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Resumo

As microalgas tém um papel fundamental na producdo de diversos organismos
marinhos, principalmente na sua fase larvar, sendo indispensaveis a sua criacdo. Para
além da sua importancia nutricional, diversos estudos apontam para a existéncia de
outros compostos com propriedades imunomodulatorias em microalgas. Estes
compostos podem ajudar a reduzir os impactos nos surtos de zoonoses em instalagoes
de aquacultura, nomeadamente na de Sparus aurata.

Neste trabalho estudou-se a actividade biologica de extractos aquosos das
microalgas Tetraselmis chuii (T-iso), Isochrysis galbana, Nannochloropsis oculata,
Scenedesmus sp. e Botryococcus braunii em relacdo a sua influéncia no respiratory
burst de fagdcitos de Sparus aurata e a capacidade antimicrobiana sobre Listonella
anguillarum, Vibrio fischeri e Photobacterium danselae piscicida dos extractos
aquosos, de hexano acetona e éter dietilico das referidas microalgas. Também se
determinou a actividade antioxidante dos extractos aquosos por método de DPPH e por
capacidade quelante de Fe** e Cu®".

O presente trabalho apontou para a existéncia de propriedades antioxidantes,
determinadas pelo método DPPH, nos extractos aquosos com 10 mg/mL de T. chuii, B.
braunii, Scenedesmus sp. e N. oculata, tendo registado actividades antioxidantes de
73,2+£2,4%; 38,6+4,9%; 23,0+3,1% e 18,6+£3,0%, respectivamente. Todos os extractos
aguosos mostraram capacidade quelante de Fe®*, com a I. galbana e a Scenedesmus sp.
a terem o registo mais elevado de, respectivamente, 101,24+2,69% e 102,09+1,03%. A
actividade quelante de Cu®* de I. galbana, T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N.
oculata foi respectivamente de 32,53 + 5,89%, 18,43 £ 18,56%, 26,27 + 18,03%, 9,68 +
16,84% e 29,32 + 17,76%.

O estudo da inducdo da producdo de ROS apenas revelou diferencas
significativas nas amostras de 2 dos 3 peixes estudados individualmente, destacando-se
as microalgas I. galbana e Scenedesmus sp.. No entanto ndo houve diferencas
significativas considerando a média dos 3 peixes, concluiundo-se que os fagocitos
reagem de forma diferente de peixe para peixe ao estimulo provocado por estas
microalgas. Quanto & inducdo da producdo de NO, apenas a |. galbana estimulou a sua
producéo.

N&o foram observadas propriedades antibidticas nos extractos aquosos
estudados, sobre L. anguillarum nem contra P. damselae piscicida.



Palavras — chave: microalgas; actividade antioxidante; actividade antimicrobiana;

actividade quelante, respiratory burst.
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Lista de acronimos

AND — Acido Desoxirribonucleico.

DHA — Acido Docosohexaengico.

DMSO - Sulfoxido dimetilico ou Dimethyl sulfoxide.

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo.

EDTA — Acido Etilenodiaminatetracético.

EPA — Acido Eicosapentaenoico.

FAQO — Food and Agriculture Organization of the United Nations.
HBSS — Hank's Buffered Salt Solution.

L-15 — Meio de cultura Leibovitz.

PMA — Acetato de forbolmiristato ou Phorbol Myristate Acetate.
PUFA — Acidos gordos polinsaturados ou Poly Unsaturated Fatty Acids.
RNS — Espécies reactivas de azoto ou Reactive Nitrogen Species.

ROS — Espécies reactivas de oxigénio ou Reactive Oxygen Species.

RSA — Actividade de captagao de radicais livres ou Radical Scavenging Activity.

SBF — Soro Fetal de Bovino.

TA — Temperatura Ambiente.

TSA — Agar triptona de soja ou Tryptone Soya Agar.

TSB — Agar triptona de soja liquido ou Tryptone Soya Broth.
UA — Unidades de Absorvancia.

USCB - United States Census Bureau.
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1. Introducéo

Nos ultimos anos assistimos ao crescimento da populagdo mundial, estimando-
se que se ultrapasse os 7.000 milhdes de habitantes em 2012 (USCB., 2011) e
consequentemente, a uma necessidade de encontrar recursos em quantidade e qualidade
suficientes para alimentar um tdo vasto numero de pessoas. Uma das formas de
aumentar a quantidade de recursos disponiveis, nomeadamente a proveniente dos
oceanos, € a aquacultura, processo esse que se tem desenvolvido rapidamente nas
ultimas décadas.

A industria da aquacultura aumentou de forma significativa a sua importancia
como fonte de proteina animal para satisfazer a crescente procura dos mercados
mundiais, tendo o seu crescimento quadruplicado nos altimos 20 anos (Naylor et al.
2000). O consumo de peixe em todo o mundo, em 2006, foi de cerca de 106 milhdes de
toneladas, entre os quais, apenas 43% provieram de aquacultura (FAO, 2007). Uma das
razGes para 0 aumento do consumo de peixe de aquacultura é o decréscimo dos stocks
selvagens de muitas espécies devido ao impacte de diversas actividades humanas, entre
as quais a pesca (Tidwell & Allan, 2001). O exemplo que melhor ilustra 0 sucesso e
crescimento da aquacultura € o salméo do Atlantico (Salmo salar L.), cuja producdo em
aquacultura supera largamente as capturas selvagens (Asche, 1996). Outra espécie
produzida em grande quantidade em aquacultura, principalmente na regido
mediterranica, € a dourada (Sparus aurata L.; fig. 1A). A dourada € uma espécie
subtropical, da familia Sparidae, cuja distribuicdo se estende desde o Mediterraneo até
as regides costeiras da zona Este Atlantica, entre o Senegal e a Escocia (FishBase,
2011). Pode atingir um comprimento méaximo de 70 cm e habita predominantemente a
zona infralitoral, em fundos arenosos (Saldanha, 1997). A sua producdo mundial em
aquacultura ultrapassou as 120 mil toneladas em 2007, tendo este sido o0 ano de maior
producdo registado até a data (FAO, 2011).

1.1. Aquacultura de dourada

S. aurata (fig. 1A) é um peixe hermafrodita protandrico com desenvolvimento
ovarico assincrono (Chavanne et al., 2008) e os machos atingem a maturidade sexual
por volta dos dois anos (20-30 cm). A escala temporal em que ocorre a alteracédo sexual
de machos para fémeas € incerta, embora geralmente ocorra ao fim de 1 a 2 anos de
actividade do peixe como macho. Normalmente existe uma parte do cardume, tanto em
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cativeiro com na Natureza em que alguns elementos ndo tém funcdo sexual activa. A
determinacdo sexual é importante quando se pretende obter casais para desova (Bruslé-
Sicard & Fourcault, 1997).

O sistema de producdo de dourada (fig. 2) inclui, em muitas instalacbes de
aquacultura, grupos de reprodutores, embora estes também possam ser capturados na
natureza. Apos a desova, as larvas (fig. 1B) sdo mantidas em tanques de 600 a 10.000
litros (fig. 3A), alimentando-se endogenamente durante 3 a 4 dias. Apds este periodo
comecam a alimentar-se de rotiferos, que sdo bioencapsulados com microalgas de perfil
nutricional adequado. 10 dias pos eclosdo comecam a ser alimentadas com nauplius de
Artemia salina até as larvas completarem a metamorfose. Durante o periodo em que é
necessario fornecer alimento bioencapsulado noutros organismos, por norma Ssdo
adicionadas microalgas a agua do tanque as quais, para além de terem uma funcéo
nutritiva, também contribuem para a limpeza da agua e fornecimento de oxigénio
(Wittenrich, 2007; FAO, 2011).

