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INTRODUCAO

O cultivo microalgal € um dos mais promissores processos biotecnologicos em
desenvolvimento (RADMANN, 2007). O progressivo interesse no estudo da biomassa
derivada destes microrganismos € devido a sua utilizacdo comercial em diferentes areas, na
producdo de biocombustiveis, cosméticos, nutricdo humana e animal, tratamento de aguas
residuais (CHO et al., 2016), na obtencdo de compostos de interesse das industrias alimenticia,
quimica, farmacéutica, nutracéutica, dentre outras (DERNER et al., 2006).

Uma espécie comumente usada na biotecnologia em culturas para a producdo de
biomassa para racao animal e suplemento alimentar é a Scenedesmus sp. (RADMANN, 2007).
Esta espécie possui um conteudo de aminoacidos essenciais superior ao apresentado por
alimentos convencionais e, ainda, apresenta niveis de proteina entre 25 e 65%, 0 que a
transforma em uma atrativa fonte de proteinas (QUEVEDO, 2008). A Chlorella sp. é uma
microalga unicelular microscopica, encontrada em tanques e lagos, rica em clorofila, proteinas,
vitaminas, sais minerais e aminoacidos essenciais (RADMANN, 2007). E uma das espécies
vendidas como suplemento alimentar (PEREIRA et al., 2012) a qual apresenta diversos
beneficios na saide como a eficacia em Ulceras gastricas, ferimentos e constipagdo, juntamente
com a acdo preventiva contra a aterosclerose, hipercolesterolemia e atividade antitumoral
(BECKER, 1994).

No entanto, mais estudos nutricionais e toxicologicos sdo necessarios antes de as
microalgas cultivadas poderem ser utilizadas de forma segura para a alimentacdo animal, ou
como aditivos na dieta e salde humana (DERNER et al., 2006; BONOTTO, 1988), pois além
de produzir uma gama de moléculas bioativas com propriedades farmacoldgicas, as microalgas
podem produzir toxinas (DERNER et al., 2006), as quais podem provocar reagdes adversas ou
até causar algum tipo de intoxicacgao durante o seu uso.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial toxicoldgico do extrato de
microalgas contendo as espécies Chlorella sp. e Scenedesmus sp. durante 30 dias de tratamento
em camundongos.

MATERIAL E METODOS

As microalgas utilizadas para a obtencdo do extrato foram obtidas de uma lagoa
facultativa empregada como processo de tratamento terciario, localizada na EMBRAPA Suinos
e Aves (Concordia, SC). O cultivo foi realizado em escala piloto em uma casa de vegetacdo sob
luz natural (90-733 umol m™ s™) e temperatura ambiente (15,4-48 °C). Apés 7 dias, a biomassa
foi separada por centrifugacdo. As células foram ressuspensas em agua livre de nutrientes e,
apos 25 dias de privagdo nutricional, a biomassa foi novamente centrifugada e liofilizada.
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Para 0 ensaio de toxicidade subcronica foram utilizados camundongos machos da
linhagem Swiss, pesando entre 30 e 40 g, com 60 dias de idade, oriundos do Biotério da URI —
Campus Erechim. O projeto foi aprovado pelo CEUA sob protocolo nimero 30. Os animais
foram divididos em 3 grupos, conforme segue: grupo controle (CTL) (n=8), que recebeu
solucgéo salina 0,9%, na dose de 10 mL/Kg, via oral; grupo EXP 1 (n=8), que recebeu o extrato
de microalgas na dose 1500 mg/kg, via oral e o grupo EXP 2 (n=7), que recebeu o extrato de
microalgas na dose de 2500 mg/kg, via oral. A administracdo dos trés grupos ocorreu
diariamente, durante 30 dias.

Durante este periodo, a cada 7 dias, foram realizadas observagdes clinicas
comportamentais para deteccdo de sinais como piloerecdo, diarreia, atividade motora reduzida
e lacrimacdo (MALONE e ROBICHAUD, 1983), além da época de seu aparecimento,
intensidade, duracdo e progresso dos mesmos. Os dados foram tabulados em uma escala de 0 a
4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso) para posterior anélise estatistica. Além disso, foi
calculado o indice de mortalidade nos diferentes grupos.

No ultimo dia da administracdo, ap6s eutanasia, 0 abdémen dos animais foi incisado
para a avaliacdo macroscopica dos 6rgdos e coleta do figado, rim, baco e cérebro para
determinar os pesos absolutos e relativos.

A anélise estatistica dos dados referentes aos sinais clinicos de toxicidade foi realizada
pelo teste de distribuicdo ndo paramétrica Kruskal Wallis do Bioestat, seguido do teste Student-
Newmam-Keuls. Os resultados foram expressos através de meédia + desvio padrdo (média *
DP) e considerou-se um nivel de significancia de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

indice de mortalidade
Verificou-se a morte de dois animais do grupo EXP 2, que recebeu extrato de

microalgas na dose de 2500 mg/kg, as quais ocorreram no 3° e no 24° dia de exposicao, o que
representa um indice de mortalidade de 28,6% neste grupo, sugerindo que o extrato
microalgaceo pode ser considerado tdxico na maior dose administrada durante o tratamento
subcrénico de 30 dias. Nos demais grupos, CTL e EXP 1, ndo foram registradas mortes durante
0 experimento subcronico.
Sinais clinicos de toxicidade

A Tabela 1 mostra os parametros de toxicidade nos diferentes grupos. Dentre 0s
diferentes para@metros analisados somente a piloerecéao foi constatada.

