, juntamente com a redugao da LPO, séo
corroborados com os resultados obtidos de Sayed et al. (2017) e por Abdelkhalek et
al. (2015, 2017), onde houve a redugdo do processo de lipoperoxidagao utilizando
microalgas na alimentacao.

Apesar do o aumento de dano ao DNA no tecido hepatico e da elevada
frequéncia de alteragao do tipo blebbed, nos peixes alimentados com 3% da RAB-A,
foi observada uma reducgao dos niveis de dano ao DNA do tecido cerebral para os
grupos intermediarios da RAB-A (1% e 2%) e, também houve uma elevagao dos niveis
de AChE para os grupos de maior concentragao. Essa atividade da AChE elevada, foi
previamente observada em peixes da espécie Rhamdia quelen quando alimentados
com a RAB-A, além de ter ocorrido declinio dos danos genéticos do tecido hepatico
(resultados ainda nao publicados).

A introdugdo de produtos que contenham algas para substituir ingredientes
com alto valor agregado nao é recente (APPLER; JAUNCEY, 1983). Em trabalho de
Appler (1985), foi substituida uma porgao proteica por algas Hydrodictyon reticulatum
nas concentragdes de 5%, 10%, 15% e 20%, na alimentagao das espécies de Tilapias
O. niloticus e Tilapia zillii, sendo observada melhora no rendimento com a substituicdo
de 5%.

Abomohra et al. (2014) utilizaram a microalga S. obliquus para extragao de
lipidios destinados a produgdo de biodiesel e a biomassa residual de algas foi
aproveitada para a alimentacdo de Artemia, 0 meio enriquecido com a biomassa
residual, proporcionou aumento no crescimento de Artemias e reduziu as taxas de
mortalidade no cultivo. No presente trabalho, foram utilizadas duas RABs, cultivadas

com meio de cultura distintos que passaram por processos de extragao também
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diferenciados. Pode-se observar que a RAB-A apresentou uma composi¢cao
diferenciada da RAB-B, sendo a segunda superior na quantidade de energia bruta,
proteina total e carotenoides totais. Esses resultados também indicam que a RAB-B
poderia atuar como uma possivel fonte proteica (APPLER; JAUNCEY, 1983; APPLER,
1985; KIM et al. 2002), além de n&o apresentar danos oxidativos e nem no DNA dos
organismos testes (peixes), além da reducao da LPO pela presenca natural de acidos
graxos.

Estudar o sistema imune € de grande interesse para observar as respostas
de alteragcbes ocasionadas pela ingestao das microalgas (BELAY et al. 1993; PULZ;
GROSS, 2004; MORAES; COLLA, 2006; XU et al. 2014; KHALIL et al. 2017), pois
devido as suas caracteristicas e composicdo das biomassas, sao notdrias as

contribuicdes podem ser feitas a esse sistema.

3.2.5 Conclusao

Neste trabalho pudemos observar que houveram diferengas entre as RABs
utilizadas, onde a RAB-A, que passou por uma etapa maior de processamento,
acabou apresentando uma maior variagao de resultados. A RAB-B, apresentou uma
quantidade reduzida de matéria mineral, sendo as suas respostas aos biomarcadores
mais regulares. Podemos verificar que as formulagbes das RABs podem variar e que
a maioria dos resultados corroboram com os efeitos benéficos observados na
literatura para a utilizagdo de microalgas (KIM et al. 2002; HABIB et al. 2008;
ABDELKHALEK et al. 2015, 2017).

O meio de cultura é essencial para o crescimento das microalgas, muitos
podem contribuir para o aumento da producgao de lipidios totais (WANG et al. 2016).
A utilizagao desses produtos deve ser controlada para que ndo haja contaminagao. A
RAB-B é oriunda de um meio de cultivo que, diferente da utilizagcao direta do esterco
de porco para a criagao de peixes (WONG et al. 2016), recebe um efluente tratado
por um biodigestor que utiliza este esterco como fonte de nutrientes. Contudo, a RAB-
B ndo apresentou resultados que pudessem preocupar e inviabilizar a sua utilizagao.