Figura 1 — Dourada adulta (A) e larva de dourada (B). Fonte (A):
http://extra.istitutoveneto.it/venezia/divulgazione/pirelli/pirelli_2005_en/Banca_Dati_Ambientale/192.16

8.10.66/pirelli_new/divulgazione/valli/index9e43.html

Apds 0 momento em que se comecam a alimentar de compostos preparados, 0s
juvenis sdo colocados em tanques progressivamente maiores (fig. 3B). Os juvenis de
maiores dimensdes podem ser mantidos em jaulas no oceano ou em lagoas de &gua
salgada. O processo de producdo de dourada em cativeiro demora cerca de um ano,
altura em que os peixes atingem um peso de mercado de cerca de 300 a 400 g (FAO,
2011).
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Figura 2 — Esquema do ciclo de cultivo de dourada e respectivas fases de desenvolvimento. Fonte:

http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Sparus_aurata/en

Figura 3 — Tipos de tanques de cultivo de dourada, com um exemplo de tanque larvar (A) e raceways para

crescimento de juvenis (B). Fonte: http://www.fao.org/fishery/culturedspecies/Sparus_aurata/en



1.2. Doencas infecciosas em aquacultura

Uma das maiores dificuldades que a aquacultura moderna enfrenta € a
ocorréncia de doencas infecciosas. A alta densidade de peixe mantida nos tanques e a
elevada quantidade de matéria organica em suspensao e dissolvida resultante, criam um
meio propicio para o crescimento e transmissdo de agentes patogénicos (Shoemaker et
al., 2000). As altas densidades de peixe conduzem a um aumento de stress a que oS
animais estdo sujeitos, enfraquecendo o seu sistema imunolégico (Moriarty, 1999).

A continua exposi¢do dos organismos a factores de stress vai portanto, diminuir
a sua resisténcia a agentes patogenicos. A ocorréncia de doencas infecciosas, na maioria
das espécies cultivadas causa epizootias, ou seja, doengas contagiosas que atacam um
namero elevado de animais a0 mesmo tempo e na mesma regido e que se propagam
com rapidez. A primeira bactéria a ser relacionada como causadora de doenca em peixes
foi a Listonella (Vibrio) anguillarum, em 1718 (Nygaard, 2006). Os agentes
patogénicos mais comuns sdo as bactérias Gram-negativas Aeromonas spp. e Vibrio
spp.. Estes dois géneros pertencem a familia Vibrionaceae e causam grande mortalidade
em instalacbes de aquacultura devido a alta densidade de stock em instalacdes
confinadas. Aeromonas spp. contaminam preferencialmente peixes de agua doce,
enquanto o Vibrio spp. causa maior contaminacdo em peixes de agua salgada. As
espécies descritas de Vibrio incluem V. (Listonella) anguillarum, V. ordalli, V. damsela,
V. carchariae, V. vulnificus, V. alginolyticus e V. salmonicida (Reed & Francis-Floyd,
1996), entre muitas outras.

Os oomicetos Saprolegnia parasitica e os fungos Fusarium spp. séo o segundo
tipo de infeccdo mais comum, sendo particularmente vulnerdveis a elas os crustaceos
decapodes e 0 salméo (Salmo sp., Pottinger & Day, 1999; Subasinghe et al., 2000).

As bactérias Gram-positivas do género Streptococus afectam maioritariamente
espécies de agua doce, como por exemplo a tilapia (Oreochromis spp. Shoemaker et al.,
2000). Outro agente patogénico que tem causado zoonoses graves em diversas espécies
de peixe, como por exemplo a Solea senegalensis K., é a bactéria Photobacterium
damselae piscicida, antes designada por Pasteurella piscicida (Zorrilla et al., 1999;
Arijo et al., 2005). A doenca causada pelo P. damselae piscicida caracteriza-se pela
presenca de nodulos brancos nos 6rgéos internos, normalmente nos rins e bago, e feridas
na pele. A mortalidade da S. senegalensis é particularmente elevada quando a

temperatura da dgua ultrapassa os 18°C (Diaz-Rosales, 2007).



Relativamente a producdo de dourada, 0s agentes patogénicos mais frequentes
sdo: Vibrio (ou Listonella) aguillarum, V. alginolyticus, V. harvey e V. splendidus —
causadores de vibriose; Photobacterirm damsela piscicida — causador de pasteureolise
ou pseudotuberculose; Pseudomonas fluorescens — causador de septicemia; Flexibacter
spp. — causadoras de necrose, periotite cranial e vertebral e Aeromonas spp. causadoras
de furunculose (Balebona, 1998). Na Tabela 1 encontram-se resumidas as doengas que
mais afectam a dourada de aquacultura.

Devido as perdas economicas associadas a prevencao e tratamento de infecgdes,
impactos ambientais sobre 0s ecossistemas e questdes de seguranca humana, os varios
agentes patogénicos referidos sdo alvo de grande preocupagdo para a inddstria da
aquacultura. Uma vez que alguns destes patogenos como o Vibrio spp. (Blake et al.
1979), Aeromonas spp. (Gracey et al., 1982) e Streptococcus spp. (Appelbaum, 1992)
sdo potenciais transmissores de zoonoses, ou seja, podem contagiar o ser humano, sendo
necessario garantir a seguranca dos produtos de aquacultura de forma a ndo colocar em
risco a saude publica. O Vibrio spp. em particular, é transmissivel por consumo de peixe
ou marisco infectado podendo causar gastroenterite (Ottaviani et al., 2010), septicémia
(Anderson et al., 2004) e colera (Jain et al., 2011).



Tabela 1 - Doencas que mais afectam a dourada e respectivas medidas de controlo
(Fonte: FAO, 2011)

Doenca Agente Tipo Sindrome Medidas
Vacinacdo de reprodutores e
. ) ) juvenis; Uso de
Pasteurolise | Photobacterium . Anorexia; i )
Bacteria imunoestimulantes e
ou Pseudo | damselae necrose das .
o Gram - o tratamentos vitaminicos;
tuberculose | piscicida branquias o ] N
antibioticos; desinfeccdo da
agua
Pele escura;
Photobacterium . letargia; Evitar alimentos com alto teor
Bacteria ] o o
damselae abdémen lipidico; antibidticos;
Gram - ) ) ) ) )
damselae distendido; desinfeccdo da agua
hemorragias
Hemorragias;
o Vibrio Bactéria pele escura; | Antibidticos; desinfeccdo da
Vibriose . . . ,
alginolyticus Gram - lesGes na | agua
pele
Letargia;
Vibrio o anorexia; o ) 3
) Bactéria Antibidticos; desinfeccdo da
(Listonella) cabeca em |
) Gram - o agua
anguillarum posicao
descendente
) ) o ] Pseudo Reduzir a alimentacdo; reduzir
Linfocistes | Iridoviridae Virus

tumor branco

a biomassa

Contudo, e sendo em primeiro lugar agentes patogénicos de organismos

marinhos, estes parasitas podem afectar as populacdes selvagens de diversas espécies, e

ndo s6 os organismos directamente relacionados com o stock de criagdo. Como

exemplo, a bactéria A. salmonicida, tem a capacidade de infectar a maioria dos

salmonideos, podendo infectar também muitas outras espécies de peixe, tais como

Carassius auratus auratus, Salvelinus fontinalis M., Thymallus thymallus L.,

Coregonus spp., Lota lota L. e Leuciscus leuciscus L. (Austin, 1993; Hirvel&-Koski,
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2005). Dai o perigo da ocorréncia de surtos de agentes patogénicos em instalacdes de
aquacultura, transmissiveis pela &gua, que podem contaminar todo o0 ecossistema
envolvente. Problemas deste género podem ainda ser disseminados de forma mais
ampla quando ocorrem fugas de peixes infectados para 0 meio selvagem. Registos de
problemas deste género ja causaram declinios graves, ou mesmo a extincdo de
populacdes isoladas que tinham defesas reduzidas contra estirpes de agentes
patogénicos aos quais nunca tinham sido expostas (Heggberget et al. 1993). Alguns
exemplos disto incluem a extingdo de 30 populacBes de salmao por contaminagdo com
Platelmintes Gyrodactylus salaris, mortalidade de salmdo adulto selvagem por
contaminagdo com furunculdse (Heggberget et al. 1993) ou o contagio por parasitas dos
género  Bothriocephalus spp., normalmente presente na carpa chinesa
Hypoththalmichthys molitrix e endémica do rio Amur, na China, mas que actualmente
se encontra disseminada por todo o mundo devido ao comércio de ciprinideos para
aquacultura (Boomker et al., 1980). Por todas estas razdes torna-se essencial evitar a

ocorréncia de doencas em peixes de aquacultura.

