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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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RESUMO: A obesidade pode ser tratada por um nimero limitado de medicamentos
e apesar de demonstrarem eficacia, produzem efeitos colaterais indesejaveis. Por
conseguinte, a procura de terapias alternativas naturais esta atraindo cada vez mais
a atencao da ciéncia. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracées no peso
corporal de camundongos tratados com extrato de microalgas nas doses de 1500 e
2500mg.Kg1. Os animais foram divididos em 3 grupos: controle (CTL), solucao salina
0,9%; EXP 1, extrato de microalgas na dose 1500mg.Kg1 e EXP 2, extrato de
microalgas na dose de 2500mg.Kg1. A administracao ocorreu por via oral (gavagem)
durante 30 dias e o peso corporal, consumos de agua e racao foram avaliados. As
microalgas liofilizadas foram obtidas de uma lagoa facultativa de tratamento terciario
de dejetos de suinos. Foi observada uma reducao no ganho de peso corporal dos
grupos EXP 1 e EXP 2 em relacao ao CTL. Além disso, houve diminuicao no consumo
de agua nos grupos EXP 1 e EXP 2 quando comparado com CTL. O consumo de racao
foi maior nos grupos EXP 1 e EXP 2 em relacdo ao CTL. Em conclusao, o extrato de
microalgas pareceu ser eficaz na reducao de peso ponderal de camundongos que
tiveram elevada ingestao de alimento e, por este motivo, pode surgir como uma
alternativa para a producao de formulacoes terapéuticas e profilaticas para casos de
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sobrepeso.
PALAVRAS-CHAVE: Peso corporal. Obesidade. Microalgas. Camundongos.

1. INTRODUCAO

O sobrepeso € um problema de Saude Publica, sendo considerado pela OMS
uma epidemia silenciosa global e um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de diversas doencas cronicas (LOPES et al., 2012). Dentre essas
doencas, podemos citar a hipertensao arterial sistémica, hipercolesterolemia,
dislipidemia, doencas hepaticas, risco de aterosclerose, sindrome metabdlica, altas
taxas de mortalidade para doencas cardiovasculares, neoplasicas e ortopédicas
(SANTOS et al., 2016). Além disso, 0 excesso de peso € considerado um fator de risco
para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, sendo esta a principal
caracteristica do diabetes tipo 2 (FREITAS et al., 2014)

No Brasil, os dados indicam que 12,7% das mulheres e 8,8% dos homens
adultos brasileiros sao obesos, sendo mais relevante nas regidoes Sul e Sudeste do
pais. Esta tendéncia de aumento da obesidade foi registrada para homens e
mulheres de todas as faixas de renda, no periodo de 1974 a 1989, dados que ainda
se aplicam nos dias atuais (BRASIL, 2006). Esse aumento na magnitude da
obesidade e da velocidade da sua evolucao ocorre devido ao fato do consumo
alimentar ter sofrido intensas e rapidas modificacdes com progressiva substituicao
da escassez pelo consumo excessivo de alimentos. Essas mudancas no padrao
alimentar sao consideradas as causas centrais do aumento nas taxas de obesidade
e doencas crénicas (RECH et al., 2016).

Neste sentido, os alimentos nutracéuticos se mostram como uma boa opcao
para a o problema da obesidade, uma vez que se caracterizam por oferecer varios
beneficios a salude e elevado valor nutritivo inerente a sua composicao quimica,
podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na prevencao e/ou
tratamento de doencas cronico-degenerativas. Tais produtos abrangem os nutrientes
isolados, suplementos dietéticos e outros alimentos (MORAES; COLLA, 2006) e
podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos poliinsaturados,
proteinas, peptideos, aminoacidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas e
antioxidantes (ANDLAUER; FURST, 2002).

Atualmente, existe uma grande demanda por microalgas nas indUstrias
nutracéutica e farmacéutica visto que a suplementacao com dietas que possuam
acidos graxos, presentes em diversas espécies de microalgas, (DUARTE, 2010)
podem ter um efeito benéfico em doencas como a obesidade. Diversas sao as
microalgas que podem ser encontradas em um consorcio algaceo, dentre elas a
Chlorella spp., uma das espécies vendidas como suplemento alimentar (PEREIRA et
al., 2012) que ja foi examinada quanto aos seus efeitos biolégicos na atenuagao dos
fatores de risco metabdlicos, tais como obesidade, diabetes mellitus tipo 2,
resisténcia a insulina, hipertensao, dislipidemia e doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica. Scenedesmus spp. € também uma espécie de microalga verde comum de
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agua doce, conhecida pelo seu valor nutricional e considerada como potencial aditivo
alimentar, mas para as quais nao existe producao comercial (KUMAR et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes no peso corporal de animais
tratados pela via gavagem com extrato de microalgas contendo as espécies Chlorella
spp. e Scenedesmus spp., has doses de 1500mg.Kgl e 2500mg.Kgl em
camundongos.