O controle e padronizagao na produc¢ao das RABs é fundamental para a sua utilizagao.
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Resumo

O cultivo de microalgas é uma alternativa de produgédo para o biodiesel e, apos
extragdo de 6leo, obtém-se a biomassa residual de microalgas (RAB). Por serem
grandes produtoras de antioxidantes e uma vez que os alimentos que contém essas
substancias sao reconhecidamente benéficos, a RAB foi testada como um ingrediente
na producdo de racao para peixes. Nao obstante, a avaliagao de risco deste coproduto
deve ser realizada para prevenir danos a saude dos animais que venham a utiliza-la
na alimentagdo. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar, através de
biomarcadores bioquimicos e genéticos, a seguranga da RAB da microalga
Acutodesmus obliquus, cultivada em meio sintético Chu, e utilizada na formulagéo de
racdes para a alimentacéo de bagres da espécie Rhamdia quelen. Foi produzida uma
racao padrédo sem a RAB (0%) e 3 outras ragdes enriquecidas com a RAB nas
proporgdes de 1%, 2% e 3%. Cada tipo de ragao foi administrada a um grupo de 15
peixes por 60 dias. Os biomarcadores bioquimicos avaliados foram: superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidagao lipidica (LPO) no figado;
acetilcolinesterase (AChE) no cérebro e no musculo. Os biomarcadores genéticos
analisados foram: o teste da difusdo do DNA em eritrécitos, ensaio cometa em
eritrocitos, figado e cérebro e o micronucleo pisceo em eritrocitos. A atividade da SOD
e da AChE cerebral e muscular aumentaram no grupo tratado com 3% de RAB, a
atividade de CAT e os niveis de LPO nao apresentaram diferencga entre os grupos. No
ensaio cometa, observou-se uma redugao significativa no dano ao DNA em eritrécitos
dos grupos de 2% e 3% de RAB e houve reducgéo de danos ao DNA no tecido hepatico
para o grupo com 3% de RAB. No cérebro, ndo foram observadas alteragbes. Estes
resultados corroboram que, a medida que a quantidade de RAB aumenta, os
organismos apresentaram um potencial efeito antioxidante, sendo que o grupo com
3% de RAB apresentou os melhores resultados.

Palavras-chave: Antioxidantes. Carotenoides. Clorofila. Suplementagao.
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3.3.1 Introducéo

A microalga Acutodesmus obliquus (Scenedesmus obliquus) € uma espécie
dentro de um género usado com frequéncia como aditivo alimentar em combinagao
com outras fontes de proteicas (RICHMOND; HU, 2013; NORAMBUENA et al. 2015).
O uso das microalgas ja esta bem estabelecido e elas podem ser empregadas no
cultivo de peixes para o enriquecimento nutricional dos €, mesmo apds o0 processo de
extragao de lipidios, o material remanescente, conhecido como biomassa residual de
microalga (RAB), pode ser aproveitado para a suplementacdo na alimentacdo de
peixes (BALEN et al. 2015).

Preliminarmente, as microalgas podem produzir produtos quimicos com alto
valor agregado (DAMERGI et al. 2017). Entre estes elementos, estdo os carotenoides
e as clorofilas, que sdo compostos fitoquimicos bioativos geralmente indicados nas
dietas como uma forma de prevencao contra doencgas (RAO; RAO, 2007; REIS et al.
2015). Os compostos que possuem caracteristica antioxidante sdo relacionados pela
capacidade de atuar reduzindo os danos causados ao DNA, principalmente por
estresse oxidativo (AZQUETA; COLLINS, 2012).