1.2. Sistema imunitario dos peixes

O sistema imunitario protege o organismo contra doencas, identificando e
eliminando os agentes patogénicos e combatendo o desenvolvimento de tumores
(Shankaran et al., 2001). Outra funcdo importante do sistema imunitario consiste em
participar no processo que mantém a homeostasia durante o processo de crescimento do
organismo apds a reaccdo a uma resposta inflamatéria ou danos nos tecidos lesados
(Magnadotir, 2010).

A organizacdo anatomica do sistema linféide dos peixes teledsteos (fig. 4) inclui
o timo, rim cefélico (head kidney), baco e a mucosa associada ao tecido do sistema
linféide (lwama & Nakanishi, 1996). Os peixes dependem de mecanismos de defesa,
especificos ou adaptativos e ndo especificos, também designados de inatos, que 0s
protegem de agentes patogénicos, incluindo bactérias, virus e outros parasitas (Iwana &
Nakanishi, 1996). Embora ambos 0s sistemas imunitarios inato e adaptativo tenham
mecanismos de protec¢do contra organismos invasores, diferem de vérias formas. O
sistema imunitario adaptativo necessita de algum tempo para reagir contra 0 organismo

invasor da primeira vez que o detecta no organismo, enquanto o sistema imunitéario



inato inclui sistemas de defesa que, na sua maioria, estdo sempre presentes e prontos

para serem mobilizados em caso de infeccéo.

Rim
Figado cefélico

: Mucosa
Timo

Mucosa associada as
branquias

Tecido linfoide Bago
associado ao intestino

Figura 4 - Estruturas do sistema imunitario de um peixe teledsteo, fémea. Adaptado de Scott (1996).

O sistema imunitério adaptativo é especifico para um antigénio e reage apenas
contra 0 organismo que induz a sua resposta. Pelo contrério, o sistema imunitario inato
ndo € especifico para um antigeno e reage da mesma forma para uma grande variedade
de organismos. O sistema adaptativo também possui memdria imunoldgica, ou seja,
reconhece um organismo invasor, ou uma das suas moléculas, que tenham entrado em
contacto com células desse sistema reagindo mais rapidamente a exposic¢éo posterior ao
mesmo organismo. Pelo contrario, o sistema imunitario inato ndo possui memoria
imunoldgica, dai ndo ter capacidade de desencadear mecanismos de defesa mais
eficazes e rapidos em caso de exposicdes subsequentes ao mesmo agente como 0
adaptativo (lwama & Nakanishi, 1996).

O conjunto de orgaos do sistema imune dos peixes € menos complexo que o dos
mamiferos, tendo um potencial de resposta mais limitado para combater invasdes por
agentes patogénicos, dai a maior importancia do sistema inato dos peixes (Tort et al.,

2003). Comparativamente aos mamiferos, os peixes tém menor afinidade para
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anticorpos e dai uma menor resposta contra esses anticorpos, possuem também uma
memoria imunitaria mais fraca. Por outro lado, possuem tecido linfoide associado a
pele, branquias e intestino que protegem 0s peixes contra agentes patogénicos. A
epiderme dos peixes esta repleta de secrecdes, proteinas antimicrobianas, lisozimas,
fosfatases e tripsina, embora a sua quantidade e actividade varie entre espécies (Fast et
al., 2002).

Nos peixes é de salientar a importancia da zona anterior do rim, head kidney,
que ndo tem funcdo renal (Zapata 1981) e contém uma grande quantidade de tecido
linféide (lIwama & Nakanishi, 1996).

O sistema imunitério inato € dividido em trés constituintes: epitélios e mucosas,
constituintes humorais e componentes celulares. Os epitélios sdo barreiras fisicas contra
agentes invasores enquanto que as mucosas sdo barreiras fisicas e quimicas. Os
constituintes humorais ganham importancia quando as barreiras fisicas sdo rompidas e
ocorre infeccdo, dando inicio ao processo inflamatorio. Os factores humorais estdo
presentes no soro embora também possam ser formados no local da infec¢do e incluem
o0 sistema complemento, o sistema de coagulacdo (Magnadottir, 2010) e lectinas que
actuam como aglutininas de bactérias (Russell & Lumsden 2005). Os peixes também
tém células citotdxicas ndo-especificas que atacam tumores, acreditando-se que sejam
0s equivalentes as células natural killers dos mamiferos (Ellis, 2001; Fischer et al.,
2006).

O sistema imunitario inato inclui componentes celulares, das quais se destacam
as células fagociticas. Os fagocitos sdo células que fazem parte do sistema de imunidade
inato e, como o proprio nome indica, fagocitam virus invasores, inactivando-os
intracelularmente e contribuindo para a regeneracdo dos tecidos afectados por uma
infeccdo. As principais células do sistema imunitario inato dos peixes sdo os neutrofilos
(granuldcitos; fig. 5A) e os mondcitos/macrofagos (fig. 5B), todas células fagociticas
(Magnadottir, 2010). Estas células podem ser extraidas do organismo e ser cultivadas
em laboratorio, de forma a estudar as suas diversas propriedades (Ortufio et al., 2002;
Rodriguez et al., 2003; Castro et al., 2004; Diaz-Rosales et al., 2007). Na pratica, a
forma mais simples de separar fagdcitos dos outros componentes celulares é fazer uma
centrifugagdo por gradiente de densidade com Percoll (Blaxhall & Hood, 1985;
Secombes et al., 1990; Chung & Secombes, 1988 in Novoa et al., 1996). E facil
purificar o meio de forma a termos apenas fagdcitos pois como tém grande capacidade
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de aderéncia a superficies, basta deixar as células em repouso por algumas horas e estas
assentam no fundo da placa de cultivo. Ao aderirem & superficie permitem-nos eliminar
0 sobrenadante e realizar algumas lavagens de forma a eliminar contaminantes,
permanecendo os fagocitos sempre aderentes ao fundo (Secombes, 1990; Lamas &
Ellis, 1994; lwama & Nakanishi, 1996).

e, Y WO 1&\ ,
Figura 5 - A: Granulécitos (Gr) e células linfoides (L) no 6rgdo de Leydig, de uma Raja radiata, 3500x.

B: Macrofago (MO) envolto por clusters de tecido linfoide meningeal de Triakis scyllia. Fonte: Iwama &
Nakanishi, 1996.