2. METODOLOGIA
2.1. Obtengao da biomassa e do extrato microalgal

As microalgas foram obtidas de uma lagoa facultativa empregada como
processo de tratamento terciario de dejetos suinos, localizada na EMBRAPA Suinos
e Aves (Concordia, SC). O cultivo foi realizado em escala piloto em uma casa de
vegetacao sob luz natural (90-733 pymol m2s1) e temperatura ambiente (15,4-48
°C). Apos 7 dias a biomassa foi separada por centrifugacao (EVODOS, T10, Holanda).
As células foram ressuspensas em agua livre de nutrientes, e apos 25 dias de
privacao nutricional a biomassa foi novamente centrifugada e liofilizada.

Para a obtencdao do extrato, foi determinada a quantidade de biomassa
microalgal liofilizada necessaria para a obtencao das doses de 1500mg.Kg?l e
2500mg.Kg1 e, em seguida, a biomassa foi ressuspendida em solucao salina e o
material processado em equipamento de ultrassom (QSonica Ultrasonic Processor
Q700) em banho de gelo, com o objetivo de propiciar o rompimento celular e
liberacao do conteldo intracelular. Apds o tempo de sonificacao, os extratos foram
centrifugados a 2500rpm, por 5 min, e 0 sobrenadante foi administrado nos animais
conforme o peso individual de cada animal.

2.2. Animais de experimentacao e cuidados éticos

Para o teste foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com
60 dias de idade, pesando entre 30 e 40g. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da URI - Erechim, sob protocolo n° 30. No final do
experimento os animais foram sacrificados com dose letal de anestésico Zoletil IM
®.

2.3. Delineamento experimental

Para a realizacao do experimento foram utilizados 23 camundongos
provenientes do Laboratério de Experimentacao Animal da Universidade. Os animais
foram acondicionados em caixas separadas, a 22 + 2°C e um ciclo de 12h luz/12h
escuro, com acesso a agua e alimentacao ad libitum.

s
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Os animais foram divididos em 3 grupos, sendo eles: grupo controle (CTL)
(n=8), que recebeu solucao salina 0,9%, na dose de 10mL.Kg1 via gavagem; grupo
EXP 1 (n=8), recebeu o extrato de microalgas na dose 1500 mg.Kg1 via gavagem e
0 grupo EXP 2 (n=7), que recebeu o extrato de microalgas na dose de 2500mg.Kg1,
via gavagem. A administracao dos tratamentos nos grupos ocorreu diariamente,
durante 30 dias consecutivos e 0 peso corporal e os consumos de agua e racao
foram avaliados a cada 7 dias.

2.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos através de média + desvio padrao (Média + DP).
O tratamento estatistico foi realizado através da analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo teste de comparacao multipla de Tukey, usando software validado
(GraphPad Prism6®). Considerou-se um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Peso corporal

Na Figura 1, pode-se observar uma reducao significativa no ganho de peso
corporal dos camundongos do grupo EXP 1 logo no inicio do tratamento (1° ao 7°
dia) em relacao ao CTL, mas que foi recuperada no periodo seguinte (7 ao 14° dia),
porém sem diferenca significativa. Entretanto, observando os resultados obtidos ao
longo de todo o tratamento (1 ao 30° dia), pode-se observar uma reducao
significativa no ganho de peso corporal, tanto no grupo EXP 1 como no grupo EXP 2
em relacao ao grupo CTL.

Estes resultados sugerem que o extrato microalgal nas doses de 1500 e
2500mg.Kg1 pode causar indicios de toxicidade no tratamento subcronico de 30
dias, baseado na informacao de que a reducao na massa corporal € um sinal de
toxicidade sistémica (TEO et al., 2002).

Por outro lado, estudos clinicos e experimentais realizados por Queiroz (2014)
em ratos obesos demonstraram que a administragcao de Chlorella vulgaris pode
normalizar o peso corporal. Varios estudos com Chlorella spp. vém demonstrando
efeitos farmacolégicos, se utilizadas com cautela. Nesse sentido, essa alga
unicelular de agua doce rica em nutrientes e comumente utilizada como suplemento
alimentar surge como alternativa terapéutica e profilatica para a obesidade
(QUEIROZ, 2014).

Queiroz (2014) encontrou valores significativamente menores de glicemia,
determinados pelos testes de tolerancia a glicose e a insulina nos animais obesos
tratados com Chlorella vulgaris, sugerindo melhora na sensibilidade a insulina.
Outros estudos da administracao da Chlorella vulgaris em animais demonstraram
efeitos benignos a nivel de indmeras fungdes bioquimicas, tais como efeito
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antioxidante e diminuicao dos niveis de glicose em roedores diabéticos (DUARTE,
2010). Estudos realizados em coelhos revelaram melhoramentos na atividade anti-
inflamatéria e diminuicao dos niveis de colesterol apdés suplementacao com C.
vulgaris (LEE et al, 2010).