A espécie Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824) (SILURIFORMES:
HEPTAPTERIDAE), conhecida popularmente como Jundia, é muito utilizada em
pisciculturas por sua grande capacidade econdmica, carne com poucos espinhos
(CANTON et al. 2007), facilidade na reproducédo induzida e alta taxa de fertilizag&o
(GOMES et al. 2000). Além disso, também €& muito utilizada como modelo para
estudos toxicologicos (MIRON et al. 2005; RAMSDOREF et al. 2009; KOCHHANN et
al. 2009; PAMPLONA et al. 2011; GHISI et al. 2011; BECKER et al. 2013;
ZEPPENFELD et al. 2014; PIANCINI et al. 2015; GHELFI et al. 2016; GUILOSKI;
STEIN PIANCINI; et al. 2017b).

O objetivo deste estudo foi utilizar a RAB da microalga de A. obliquus como
suplemento na racao de peixes da espécie R. quelen e verificar a seguranca dessa
alimentagdo por meio de uma analise de risco utilizando os biomarcadores

bioquimicos e genéticos.
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3.3.2 Material e Métodos

A microalga A. obliquus foi cultivada em fotobiorreactor (10 m?) (BALMANT et
al. 2009), com aeragao comum e utilizando o meio sintético Chu. Apds o crescimento,
as microalgas foram coletadas, floculadas com sulfato ferroso heptahidratado
(FeS04.7H20) [0.5 g I''] e secas para a extragdo lipidica. O material restante da
extragao gerou a RAB, que foi adicionada em diferentes concentragbes 1%, 2% e 3%
na racao para alimentacao dos peixes. A producdao e a composi¢ao dos alimentos
foram as mesmas que as utilizadas por Balen et al. (2015). Estas ragcdes foram
oferecidas, como a unica fonte de alimento, para a espécie R. quelen, trés vezes por
dia, durante 60 dias consecutivos ad libitum.

No experimento, utilizaram-se 60 alevinos previamente aclimatados durante
30 dias. A separagao dos peixes foi feita aleatoriamente em 4 grupos com trés
repeticdbes cada, totalizando 15 peixes por grupo. Os peixes foram colocados em 3
tanques de 1000 L contendo 4 hapas de peixes com os grupos aleatorizados. Um dos
grupos foi denominado 0% porque nao recebeu nenhuma concentragdo de RAB na
racdo. Nos outros trés grupos, as concentragdes de RAB foram de 1%, 2% e 3%. Apos
0 60° dia, os peixes foram anestesiados com Benzocaina (100 mg I'') (Gontijo et al.
2003), o sangue foi coletado, entdo eutanasiados por se¢dao da medula espinhal para
coleta do figado, cérebro e musculo. As amostras foram acondicionadas de acordo
com a técnica indicada para cada biomarcador.

3.3.2.1 Determinagao dos pigmentos da RAB

Para a determinacao dos pigmentos de clorofila (a e b) e carotenoides totais
foi utilizado o método proposto por He et al. (2015) com modificagdes para analise da
biomassa residual. A extragdo dos pigmentos foi realizada em triplicata adicionando
RAB em tubos de ensaio protegidos da luz, diluindo em 3 ml de etanol 99,1% e
agitados por 40 min a 60°C em banho maria. Apés, os tubos foram deixados a 0°C
por 15 min. As amostram foram centrifugadas (4000 rpm; 10°C) por 5 min. O
sobrenadante das amostras foi analisado por absorbancia de 665 nm para a clorofila
a, 659 nm para a clorofila b e 470 nm para os carotenoides totais, utilizando

espectrofotdbmetro com etanol 99,1% como padrao.
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3.3.2.2 Biomarcadores bioquimicos e genéticos

As amostras destinadas para a analise dos biomarcadores bioquimicos foram
estocadas em ultrafreezer a -80 °C.

Os fragmentos de cérebro (x 50 mg) e do musculo axial (+ 100 mg) foram
homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,5), numa proporg¢ao 1:10
(peso: volume). Em seguida, o homogenato foi centrifugado a 12.000 xg por 20
minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado para a analise da atividade da AChE.