1.2.1. Espécies reactivas de oxigénio (ROS)

Os fagocitos tém a capacidade de destruir agentes patogénicos,
intracelularmente, usando uma série de mecanismos, que usualmente sdo designados
como dependentes ou independentes de oxigénio (Secombes in lwama & Nakanishi,
1996). Quando sao fagocitadas particulas, ocorre um aumento do consumo de oxigénio
independente da respiracdo mitocondrial e da glicolise, conduzindo a producao de 6xido
nitrico e a espécies reactivas de oxigénio (ROS do inglés reactive oxygen species;
Secombes & Fletcher, 1992), como por exemplo radical o anido superdxido O, radical
hidroxilo HOe, radical hidroperoxilo HO,’, peréxido de hidrogénio H,0,, acido
hipobromoso HOBr ou 0zono O3 (Cadenas & parker, 2002). E a este processo que se da

0 nome de respiratory burst (Nagelkerke et al., 1990). De acordo com Hardie et al.
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(1996), o O, produzido por fagdcitos de peixe ndo € particularmente toxico para
agentes bacterianos patdgenos, mas o peréxido de hidrogénio e os seus derivados sao,
tendo um papel importante no hospedeiro contra agentes patogénicos (Castro et al.,
2004). Dai a importancia do seu estudo para o combate a doencas em aquacultura.

Por outro lado, apds a fagocitose é necessario eliminar as espécies reactivas de
oxigénio, pois algumas delas, como o anido superdxido, tém um tempo de vida
relativamente longo, apresentando a capacidade de se deslocar para o espago
extracelular (Kontos et al., 1985) e, até certo ponto, as espécies reactivas de oxigenio
também sdo toxicas para 0s organismos onde sdo produzidas. Ao serem libertadas pelos
fagdcitos podem causar danos a compostos biogquimicos sensiveis no espaco
intracelular. Essas lesdes sdo causadas por lipoperoxidacdo, protedlise ou degradacdo de
ADN (Weiss, 1989). E devido a este perigo que existem actualmente varios estudos
sobre antioxidantes, de forma a encontrar formas de proteger 0s organismos quando
afectados por excesso de producdo de espécies reactivas de oxigénio (Secombes, 1990;
Brand-William et al., 1995; Tocher et al., 2002; Hwang et al., 2010).

O balanco entre a producdo de ROS e de antioxidantes determina o grau de
stress oxidativo. Os antioxidantes sdo, como o home indica, moléculas com capacidade
de reagir com outros compostos impedindo a oxidacdo de substéncias. A producéo de
ROS tem sido associada ao envelhecimento celular, respostas a stress e proliferacéo de
cancro, ou seja, a producdo de ROS pode ser benéfica em determinadas situagdes, como
a invasdo do organismo por agentes patogénicos, mas se essa producdo for excessiva
também pode ser prejudicial ao organismo. Contudo, a capacidade das ROS induzirem
danos e morte celular tem vindo a ser explorada como tratamento de células
cancerigenas, atraves de mecanismos mediados por radicais livres (Villamor, 2004).

De acordo com Secombes (1996) e Neumann et al. (2001) os macréfagos e
neutréfilos dos peixes também produzem espécies reactivas de oxigénio durante o
processo de respiratory burst, em concreto o radical anido superéxido (O;), sendo isto
associado a uma capacidades dos fagocitos eliminarem agentes patogénicos bacterianos,
por esse anido ser toxico para bactérias patogénicas (Hardie et al., 1996; Campos-Pérez
et al., 1997). Um exemplo de espécies vulneraveis a radicais oxidativos é a bactéria P.
damselae piscicida (Skarmeta et al., 1995; Barnes et al., 1999).

Algumas reacgdes de oxidagdo-redugdo com metais como intervenientes, tais
como ferro e cobre, também podem potenciar o stress oxidativo. O ferro é
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particularmente relevante neste aspecto, uma vez que atraves da reacdo descrita por
Haber-Weiss/Fenton gera radicias hidroxilo por reacdo do ido ferro 1l com peroxido de
hidrogénio, seguindo-se uma série de reac¢bes que geram mais ROS (Koppenol, 2000).
O ferro tem também relevancia relativamente a proliferacdo de bactérias na agua, uma
vez que é essencial para o seu desenvolvimento (Tort et al., 2003). Assim torna-se
importante reduzir os niveis deste composto na dgua para valores 0 mais proximo de

zero possivel quando ocorre algum surto bacteriano.

1.2.2. Espécies reactivas de azoto (RNS reactive nitrogen species)

Também algumas moléculas reactivas compostas por azoto tém a capacidade de
destruir agentes patogénicos (Secombes, 1990). Estas moléculas sdo também produzidas
por fagocitos de peixe e tém actividade biocida sobre agentes patogénicos (Scott et al.,
1985) e células cancerigenas (Hibbs Jr., 1991). O radical livre NOe« é considerado a
primeira molécula efectora citotoxica contra agentes patogénicos, embora compostos
como os ides nitrito e nitrato, as nitrosaminas (lyengar et al., 1987) e o peroxinitrito
[ONOQOT sejam mais toxicas (Zhu et al., 1992). O NO- pode reagir inclusive, com o ido
superdxido, formando peroxinitrito que causa nitratacdo de proteinas e danos celulares
(Beckman, 1990 in Tiravanti et al., 2004). A toxicidade induzida por NO+< é um
mecanismo antimicrobiano atribuido preferencialmente a macréfagos, embora o0s
neutréfilos também possam ser estimulados a produzir esta molécula (Evans et al.,
1996). Uma das moléculas que induz producdo de NO+< em macrofagos de peixe é a
transferrina, que € uma proteina seroldgica (Stafford et al. 2001), considerada como
uma forma primitiva de imunorregulacdo do sistema inato e em particular, de funcGes
anti microbioldgicas de macréfagos (Neumann et al., 2001).

Contudo, o 6xido nitrico € um importante sinalizador de muitos processos
fisiol6gicos e patoldgicos, incluindo vasodilatacao, inibicdo da agregacao de plaquetas e
neurotransmissdo (Moncada, 1997 in Tiravanti et al., 2004).

1.3. Combate a doengas infecciosas em aquacultura
De forma a evitar e combater agentes patogénicos em instalagdes de aquacultura,
recorria-se muitas vezes a antibidticos e produtos quimicos (tab. 1). Nos anos 80 a

aquacultura de salméo norueguesa sofreu um surto de vibriose que sé ndo levou ao
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colapso desta industria porque se utilizaram grandes quantidades de antibidticos
(Sommerset et al., 2005).

O uso de antibidticos era pratica comum, ndo sé para tratar surtos de doenca
como também em tratamento profilatico, sendo também usados como promotores de
crescimento. A sua utilizacdo era vista como uma alternativa mais econémica que a
aplicacdo de medidas adicionais de higiene e a reducéo da densidade de stock (Grave et
al., 1996).

Segundo Hansen et al. (1992), alguns dos antibidticos mais utilizados como as
quinolonas (acido oxalico e flumequina) e a oxitetraciclina ndo sdo facilmente
biodegradaveis, podendo permanecer activos por longos periodos de tempo no
sedimento e sdo bioacumulaveis nos tecidos do stock criado e de outros organismos que
contactem com este. A utilizacdo excessiva de antibidticos pode conduzir ao
desenvolvimento de bactérias resistentes a esses antibioticos, sendo necessario doses
cada vez maiores para controlar os seus surtos (Gudding et al., 1999). Uma das razoes
para as bactérias poderem potencialmente tornar-se patogénicas para o ser humano
deve-se ao desenvolvimento do armamento metabdlico das bactérias resistentes poder
ser transmitido, por meio de transferéncia horizontal de genes, para os ecossistemas
terrestres (Kruse & Sorum, 1994).

De forma a evitar os problemas causados pela utilizacdo excessiva de
antibidticos, a Unido Europeia proibiu a sua utilizacdo como promotores de crescimento
em todos os produtos para alimentacdo humana, a 1 de Janeiro de 2006 (IP/05/1687
Brussels, 22 December 2005). Devido a esta decisdo a industria da aquacultura tem
vindo a desenvolver esforcos que permitam encontrar alternativas a utilizacdo de
antibioticos.