Tabela 1: Anélise de sinais clinicos de toxicidade nos animais dos diferentes grupos.

Grupos/Parametros CTL EXP1 EXP 2 Valor de p
Dias 01112|3|14|0|1|2|3|4|0(1]|2]|3]|4
1 8 00 0 0[]7 100041000 0.8247
7 8 00 0 0|6 200 O0/4 1000 0.6773

Piloerecéo

14 8 00 0 0[]6 2 00 O0/4 0100 0.6842
21 8 000 0[O0 4 3 1 0/10310 *0.0020
30 8 00 0 0[]6 200 0/3 2000 0.4605

Os dados estdo apresentados quanto ao numero de animais que apresentaram cada escore (0 = ausente, 1 = raro, 2 =
pouco, 3 = moderado, 4 = intenso).* Diferenca significativa em relacdo ao grupo CTL com p<0,05.
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intensidade de piloerecao significativa nos animais do grupo EXP 1 em relacdo ao grupo CTL.
Salienta-se que somente este dado ndo é suficiente para determinar a toxicidade da dose de
1500 mg/kg do extrato de microalgas, pois € necessario o conjunto de diferentes parametros e
protocolos de avaliagdo (SILVA et al., 2016).

Os estudos toxicoldgicos apresentam como principal objetivo a previsdo dos possiveis
efeitos adversos, que podem se manifestar quando da exposicdo humana a determinada
substancia quimica, seja ela um medicamento, um pesticida, um agente quimico industrial ou
outros (CAZARIN et al., 2004).

Nos testes de toxicidade subcronica o periodo de exposicéo diario é prolongado e tem
como objetivo observar se por um longo periodo de tempo o produto testado causa efeitos
adversos (BEDNARCZUK, 2010), a doses acumulativas de agente téxico (MOURA et al.,
2012). Para estes testes, a dose utilizada ndo deve ultrapassar 2000 mg/kg de peso corpéreo da
substancia testada (BEDNARCZUK, 2010; MOURA et al., 2012).

Frente aos resultados obtidos em relacdo ao grupo EXP 1, que recebeu o extrato de
microalgas na dose de 1500 mg/kg, quanto ao indice de mortalidade (0%) e sinais clinicos de
toxicidade, apesar de haver maior intensidade de piloerecdo ao final do tratamento, os dados
ndo demonstraram, de uma maneira geral, alteracdes de carater toxico podendo ser considerada
uma dose segura.

Em contrapartida, os animais tratados com o extrato de microalgas na dose de 2500
mg/kg, apresenta um indice de mortalidade de 28,6%, 0 que pode ser explicado pelo fato de
que esta € uma dose elevada, que o tempo de exposicdo é prolongado e que o efeito é
cumulativo no organismo do animal.

Peso dos 6rgaos

Os sinais de toxicidade sistémica sdo definidos a partir da reducdo na massa corporal
dos animais experimentais. Outros sinais de toxicidade podem se expressar pela alteracdo da
massa relativa dos oOrgdos, alteracdes hematoldgicas e bioguimicas sanguineas (CUNHA,
2009).

O peso relativo e absoluto dos 6rgdos analisados ndo mostraram-se estatisticamente
diferentes, conforme os dados representados nas Figuras 1 e 2, respectivamente, este resultado
nos mostra auséncia de toxicidade nos 6rgdos analisados, sendo entre estes, o figado e o rim
orgédos indispensaveis para metabolizacdo e excrecdo de substancias toxicas presentes no
organismo. O figado metaboliza grande diversidade de substancias, ndo sé autégenos (sais
biliares, bilirrubina, hormonios), mas também exdgenos (drogas e toxinas) (MARTELLI,
2010). Ja os rins exercem importante papel depurador do sangue, excretando substancias
polares e hidrossoluveis (SAMPAIO et al., 2012).

Alteracbes no tamanho dos rins e figado podem ser de origem imunoldgica,
inflamatoria, infecciosa, neoplasica, degenerativa e toxicoldgica, entre outras (CUNHA, 2009),
0 que ndo ocorreu nos animais que foram expostos ao extrato microalgaceo. Os resultados
encontrados neste experimento mostram, portanto, um equilibrio de peso nos 6rgédos entre 0s
animais dos diferentes grupos, demonstrando auséncia de toxicidade nas vias metabdlicas e de
excrecao.
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Figura 1: Peso relativo de 6rgdos dos animais de diferentes grupos.
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Figura 2: Peso absoluto de 6rgdos dos animais de diferentes grupos.
Os dados estdo expressos em média+DP.

Frente aos parametros de toxicidade avaliados, pode-se concluir que a administragédo
subcrénica do extrato de microalgas contendo Chlorella sp.e Scenedesmus sp. na dose de 2500
mg/kg, pela via gavagem durante 30 dias foi considerada levemente toxica em funcéo da baixa
letalidade, enquanto que a administragdo subcronica do extrato na dose de 1500 mg/kg
demonstrou maior seguranca na administracdo durante 30 dias de tratamento.
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