Para a preparacao das amostras foi utilizada uma por¢ao de no maximo 100
mg de cada amostra de figado, o material foi homogeneizado em tampao fosfato de
potassio (0,1 M, pH 7,0), numa proporgéo de 1:10 (peso:volume) e centrifugados a
15.000 g por 30 minutos a 4° C. O sobrenadante foi aliquotado para a analise das
atividades da SOD, CAT e niveis de LPO.

A atividade da AChE cerebral e muscular foi medida segundo método de
Ellman et al. (1961) modificado para microplaca por Silva de Assis (1998). O método
consiste no desenvolvimento de uma reagao colorimétrica entre o ATC (iodeto de
acetiltiocolina) e o DTNB (5,5-Ditio-bis-2nitro-benzoato) na presenga de AChE, que
pode ser mensurada por espectrofotometria a 405 nm. As amostras foram diluidas
para 800 ug de proteina.mL"' em tampao fosfato de potassio (0,1 M, pH 7,5). Em
microplaca foram pipetados 50 ul de amostra, 200 ul de DTNB (0,75 mM) e 50 ul de
ATC (9 mM), respectivamente. A leitura da atividade foi feita por 3 minutos em
intervalos de 15 segundos, e a mesma foi expressa em nmol.min-'.mg de proteina-'.

A CAT foi medida como descrito por Aebi (1984), baseado no consumo de
peroxido de hidrogénio (H202) exdgeno pela CAT, gerando H20 e Oz, podendo ser
mensurado por espectrofotometria a 240 nm. As amostras foram diluidas (1:5) e, como
substrato, foi utilizada uma solugao de H202 a 20 mM. Em microplaca foi adicionado
5 ul da amostra com 295 ul da solugao de H202. A leitura da absorbancia foi realizada
a cada 15 segundos durante 1 minuto e a atividade foi expressa em pmol.min'.mg de
proteina.

A atividade da SOD foi medida de acordo com a metodologia descrita por Gao
et al. (1998), baseada na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidagéo do pirogalol.
Em microtubos foram adicionados 885 ul de tampéao Tris/EDTA (1 M/ 5 mM, pH 8,0)
e 50 ul de pirogalol (15 mM) a 40 ul de cada amostra. A solugao foi incubada por 30
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minutos. A reacgéo foi interrompida com 25 ul de HCI 1N. Em microplaca foi adicionado
300 ul por poco e a leitura realizada em espectrofotdbmetro a 440 nm.
Concomitantemente, um controle por amostra foi realizado com adigdo dos reagentes,
mas sem incubagédo, sendo este o valor de 100%. A quantidade de SOD que inibe a
reacao de auto-oxidagao do pirogalol em 50% (IC50) equivale a 1 unidade (U) de SOD.
A atividade foi expressa em U de SOD.mg de proteina.

A LPO foi analisada pela avaliacdo da concentragao de hidroperéxidos no
ensaio FOX (JIANG et al. 1992), a leitura foi feita em espectrofotbmetro a 570 nm. O
método consiste na oxidagao do ferro, mediada pela presenca de perdxidos em meio
acido. Os sobrenadantes foram diluidos em metanol (1:2 v/v) e centrifugados. Uma
aliquota de 100 ul do sobrenadante foi incubada por 30 minutos com 900 pl da solugao
reagao contendo laranja de xilenol (0,1 mM), BHT (4 mM), sulfato ferroso amoniacal
(2,5 mM) e acido sulfurico (25 mM), diluidos em metanol. A unidade de concentracao
de peroxidos lipidicos usada foi nmol.mg de proteina-'.