Nalguns sistemas de piscicultura ja se recorre a vacina¢do, podendo este método
ser utilizado em situagdes de surto infeccioso (lwama & Nakanishi, 1996), ou como
tratamento profilatico para larvas, sendo a vacinacdo dada aos progenitores antes do
processo de fecundacdo (Hanif et al., 2005). Apesar da importancia dos crustaceos,
moluscos e algas marinhas a nivel da producdo mundial em aquacultura, estes
organismos ndo possuem um sistema imunoldgico especifico e adaptado o que torna
impossivel a utilizagdo de vacinas. E no cultivo de peixe que a vacinagio toma
particular importancia. Um exemplo da sua importancia foi a imersdo de peixes em
vacinas baseadas em meio de cultura inactivo de formalina se ter revelado eficaz no
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controlo de surtos de vibriose, nos E.U.A. na década de 1970 e na Noruega na década de
1980 (Sommerset et al., 2006). A eficicia da vacinacao resultou na maior recorréncia a
este tipo de tratamento em detrimento dos antibidticos (Sommerset et al., 2005).
Segundo Sommerset et al. (2006), as vacinas utilizadas actualmente em aquacultura séo
produzidas por grandes empresas, tais como Intervet International (Holandesa),
Novartis Animal Health (Suiga), Schering Plough Animal Health (E.U.A.), Pharmaq
(Norueguesa) e Bayer Animal Health (Bayotek)/Microtek. Inc. (Alemé/Canadiana).

As terapias alternativas a utilizacdo de antibioticos, tais como a vacinagédo
intravenosa (Antipa et al., 1980) e por imersdo (Gould, 1978), a utilizacdo de extractos
de angiospérmicas terrestres (Ardo et al., 2008), algas (Bansemir et al., 2006) e
microalgas marinhas (Carballo-Cérdenas et al., 2006) constituem um novo ramo da

aquacultura e tém demonstrado resultados promissores.

1.4. Compostos bioactivos de origem natural

A salde dos peixes de aquacultura pode ser melhorada sem o recurso a
compostos artificiais. Existe a possibilidade de recorrer a substancias biologicamente
activas, presentes em algas, microalgas e plantas superiores, como eventuais substitutos
de produtos quimicos usados actualmente, uma vez que algumas das biomoléculas
presentes nestes organismos tém demostrado possuir propriedades imunoestimulantes,
antibidticas (Bansemir et al., 2006; Ardo et al., 2008) e antioxidantes (Custddio et al.,
2012). As biomoléculas em causa ndo causam impacto ambiental e podem ser
incorporadas em alimento vivo, congelado ou em ragdes (Sagdi¢ & Ozcan, 2003). A
diversidade de algas e plantas é tal que existe um potencial enorme de encontrar novos
compostos biologicamente activos com propriedades interessantes e utilizaveis.

As plantas terrestres sdo usadas a milénios para prevenir e tratar doencas
humanas (Choudhary et al., 2007;. Kapil & Sharma, 1997;. Nascimento et al., 2000). E
muitas plantas aparentam ter potencial para utilizacdo em aquacultura, devido as suas
varias propriedades. Ardo et al.(2008) verificaram que ao incorporar extractos de
Astragalus membranaceus e Lonicera japonica no alimento de tilapia do Nilo, ocorria
um estimulo da fagocitose e do respiratory burst das células fogociticas do sangue.
Também Rao et al. (2006) e Mohamad & Abrasali (2010) demonstraram a ocorréncia

do aumento da producdo do anido superoxido por leucocitos de peixes, apos
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alimentacdo com extractos de Achyranthes aspera e Inula helenium, Tussilago farfara,
Brassica nigra, Ichinacea purpurea e Chelidoniume majus.

As algas sdo uma importante de compostos bioactivos, por terem a capacidade
de produzir metabolitos secundarios com grande espectro de actividades biologicas.
Foram detectados em tecidos de algas verdes, vermelhas ou castanhas compostos com
actividade antiviral, antiflngica, citostatica, vermifuga, antibacteriana e antioxidante
(Lindequist & Schweder, 2001; Newman et al., 2003). Vérios autores descreveram
também a existéncia de actividade inibitoria de compostos presentes em macroalgas,
contra agentes patogénicos humanos, fungicos e leveduras, embora apenas alguns
tenham demonstrado os efeitos contra agentes patogénicos piscicolas (Sridhar &
Vidyavathi, 1991; Mahasneh et al., 1995; Val et al., 2001; Liao et al., 2003). Contudo,
diversos compostos extraidos de macroalgas podem actuar como imunoestimulantes
para algumas espécies de peixe, destacando-se os polissacarideos (Fujiki et al., 1997).
Um bom exemplo é a carragenina, abundante em determinadas algas vermelhas,
particularmente na espécie Chondrus crispus, que induziu um aumento da actividade
fagocitica de macrdfagos e de resisténcia contra infeccdes bacterianas, apos ter sido
injectada em carpas da espécie Cyprinus carpio (Fujiki et al., 1997). Outro exemplo é o
composto fucoidan, extraido da alga castanha Sargassum polycystum, que tem
propriedades antibacterianas (Chotigeat et al., 2004). Segundo Bansemir et al. (2006),
0s extractos de 26 espécies de algas em cultivo, preparados usando solventes organicos
com diferentes polaridades (diclorometano, metanol e agua), aparentaram ser uma fonte
interessante de compostos biologicamente activos, podendo ser utilizados no tratamento
profilatico e terapéutico de doencas infecciosas em peixes. Também Castro et al. (2004)
estudaram a actividade metabdlica de fagdcitos de Scophthalmus maximus que, quando
expostos a extractos aquosos de Ulva rigida, Enteromorpha sp. € Chondrus crispus,
revelaram uma inducdo no aumento da actividade oxidativa celular, estando essas
propriedades imunoestimulantes associadas a polissacarideos.

As algas também possuem propriedades antioxidantes, com potencial interesse
para dietas de peixes de aquacultura. Entre os compostos antioxidantes existentes nas
algas destaca-se o a-tocoferol, uma biomolécula sintetizada apenas por organismos
fotossintéticos (Gomez-Coronado et al.,, 2004), tendo também uma funcéo
transportadora de electrdes e ainda relacionada com a permeabilidade de membranas,

por realizar a estabilizacdo da membrana celular (Carballo-Cérdenas et al., 2003). O
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resultado da sua introducdo em dietas de peixes de aquacultura € um melhor

crescimento e salde do stock (Tocher et al., 2002).

1.5. Microalgas

As microalgas sdo ‘“algas” microscopicas encontradas vulgarmente em
ambientes marinhos ou de agua doce. Tanto podem existir sob forma unicelular como
em grupos ou cadeias. A sua biodiversidade é enorme, estimando-se que existam entre
200.000 a 800.000 espécies, tendo sido descritas apenas 15.000 (Cardozo et al., 2007).
Segundo Cardozo et al. (2007), foram identificados quimicamente mais de 15.000
compostos originarios de algas. E nesta caracteristica que as microalgas ganham
particular importancia, uma vez que produzem compostos Unicos como alguns
carotenodides, antioxidantes, acidos gordos, enzimas polimeros, péptidos, toxinas e
esterois.

As microalgas s@&o um dos alimentos essenciais para diversos organismos
marinhos criados em cativeiro. S&o altamente nutritivas, devido ao seu elevado teor em
PUFA (Poly Unsaturated Fatty Acids ou acidos gordos polinsaturados), especialmente
em 4acido eicosapentaenoico (20:5n-3, EPA), acido araquidénico (20:4n-6, ARA) e
acido docosohexaendico (22:6n-3, DHA; Brown et al., 1997; Natrah et al., 2007).
Devido ao seu perfil nutricional, estas ttm igualmente uma elevada importancia na
alimentacdo de larvas de peixe (Becker, 2004; Wittenrich, 2007), e de bivalves e
crustaceos filtradores (Wikfors et al., 1996).