A suplementacao em dietas com niveis de PUFA (acidos graxos poli-
insaturados), presentes em diversas espécies de microalgas, parece ter um efeito
benéfico, como em doencas como a artrite reumatdide, doenca de Chron, fibrose
cistica, obesidade, aterosclerose, entre outras (DUARTE, 2010; ROSA, 2014).
Simultaneamente, a sintese de carotendides pela maioria das microalgas &€, também,
um caminho possivel para um suplemento dietético (MIMOUNI et al., 2012).

Marques (2012) testou uma suplementacao concomitante de acido linoleico,
presente em Chlorella spp., (FERNANDEZ et al., 2013; BENITEZ et al, 2015) e de
fitosterdis e concluiu que esta associacao apresentou efeitos biologicos benéficos
no controle do ganho de peso e da glicemia em jejum, em camundongos recebendo
dieta hiperlipidica. Esses estudos incentivam a continuacdao de pesquisas que
investiguem os efeitos sinérgicos de acido linoleico provenientes de microalgas e
fitosterdis, com posterior desenvolvimento de nutracéuticos ou de alimentos
funcionais.

Figura 1: Analise de ganho de peso corporal ao longo do tratamento dos animais de diferentes
grupos durante 30 dias

Ganho de peso corporal (g)

-4 I 1 1 ) 1
1-7 714 1421 21-30 1-30

Dias de tratamento

Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
com p<0,05.
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Figura 2: Analise do peso corporal dos animais de diferentes grupos no inicio e no final do
tratamento
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Os dados estdo expressos em média+DP.

3.2. Consumo de agua e de racdo

Conforme os dados da Figura 3, pode-se observar que houve uma diminuicao
significativa no consumo de agua dos animais do grupo EXP 1 quando comparado
com os grupos CTL e EXP 2 no inicio do tratamento (1° ao 7° dia), mas que esta
reducao foi recuperada ao longo (1-30) e ao final do tratamento (21-30),
aumentando significativamente este consumo em relacao ao grupo CTL. Ainda se
constata que o grupo EXP 2 apresentou um aumento significativo no consumo de
agua quando comparado com o grupo CTL na metade do tratamento (7-14),
entretanto, teve uma reducao significativa ao longo do tratamento (1-30) em relacao
ao grupo CTL. Além disso, o grupo EXP 2 manteve a reducao do consumo de agua de
maneira significativa no final do tratamento (21-30) quando comparado aos grupos
CTL e EXP 1.

A partir desses resultados, € possivel constatar que o grupo EXP 1, tratado
com a dose de 1500mg.Kg1, teve maior dificuldade de adaptacao a administracao
do extrato no inicio do experimento, o que levou uma diminuicao no consumo de
agua. No entanto, no término da exposicao, foi observado aumento no consumo de
agua dos animais. Os animais que receberam o extrato de microalgas na dose de
2500mg.Kg1 também apresentaram diminuicao neste consumo.

Essas alteracbes em animais de experimentacao sao, em muitos casos,
inevitaveis, pois sao reflexo de fatores de inducao de estresse, que possui natureza
emocional ou psicolégica. Por consequéncia, quando nao se alcanca a habituacao
dos animais as condicoes de perturbacao, que incluem como, por exemplo, o
manuseio dos camundongos no momento da administracao das substancias
estudadas, pode-se perceber a presenca de respostas de ma adaptacao, o que inclui
0 baixo consumo hidrico (ANDRADE et al., 2002).
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Figura 3: Consumo de agua dos animais de diferentes grupos durante 30 dias.
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Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relacao ao grupo controle
com p<0,05 e adiferenca significativa entre os grupos EXP 1 e EXP 2, com p<0,05.

A Figura 4 mostra o consumo de racao pelos diferentes grupos durante o
experimento. Podemos observar um aumento constante no decorrer do experimento
no consumo do grupo EXP 2 quando comparado com o grupo CTL, em todos os
periodos registrados (1-7; 7-14; 14-21; 21-30; 1-30). Ja o grupo EXP 1 consumiu
menos racao nos periodos do 7-14 e 14-21 dias de tratamento em relacao aos
grupos CTL e EXP 2. Em contrapartida, foi observado um aumento no consumo de
racao no grupo EPX 1 no inicio (1-7), final (21-30) e ao longo do experimento (1-30)
guando comparado ao grupo CTL, o que representa uma recuperacao neste consumo
pelo grupo EXP 1.