Amostras de figado, cérebro e sangue foram utilizadas para o ensaio do
cometa como descrito por Speit; Hartmann, (1999) com modifica¢gdes Cestari et al.
(2004) e Ferraro et al. (2004) para eritrécitos e para tecidos segundo Ramsdorf et al.
(2009). Para a montagem das laminas foram utilizados 5 uL das diluicbes feitas de
1:50 de sangue / soro bovino fetal (SBF) e, para os tecidos, foi retirada a aliquota de
10 pL dos tecidos homogeneizados em SBF, logo as amostras foram misturadas em
120 pyL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) (0,5%). As misturas foram
adicionadas sobre laminas histologicas previamente cobertas com agarose de ponto
de fusdo normal (NMP) (1,5%). As laminas foram colocadas em uma solugéo de lise
composta de NaCl (2.5M), EDTA (100mM), Tris (10mM), NaOH (0,8%), N-lauril-
sarcosinato (10%), Triton X-100 (1%) e DMSO (10%) por um periodo minimo de 24h
e mantidas em ambiente escuro a uma temperatura de 4°C. Posteriormente as
laminas foram imersas em uma solugéo de NaOH (300mM) e EDTA (200mM), pH>13
por 25 minutos para a desespiralizagcao do DNA e a corrida eletroforética foi realizada
a 300 mA e 1V/cm por 25 minutos. As laminas foram neutralizadas em Tris (0,4 M; pH
7,5) por 5 min (3x) e apds secas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos. Para a
analise as laminas foram coradas com 30 uL da solugcdo de brometo de etidio
(0,02g.mL") e os danos foram mensurados através de microscopio de

epifluorescéncia (Leica DM LS2) com magnificacdo de 400x. Foram analisados, em
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teste cego, 100 nucledides por lamina, em teste cego e classificados de acordo com
os niveis de dano segundo Collins et al. (1995). Os cometas com cabeca
extremamente pequena ou inexistente e cauda muito difusa ndo foram considerados
na analise por estarem associados com morte celular (FRENZILLI et al. 2009).

Para o ensaio de difusao, foi utilizada a técnica descrita por Singh (2000). A
montagem, lise e solugdes utilizadas na preparacdo do material sanguineo, seguiu a
mesma metodologia descrita para o ensaio cometa até antes da corrida eletroforética.
As laminas ficaram por 12 minutos em tampao pH>13 para a desespiralizagao do DNA
e em seguida foram retiradas, neutralizadas em Tris (0,4 M; pH 7,5) por 5 min (3x) e
depois de secas foram fixadas em etanol 96% por 5 minutos. As laminas foram
coradas com 30 yL da solugdo de Brometo de Etidio (0,02g.mL"). Entdo 100
nucledides foram analisados em teste cego por lamina.

No ensaio do micronucleo pisceo (MN) e alteragcbes morfolégicas nucleares
(AMN) foi utilizada a metodologia desenvolvida por Heddle (1973) e Schmid (1975)
com modificagbes segundo Ferraro et al. (2004). Para o teste foram confeccionadas
uma lamina por animal com o esfregago do sangue periférico, que apos a secagem
foram fixadas em etanol 95% por 30 minutos. As laminas foram coradas com Giemsa
10% em tampao fosfato pH 6,8 por 12minutos. Para cada peixe foram analisados 2000
eritrocitos com membrana plasmatica intacta, sendo contabilizados os micronucleos e
as alteragdes morfologicas classificadas por Carrasco et al. (1990) como Blebbed,
Notched, Lobed e Vacuolated.

3.3.2.3 Analise estatistica

Os valores da analise de clorofila e carotenoides foram expressos em média
+ desvio padrdo. Para os dados dos biomarcadores, a normalidade e
homocedasticidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e Barlett, sendo
a presenca de outliers analisada pelo teste de Grubbs (Alpha = 0,05). Para os dados
paramétricos foram realizadas analises de variancia (ANOVA) seguidas do pds-teste
de Newman-Keulls (p <0,05) e os resultados foram apresentados como média +
desvio padrdo. Para os dados ndo paramétricos foram realizadas analises utilizando
o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn (p <0,05) e os resultados foram

apresentados em mediana + quartis minimos € maximos.
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3.3.3 Resultados

Os pigmentos de clorofila (a e b) e a determinagao total de carotenoides

(TABELA 1) mostram que a RAB apresenta pigmentos de clorofila e carotenoides.