As microalgas podem ser adicionadas directamente a dgua (método de agua
“verde”) ou bioencapsuladas noutros organismos tais como rotiferos e artémia, actuando
estes como transportadores dos nutrientes das microalgas para o predador final
(Wittenrich, 2007). Pode-se bioencapsular no mesmo organismo varias espécies de
microalgas, fornecendo assim maior variedade nutricional ao consumidor das mesmas
(Wittenrich, 2007). Destacam-se, pelo seu contetdo em lipidos essenciais para 0s
peixes, 0s seguintes géneros de microalgas: Isochrysis, Nannochloropsis, Scenedesmus
e Tetraselmis (LOpez et al., 1994; Lourengo et al., 1997; Chen, 2001; Krienitz & Wirth,
2006). Para além do seu valor como alimento larvar, as microalgas também tém sido
alvo de estudos sobre a sua aplicacdo na producdo de biocombustivel (Koberg et al.
2011) e na fixag&o de carbono (Hsueh et al., 2009).

16



Uma das espécies mais usadas para a alimentagéo de bivalves e larvas de peixe é
a microalga I. galbana clone Tahiti, vulgarmente designada por T-iso. A I. galbana é
uma alga marinha rica em DHA, produzindo igualmente EPA, embora em menores
concentracdes (Lopez et al., 1994).

A N. oculata contém um elevado teor de EPA (Zittelli et al., 1999; Tonon et al.,
2002), sendo um excelente complemento a alimentacdo larvar com T-iso. Uma das
propriedades que esta espécie possui € a possibilidade de producgdo de a-tocoferol, um
composto com alto poder antioxidante (Durmaz, 2007). Também as microalgas do
género Tetraselmis tém capacidade de produzir este composto (Carballo-Cardenas et al.,
2003), sendo também utilizadas em aquacultura como alimento de Artemia salina,
bivalves, crustaceos e corais (Eirik et al., 1998) devido ao seu alto teor de proteina,
prolina, carotendides e glicidos (Ghezelbash et al., 2008).

A espécie Botryococcus braunii € uma microalga colonial de 4gua doce que tem
sido estudada como fonte de biocombustivel devido ao seu alto teor em hidrocarbonetos
liquidos, designados por botriocucenos (Samori et al., 2010) e lipidos (Metzger &
Casadevall, 1992), tendo inclusivé sido estudada como fonte de compostos para
mascaras de beleza (Mendes et al., 2003).

As microalgas tém mostrado potencial para diversas aplicagdes, sendo ja
utilizadas em aquacultura a varias décadas. Como referido anteriormente, sdo fontes
naturais de lipidos, entre eles acidos gordos essenciais, proteinas, hidrocarbonetos,
vitaminas (Becker, 2004), clorofila e carotenoides. S&o utilizadas para produzir diversos
produtos cosméticos. Contudo, as microalgas ainda ndo sdo um grupo muito estudado,
de um ponto de visto biotecnoldgico. Fazendo um paralelismo com as macroalgas e por
estudos ja realizados com microalgas, elas revelam potencial para diversas aplicacdes,
entre elas a producdo de compostos imunoestimulantes (Mendes et al., 2003) e
antioxidantes (Custddio et al., 2012).

1.6. Compostos antioxidantes

Como referido anteriomente é necessario encontrar formas que protejam 0s
organismos quando afectados por excesso de producdo de espécies reactivas de
oxigénio.

A caracteristica principal dos antioxidantes é a sua capacidade de capturar

electrdes desemparelhados dos radicais livres. Os antioxidantes como acidos fendlicos,
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polifendis e flavonodides, podem reagir com os radicais livres tais como perdxido e
hiperperdxido, inibindo o0s mecanismos oxidativos que conduzem a doencas
degenerativas graves. Diversos estudos sobre a actividade de captura de radicais livres
concluiram gue os antioxidantes presentes em diversos alimentos reduzem a incidéncia
de doencgas crénicas como cancro (Eichholzer et al., 1999; Villamor, 2004) e doencas
cardiovasculares (Sato et al., 1990; Todd et al., 1995). Como exemplo de compostos
antioxidantes temos a vitamina C, vitamina E, carotenoides, polifendis e flavonoides.
Estes compostos estdo presentes em frutas, na couve, broculos e couve-flor (Sikora et
al., 2008), cenoura (Badr & Mahmoud, 2011), chd verde e preto, em vinhos e
especiarias, entre outros (Cadenas e Packer, 2002). Os antioxidantes sdo por isso
utilizados tanto pela inddstria alimentar como na inddstria farmacol6gica para retardar o
processo de oxidacdo (Halliwell in Cadenas & Paker, 2002).

Sendo as microalgas uma fonte destes compostos, é importante realizar estudos
que visem detectar a sua presenca no maior nimero de espécies de microalgas possivel

e futuramente, detectar exactamente que compostos as constituem.

2. Objectivos

Actualmente sabe-se que diversos produtos quimicos derivados de micro e
macroalgas e de plantas terrestres podem alterar a actividade de determinados
componentes do sistema imunitario dos peixes, aumentando a proteccdo contra algumas
doencas. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos que os extractos completos ou
fraccionados de microalgas tém sobre o sistema imunitario dos peixes, extractos esses
que podem conter compostos bioquimicos com propriedades imuno-modulatérias. Neste
contexto, 0s objectivos deste estudo incluiram: 1) a avaliacdo dos efeitos de extractos
aquosos de cinco espécies de microalgas (T. chuii, I. galbana clone Tahiti, N. oculata,
Scenedesmus sp. e B. braunii) sobre o respiratory burst de fagécitos de Sparus aurata;
2) a determinacdo da actividade antioxidante dos extractos aquosos pelo método DPPH

e actividade quelante sobre Fe** e Cu*

e 3) a determinagdo da capacidade
antimicrobiana de extractos aquosos e também de extractos de hexano, acetona e éter
dietilico sobre trés espécies de bactérias Gram -, nomeadamente Listonella (Vibrio)

anguillarum, Vibrio fischeri e Photobacterium damselae piscicida.
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3. Materiais e Métodos

Neste trabalho foram utilizadas cinco espécies de microalgas, nomeadamente 1.
galbana clone Tahiti, vulgarmente designada por T-iso; T. chuii; B. braunii;
Scenedesmus sp. e N. oculata. A metodologia utilizada e os reagentes usados foram

iguais para todas as espécies descritas.

3.1. Colheita de amostras

As microalgas utilizadas neste estudo foram fornecidas pela empresa NECTON
S.A., sob a forma de pasta congelada. Esta foi posteriormente liofilizada e preservada a
-20°C.

3.2. Preparacao de extractos

Nos ensaios de actividade antioxidante e de imunoestimulacdo foram realizados
extractos em HBSS (Hank's Buffered Salt Solution, Sigma-Aldrich®), de forma a
manter um pH e balango osmético apropriado para a manutencdo dos fagocitos. Para a
realizacdo dos extractos das microalgas, a biomassa (1g) foi homogeneizada com 10 mL
de HBSS, num agitador vortex e os extractos centrifugados (10 min., 10 000 rpm, 4°C).
O sobrenadante foi recolhido, filtrado com papel de filtro Whatman n°4, liofilizado e
mantido a -20°C.