Estes resultados indicam que a administracao subcronica do extrato de
microalgas nas doses de 1500mg.Kg1 e 2500mg.Kg1 promoveu maior ingestao de
racao pelos animais destes grupos, porém sem aumentar diretamente o peso
corporal dos camundongos. Esses resultados se assemelham aos encontrados em
um estudo clinico e experimental realizado por Vecina et al. (2014) em ratos obesos,
onde foi possivel verificar que a administracao de Chlorella vulgaris pode regularizar
0s niveis séricos de colesterol e de glicose e reduzir a hipertensao e, ainda, impede
o alto teor de gordura induzida por dieta, reduzindo triglicérides, colesterol e niveis
de acidos graxos livres. Da mesma forma, a administracao desta espécie de
microalgas foi capaz de normalizar o peso corporal em estudos realizados (QUEIROZ,
2014).

Extratos de Chlorella pyrenoidosa ja estao sendo utilizados pela populacao
como uma alternativa de tratamento para a obesidade, por ser um produto natural e
que possui menos efeitos adversos, comparado com a terapia medicamentosa
convencional para esta doencga (SIMAO, 2013). No estudo de Cherng e Shih (2006),
a administracao de Chlorella em camundongos mostrou afetar algumas funcoes
bioguimicas e fisiolégicas, tais como a melhora a sensibilidade a insulina em ratos
diabéticos induzidos com estreptozotocina. Da mesma forma, Lee e Kim (2009)
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relataram que a ingestao dessa espécie de microalga pode prevenir a resisténcia a
insulina em ratos Wistar alimentados com uma dieta rica em gordura. Além disso,
Hidaka et al. (2004) estudou a acado da microalga Chlorella pyrenoidosa no controle
do ganho de peso corporal de ratas ovariectomizadas e analisando os resultados
encontrados sugeriu-se que a suplementacao com C. pyrenoidosa pode ser Util para
controlar o peso corporal e melhorar o metabolismo lipidico de mulheres na
menopausa, periodo no qual € comum ocorrer aumento de peso.

A obesidade pode atualmente ser tratada por um ndmero limitado de
medicamentos, e apesar de demonstrarem alguma eficacia reduzindo o peso
corporal e melhorando parametros metabdlicos, eles produzem um bom nidmero de
efeitos colaterais indesejaveis. Por conseguinte, a procura de terapias alternativas,
como o0s produtos naturais, esta atraindo cada vez mais a atengao da ciéncia. Neste
contexto, as microalgas surgem como um tratamento alternativo e profilatico contra
complicacoes relacionadas a obesidade (VECINA et al., 2014).

Figura 4: Consumo de ragao dos animais de diferentes grupos durante 30 dias.

400+
@ CTL
200 * EXP 1
| @ EXP2

Consumo de racao (g)
S
T

1-7 7-14 14-21 21-30 1-30
Dias de tratamento

Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relacao ao grupo controle
com p<0,05 e adiferenca significativa entre os grupos EXP 1 e EXP 2, com p<0,05.

4. CONCLUSAO

0 extrato de microalgas, contendo as espécies Chlorella spp. e Scenedesmus
spp, nas doses de 1500mg.K g1 e 2500mg.K g1, pareceu ser eficaz em reduzir o
peso corporal de camundongos que tiveram elevada ingestao de alimento e, por este
motivo, esse tipo de suplemento alimentar pode surgir como uma alternativa para a
producao de formulacdes terapéuticas e profilaticas para casos de sobrepeso.
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ABSTRACT: Obesity can be treated by a limited number of drugs and, despite their
effectiveness, produce undesirable side effects. Therefore, a search for alternative
therapies is attracting more and more the attention of science. The objective of this
study was to evaluated the body weight of mice supplemented with extract of
microalgae at doses of 1500 and 2500 mg.Kg1. The animals were divided into three
groups: control (CTL), saline solution 0.9%; EXP 1, extract of microalgae at the dose
1500mg.Kg-1 and EXP 2, extract of microalgae at the dose of 2500mg.Kg2. The
administration occurred orally (gavage) during 30 days and body weight, water and
feed intake were evaluated. The freeze-dried microalgae used in the experiment were
obtained from a facultative lagoon of tertiary treatment of swine manure. There was
a reduction in the body weight of the EXP 1 and EXP 2 groups in relation to the CTL.
In addition, there was a decrease in the water consumption of the EXP 1 group,
comparing with CTL and EXP 2. Dehydration consumption was higher in the EXP 2
group compared to CTL and also higher in the EXP 1 group. In conclusion, the
microalgae extract seems to be effective in reducing weight of mice that had high
food intake and, for this reason, may arise as an alternative for the production of
therapeutic and prophylactic formulations for cases of overweight.

KEYWORDS: Body weight. Obesity. Microalgae. Mice.
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