TABELA 1: CONCENTRACAO DE PIGMENTOS NA BIOMASSA RESIDUAL DE MICROALGAS
Clorofila a Clorofila b Carotenoides

RAB 23,55 + 3,42 mg/| 6,07 + 2,33 mgll 0,84 + 0,31 mgll

Quantidades de clorofilas a e b, carotenoides totais e determinagédo em miligramas por litro na RAB.
Calculos realizados apds analise nas absorbancias 665, 649 e 470 nm, respectivamente. Resultados
expressos em meédia e desvio padrao (n=3).

Para os biomarcadores bioquimicos no tecido hepatico, observou-se o
aumento da atividade SOD (Fig. 1a) em peixes alimentados com RAB a 3%. Os outros
biomarcadores bioquimicos, CAT (Fig. 1b) e LPO (Fig. 1c), ndo mostraram diferenca

nos grupos alimentados com RAB em relagéao ao controle (0%).

FIGURA 1: Rhamdia quelen ALIMENTADOS COM RAGAO CONTENDO RAB NAS
CONCENTRACOES DE 0%, 1%, 2% E 3% DURANTE 60 DIAS (n = 15 POR GRUPO). SOD (a),
CAT (b) E LPO (c) EM TECIDO HEPATICO. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM A DIFERENCA
ENTRE OS GRUPOS (p <0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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A atividade de AChE no cérebro (Fig. 2a) teve um aumento no grupo RAB de

3% e a mesma resposta foi observada no musculo (Fig. 2b) para a concentragédo de

RAB 3%.

FIGURA 2: Rhamdia quelen ALIMENTADO COM RACAO CONTENDO RAB NAS
CONCENTRACOES DE 0%, 1%, 2% E 3% DURANTE 60 DIAS (n = 15 POR GRUPO). ATIVIDADE
DA AChE EM CEREBRO (a) E MUSCULO (b). LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM A
DIFERENCA ENTRE OS GRUPOS (p <0,05). GRAFICOS COM MEDIA E ERRO PADRAO.
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No ensaio de difusao (TABELA 2), a frequéncia inicial das células apoptéticas

foi maior no grupo RAB 0% do que nos outros grupos. A redugédo das células

apoptoticas foi progressiva de acordo com o aumento da concentragédo de RAB, sendo

a maior redugao observada em 3% de RAB.

TABELA 2: CELULAS APOPTOTICAS AVALIADAS EM TESTE DE DIFUSAO, EM Rhamdia quelen
ALIMENTADOS COM RAB NAS CONCENTRAGCOES DE 0%, 1%, 2% e 3%.

Células Apoptéticas
Grupos .y . ~
Média Desvio Padrao
RAB 0% 2,067 2,404
RAB 1%** 0,214 0,578
RAB 2%** 0,083 0,288
RAB 3%*** 0 0

Ensaio de difusdo em eritrocitos de Rhamdia quelen alimentados com ragdo contendo RAB a uma
concentragdo de 0, 1, 2 e 3%. Por peixe, 100 nucledides foram analisados (n = 15 por grupo), o nivel
de significancia considerado (p <0,05) foi: * * (p <0,01); *** (p <0,001), em relagdo ao grupo controle

(RAB 0%).
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Os resultados do ensaio cometa mostraram que o dano ao DNA foi reduzido

no grupo 3% de RAB nos eritrocitos (Fig. 3a) e no grupo 3% no figado (Fig. 3b) quando

comparado com o grupo sem RAB (0 %). Quanto ao tecido cerebral (Fig. 3c), ndo

houve alteracées em nenhuma das concentragdes testadas.