Nos ensaios de actividade antibiotica também foram utilizados extractos
organicos e ndo organicos, os quais foram preparados do seguinte modo: as amostras de
microalga (1g) foram homogeneizadas em 10 mL de hexano, os extractos foram
centrifugados e o sobrenadante recolhido. Repetiu-se este procedimento 3 vezes e 0
sobrenadante foi recolhido e filtrado (Whatman n°4). Seguidamente, o residuo foi
sequencialmente extraido com éter e acetato de etilo, por um processo semelhante ao
descrito para o hexano. Os extractos foram secos a baixa pressdo, dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e mantidos a 4°C.

3.3. Isolamento de fagdcitos do rim (ou head kidney)
Utilizaram-se juvenis de S. aurata, com cerca de 100g, como material biolégico,

provenientes da estacdo experimental de aquacultura da Universidade do Algarve

Ramalhete” (Faro) e mantidos na estagcdo experimental de Gambelas (LEOA). Os peixes
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foram abatidos por dose letal de 2-fenoxietanol (60pug/L) de acordo com o trabalho de
Ortufio et al. (2002).

O isolamento de fagdcitos do head kidney foi adaptado de acordo com Secombes
et al. (1990). Durante o isolamento do head kidney, o peixe foi mantido num recipiente
com gelo e todo o trabalho foi feito em camara de fluxo laminar. Inicialmente, foi
extraida a maior quantidade possivel de sangue do peixe, para evitar a contaminacao do
head kidney com células sanguineas. O peixe foi entdo aberto e 0s orgdos internos
ventrais removidos de forma a aceder ao head kidney. Este ultimo foi retirado e
colocado num suporte com filtro de nylon, com porosidade de 150 um de diametro,
macerado e lavado com meio de cultura Leibovitz (L-15, Sigma-Aldrich®)
suplementado com 2% de soro fetal de bovino (SFB), 1% de penincilina/estreptomicina
(P/S) e 20 U/mL de heparina. A suspensdo celular resultante dessa filtracdo foi colocada
num falcon de 15 mL com Percoll 51 % (v/v, em &gua destilada, Sigma-Aldrich®), para
separacdo celular por gradiente descontinuo. Apos centrifugacao (500 g, 4°C, 15 min), a
camada de células resultante foi recolhida, colocada num novo falcon de 15 mL e
lavada 2 vezes com meio de cultura L-15 suplementado com 0,1% de SBF e finalmente
adicionou-se L-15 com 0,1% de SBF de forma a perfazer um volume total final de 1
mL.

A concentracdo de fagocitos foi verificada em cdmara de Neubauer com solugdo
de azul de tripano (0,4% p/v). O método consiste em adicionar azul de tripano (450 pL)
a amostra com células (50 pL), fazer a contagem da densidade de células vivas em
camara de Neubauer. As células que se mantiveram vivas durante 0 manuseamento e
conseguirem controlar as trocas ionicas na sua membrana permanecem transparentes
intracelularmente.

Aliquotas de 100 uL desta suspensao de células foram colocadas numa placa de
cultivo de células de 96 pogos e incubadas a temperatura ambiente (TA) por 3 horas,
protegidas da luz. Apds este periodo de incubagdo, a camada superficial de meio L-15
foi removida e as células lavadas uma vez com meio L-15 com 5% de SBF, de forma a
remover as células ndo aderentes. De seguida, adicionaram-se 100 pL do mesmo meio a

cada poco e as células foram incubadas durante 16h e utilizadas nos varios ensaios.
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3.3.1. Determinacéao da toxicidade dos extractos

De forma a verificar a toxicidade dos extractos para os fagocitos, foi realizado
um teste de exposicdo das células aos diferentes extractos, na concentracdo de 10
mg/mL, durante 30 minutos e a toxicidade foi verificada utilizando o meétodo de

contagem celular com azul de tripano anteriormente descrito.

3.3.2. Determinacéo da producao de 6xido nitrico

Ap0s a incubacdo overnight dos fagocitos, o0 meio de cultura foi substituido em
cada poco por 100 puL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®), e foram
adicionados 20 pL dos extractos em HBSS, nas concentracdes de 1, 5 e 10 mg/mL e
incubados no escuro e a T.A., durante 30 minutos. A producdo de 6xido nitrico foi
determinada através da quantificagdo do Oxido nitrico inorganico existente no
sobrenadante pela reaccdo de Griess (Jun et al., 1994). Para tal, 50 pL do sobrenadante
de cada poco foram misturados, noutra placa de 96 pocos, com 100 pL da solugéo de
Griess. A solucdo de Griess € composta por sulfanilamida (1% em acido fosférico 2.5%,
p/v) e diclorohidrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina (NED; 0,1% em &cido fosférico
2.5%, p/v), na proporcdo de 1:1. Como controlo negativo utilizou-se HBSS. As placas
foram incubadas durante 30 minutos & TA e a absorvéncia foi medida a 540 nm num
leitor de placas Biotek Synergy 4. Cada ensaio foi repetido com fagdcitos provenientes

de trés peixes diferentes.

3.3.3. Determinacéo da producéo de ROS

A influéncia da aplicacdo dos extractos na actividade respiratéria dos fagocitos
de peixe foi determinada usando a reducdo de citocromo c férrico por libertacdo de
radicais anido superdxido (OHe), ap6s estimulacdo das células com acetato de
forbolmiristato (PMA, Secombes, 1990).

Apo6s os fagocitos terem sido isolados e incubados durante 16h foram
submetidos a 2 lavagens com HBSS e incubados com 900 puL de HBSS com citocromo
¢ férrico (2 mg/mL) e 100 pL de PMA (10 pg/mL) como controlo positivo; 900 uL de
HBSS com citocromo ¢ férrico (2 mg/mL) e 100 uL dos vérios extractos em diferentes
concentracdes (1, 5 e 10 mg/mL) como tratamentos a estudar; 800 uL de HBSS com
citocromo ¢ férrico (2 mg/mL) e 100 pL de PMA (10 pg/mL) e 100 pL de de
superoxido desmutase (SOD, 300 U/mL), como controlo positivo de especificidade. Os
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fagocitos de trés peixes diferentes foram expostos a extractos aquosos das cinco
microalgas em estudo. As absorvancias foram medidas a 550 nm, num leitor de placas
Biotek Synergy 4, ap6s 30 minutos, e em intervalos de 30 min. até a um limite maximo
de 3h. Cada ensaio foi repetido com fagocitos provenientes de trés peixes diferentes,
apenas com extractos de concentracdo 10 mg/mL.

A reducéo do citocromo c férrico resulta na formacéo de bandas com espectro de
absorcéo e o aumento da absorvancia a 550 nm.

3.4. Actividade antioxidante de DPPH

A actividade antioxidante foi determinada através da avaliacdo da capacidade de
captacdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). Este procedimento foi
baseado no método desenvolvido por Brand-Williams et al. (1995) e adaptado a placas
de 96 pocos por Sanchez-Moreno et al. (1998). O DPPH é um radical que em solucgéo
metandlica tem cor violeta escura. Ao perder o electrdo desemparelhado para compostos
antioxidantes forma DPPH reduzido (difenil-picril-hidrazina) e perde a cor, ficando rosa
claro ou amarelo, observando-se uma diminui¢cdo da absorvancia a 517 nm (Brand-
Williams et al., 1995). As amostras (22 L) dos extractos nas concentraces de 1, 5 e 10
mg/mL foram misturados em placas transparentes de 96 pocos com 200 pL de solucdo
de DPPH (120 puM) em metanol, e incubadas no escuro a TA durante 30 min. O
controlo da cor foi feito com extracto (22uL) em metanol (200uL). A absorvancia foi
medida a 517 nm (Leitor de placas Biotek Synergy 4) e os resultados expressos como
actividade antioxidante real (%) relativamente ao controlo e como concentragdo
inibitéria para 50% (ICsp), sendo esta a concentracdo capaz de reduzir o radical livre
DPPH em 50 % (Sousa et al., 2007).