FIGURA 3: Rhamdia quelen ALIMENTADO COM RACAO CONTENDO RAB NAS
CONCENTRAGCOES DE 0%, 1%, 2% E 3% DURANTE 60 DIAS (n = 15 POR GRUPO). ANALISE DO
ENSAIO COMETA EM SANGUE (a), FIGADO (b) E CEREBRO (c), FORAM ANALISADOS100
NUCLEOIDES POR PEIXE. LETRAS DIFERENTES REPRESENTAM A DIFERENCA ENTRE OS
GRUPOS (p<0,05). GRAFICOS COM MEDIANA E QUARTIS.
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Comparando as AMN totais e as alteragdes mais frequentes encontradas na

espécie (notched e vacuolated), ndo houve diferenca entre os grupos (TABELA 3).
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TABELA 3: TESTE DO MICRONUCLO PIiSCEO E ALTERACOES MORFOLOGICAS NUCLEARES
TOTAIS E ALTERACOES COM MAIOR FREQUENCIA.

Total de Alteragbes Nucleares Notched Vacuolated
Grupos . . ~ L . o . . ~
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrdo | Média Desvio Padrao
RAB 0% | 10,86 + 5,89 2,00 + 1,61 9,66 + 6,30
RAB 1% | 16,80 +13,17 4,53 +5,16 11,80 + 9,68
RAB 2% | 16,57 + 14,04 4.64 +7,04 11,50 +8,43
RAB 3% | 14,13 +10,49 2,93 + 3,32 9,21 +4.79

Dados mostram os diferentes tratamentos com RAB administrados a espécie Rhamdia quelen nas
concentracdes de 0, 1, 2 e 3%, resultados em média e desvio padrdo. Foram analisadas 2.000 células
por animal (n=15 por grupo) e significancia foi considerado (p <0,05).

3.3.4 Discussao

Ao contrario das plantas superiores, o género de microalgas Acutodesmus
pode produzir carotenoides sob estresse, mesmo que o estresse limite a produgao de
clorofila (ROWAN, 1989; BISHOP et al. 1995). A. obliquus foi isolada de um sistema
de filtracdo de aquicultura por Guedes et al. (2011) e observaram que normalmente
ocorre o crescimento e a produgdo de moléculas antioxidantes nessa microalga. Os
carotenoides produzidos foram o B-caroteno e a luteina, um carotenoide com grande
valor e importancia para a alimentagdo humana, sendo o mais abundante (CAMPO,
DEL et al. 2007). Além disso, em nosso estudo, tanto os carotenoides como as
clorofilas a e b, foram encontrados nas amostras de RAB produzidas a partir de
microalgas de A. obliquus.

Os carotenoides sao substancias eficazes na preveng¢ao de danos oxidativos
aos tecidos, porque podem absorver a energia dos radicais livres. Os peixes, como 0s
seres humanos, néo sdo capazes de sintetizar carotenoides de novo e, embora alguns
peixes possam converter um tipo de carotenoides em outro, € importante que este
elemento componha a dieta para o seu restabelecimento (GUEDES et al. 2011).
Apesar dos efeitos antioxidantes, ainda ha poucos estudos sobre o efeito de
carotenoides no reparo ao DNA (COLLINS, 2001; KRINSKY; JOHNSON, 2005;
AZQUETA; COLLINS, 2012). Outro elemento com propriedades antioxidantes

presentes em grandes quantidades nas microalgas € a clorofila (a e b), que quando
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utilizada rotineiramente na alimentacao, esta associada a beneficios para a saude,
incluindo efeitos antimutagénicos, antigenotéxicos e antioxidantes (ROCA et al. 2016).

Foi observado um aumento na atividade da acetilcolinesterase (AChE) no
cérebro e no musculo, o que pode influenciar na hidrélise da acetilcolina e alterar a
ativacado dos receptores nicotinicos e muscarinicos (ROMANI et al. 2003; MIRON et
al. 2005; CATTANEO et al. 2011). O neurotransmissor acetilcolina (ACh) é essencial
para o funcionamento das sinapses do sistema nervoso central (SCHETINGER et al.
1999). A enzima AChE é responsavel pela hidrélise da acetilcolina. Nos peixes, AChE
€ abundante em tecido muscular e cerebral (KAIZER et al. 2009). No entanto, a
inibicdo de AChE é comumente associada como um parémetro para avaliar uma
atividade de anormalidade na transmissao neural, mas esse efeito de ativacao
enzimatica permanece desconhecido (CATTANEO et al. 2011). Contudo, Sayed et al.
(2017) observaram um aumento na atividade da AChE conjuntamente com um efeito
hepatoprotetor em peixes da espécie Clarias gariepinus alimentados com ragao
suplementada por Spirulina platensis.

Avaliando o sistema antioxidante em tecido hepatico de R. quelen,
observamos que a atividade da SOD foi aumentada em animais tratados com 2 e 3%
de RAB. A SOD ¢é a enzima que converte o radical superéxido livre (O27) em peréxido
de hidrogénio (H202), que é uma outra espécie reativa de oxigénio (ROS) menos
agressiva (CEMELI et al. 2009). Além disso, a oxidagdo do DNA é principalmente
induzida por ROS, além de ocorrer normalmente no processo metabdlico do oxigénio
(AZQUETA et al. 2009).

A atividade da SOD combinada com o aumento de ferro livre, poderia acelerar
a conversao de Oz e H202 em radicais hidroxila (STOHS, 1995; BERG et al. 2008;
LIMA et al. 2011). O H202 produzido pela atividade de SOD pode ser degradado pela
acao da enzima CAT. Esses processos envolvendo as ROS e a geragao de radicais
livres podem promover o estresse oxidativo e, devido a um desequilibrio, podem
ocorrer danos em macromoléculas como por exemplo a peroxidagao lipidica (CEMELI
et al. 2009) e/ou danos genotoxicos (VENTURA et al. 2013). No entanto, embora tenha
havido um aumento na atividade de SOD, n&o houve danos em macromoléculas, uma
vez que os niveis de LPO e danos ao DNA nao foram aumentados em animais
alimentados com RAB. A compreensao dos efeitos genotoxicos e as suas respostas

precoces € importante em avaliagdes de toxicologia (OOST et al. 2003; ANDRADE et
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al. 2004; BARRETO et al. 2017), e utilizar biomarcadores bioquimicos, ensaio cometa
e o0 MN pisceo combinados € importante em pesquisas nesta area (VILLELA et al.
2007; STANKEVICIUTE et al. 2016). Adicionalmente, os peixes da espécie R. quelen
alimentados com ragdes enriquecidas com RAB nao apresentaram danos ao DNA.
Em vez disso, o numero de células apoptoticas em eritrocitos e os danos genéticos
nas células hepaticas e sanguineas foi reduzido nos grupos alimentados com a maior
concentracdo de RAB. A RAB tampouco aumentou as frequéncias de micronucleos
ou alteragdes morfologicas nao foram alteradas entre os grupos analisados.

Em testes preliminares, Balen et al. (2015) relataram que uma dieta contendo
RAB nao afeta o crescimento dos alevinos de R. quelen sob as mesmas condi¢cbes de
exposicao utilizadas neste estudo. Estes resultados corroboram com os obtidos em
nosso experimento para os biomarcadores bioquimicos e genéticos, mostrando que a
medida que a quantidade de RAB aumentou, os organismos apresentaram um
potencial efeito antioxidante, sendo a melhor resposta para os animais alimentados

com 3% de RAB na ragéo.

3.3.5 Conclusao

Os resultados indicam que RAB aumentou a qualidade dos alimentos, pois
promoveu uma diminuicdo do dano do DNA em alevinos de Rhamdia quelen. A
presenca de carotenoides e clorofilas, nesse ingrediente, pode melhorar o estado de
saude dos peixes, deste modo pode ser utilizado como um aditivo alimentar na dieta
desses organismos aquaticos, onde a proporgdao com a melhor resposta € a de 3% de

RAB adicionada na formulagao da racao.
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