A actividade antioxidante real foi calculada segundo a formula:
AAR (%) =100 — (1OO*ABSreal)/ABScontrolo negativo
em que ABSyea = ABSextracto — ABScontrolo da cor-

Foi usado como controlo positivo a solugcdo do antioxidante sintético BHT

(E321, butil hidroxilotolueno), a 1 mg/mL e controlo negativo de HBSS.
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3.5. Actividade quelante de cobre

A determinagdo da actividade quelante do ido Cu?* foi feita usando violeta de
pirocatecol de acordo com o método descrito por Megias et al. (2009). As amostras (30
pL nas concentracgdes de 1, 5 e 10 mh/mL) foram misturadas em placas transparentes de
96 pocos com 200 pL do tampéo acetato de sédio (50 mM, pH 6), 100 uL de sulfato de
cobre (50 pg/mL, p/v), e 6 pL de violeta de pirocatecol (40 mM em acetato de sodio).
Como controlo negativo foi utilizado 30 pL de tamp&o HBSS em substituicdo das
amostras, e como controlo positivo utilizou-se 30 pL de &cido etilenodiaminotetra-
acetico (EDTA), um quelante sintético na concentracdo de 1 mg/mL. Como controlos de
cor foram utilizados pocos contendo 30 pL de amostra e 306 pL de tampé&o acetato de
sodio. A absorvancia foi lida a 632 nm (Leitor de placas Biotek Synergy 4) e 0s
resultados expressos como actividade quelante real (%) de acordo com a formula:

AQR (%) = 100 — 100 — (100*ABSyear)/ ABScontrolo negativo

em que ABSreal = ABSextracto - ABScontrolo da cor-

3.6. Actividade quelante de ferro

A determinacdo da actividade quelante do i&o Fe?* foi efectuada por medicéo da
formacéo do complexo Fe?*-ferrozina, de acordo com o método descrito por Megias et
al. (2009). As amostras (30 pL nas concentracdes de 1, 5 e 10 mg/mL) foram
misturadas em placas transparentes de 96 pocos com 200 uL de &gua desionizada e 30
pL de FeCl; (0,12 mg/mL). Como controlo negativo foi utilizado 30 pL de tampéo HBSS
em substituicdo das amostras, e como controlo positivo utilizou-se 30 puL de EDTA, um
guelante sintético na concentracdo de 1 mg/mL. Como controlos de cor foram utilizados
poc¢os contendo 30 YL de amostra e 306 pL de dgua destilada. Esperou-se 30 minutos e
adicionaram-se 12,5 pL de ferrozina (40mM em &gua desionizada) a todos 0s pogos,
excepto nos de controlo da cor. Apds 10 minutos a absorvancia foi lida a 562 nm (Leitor
de placas Biotek Synergy 4) e os resultados expressos como actividade quelante real

(%) de acordo com a férmula:
AQR (%) = 100 - 100 - (100*ABSrea|)/ABScomrok) negativo

em que ABSeal = ABSextracto — ABScontrolo da cor-
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3.7. Actividade antimicrobiana
3.7.1. Origem das estirpes bacterianas

As bactérias utilizadas para este trabalho foram fornecidas pelo Laboratdrio de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade do Algarve. V.
fischeri estava liofilizado e em embalagem prépria, e L. anguillarum e P. damselae

piscicida em placas de TSA. Foram mantidas a 5°C até serem inoculadas.

3.7.2. Curvas de crescimento

A actividade antimicrobiana dos extractos foi testada em trés estirpes de
bactérias: V. fisheri, L. anguillarum e P. damselae piscicida. Como meios de cultivo
foram utilizados o0 meio solido TSA (tryptone soya agar), em placas de Petri e 0 meio
TSB (tryptone soya broth), tanto na recuperacdo das estirpes liofilizadas, como no
crescimento em meio liquido. Cada estirpe foi repicada em condi¢bes de assepsia, em
camara de fluxo ascendente para um frasco de cultura com TSB estéril. Foram
espalhadas em placas contendo meio TSA, pela técnica de riscado em meio sélido,
semeando-se o indculo com uma ansa de niquel-cromio, em sequéncias de estrias a
superficie do meio. Foram realizadas sequéncias de estrias até esgotar o indculo da ansa
(estrias no sentido periferia-centro) de forma a permitir o desenvolvimento de coldnias
isoladas.

A curva de crescimento da cada estirpe foi feita de forma a determinar a
densidade Optica correspondente a fase de crescimento exponencial de cada estirpe.
Repicou-se cada amostra para um frasco com meio de cultura liquido de triptona de soja
(TSB) estéril e mediu-se o crescimento da cultura por medicdo da absorvancia a 550
nm, de hora a hora, até atingir a fase estacionaria. O Vibrio fischeri foi cultivado a 15°C,

enguanto que as outras duas estirpes foram incubadas a 25°C.

3.7.3. Antibiogramas

A actividade anti-microbiana dos extractos foi avaliada pelo método de difusdo
em agar baseado no método desenvolvido por Kirby-Bauer.

O teste de difusdo em agar, consiste na propriedade de difusdo em agar com
meio de cultura, segundo um gradiente de concentracdo do composto antibacteriano
contido num papel de filtro (Ferraro et al., 2003). As estirpes bacterianas foram

repicadas e ressuspensas em meio TSB, previamente autoclavado, e quando atingiram a
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fase exponencial de crescimento foram utilizadas para dispersdo nas placas de Petri,
previamente preparadas com 25 mL de TSA autoclavado. A dispersdo da suspensao
bacteriana foi realizada com uma zaragatoa estéril, suavemente e em todas as direc¢des
da superficie do meio. Apds a superficie ter secado (10 minutos), colocaram-se 0s
discos de papel estéreis (autoclavados) com 6 mm de diametro e impregnados com 10
pL de extractos na concentracdo de 10 mg/mL e colocados sobre a superficie do meio
de cultura previamente inoculado com as suspensdes bacterianas. Para tal utilizaram-se
extractos aquosos (em HBSS) e extractos ressuspensos em DMSO de hexano, acetona e
éter dietilico, na concentracdo de 10 mg/mL. Como controlos negativos utilizaram-se
discos de papel sem qualquer extractos (secos) e discos de papel com HBSS, DMSO e
como controlos positivos utilizaram-se discos com ampicilina (10 pg por disco) e
tetraciclina (10 pg por disco). Foram realizados triplicados de cada ensaio.

As placas foram incubadas por 48 horas para L. anguillarum e P. damselae
piscicida a T.A. e 72 horas para V. fischeri a 15°C. As placas foram ent&o analisadas e
0s resultados expressos em média de mm do raio do halo de inibigdo em torno de cada
disco (fig. 6).

Figura 6 - Esquema da distribuicdo dos discos de papel nas placas com os extractos: 1- I. galbana, 2- T.

chuii, 3- B. Braunii, 4- Scenedesmus sp., 5- N. oculata, 6 — disco de papel seco.
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4. Resultados
Os dados foram analisados estatisticamente usando o teste de Duncan, com um
intervalo de confianca de 95% (p=0,05).

4.1. Toxicidade dos extractos

Inicialmente foi feito um teste de toxicidade aos extractos aquosos, das varias
espécies de microalgas em estudo, sobre fagdcitos de dourada. Nenhum dos extractos
aquosos, em nenhuma das concentracdes utilizadas (1, 5 e 10 mg/mL) revelou ser toxico
para os fagocitos de dourada. Desta forma, os extractos puderam ser utilizados sem
qualquer condicionante, dentro do intervalo de concentragdes testado, entre 1 e 10
mg/mL.

4.1.1. Determinacédo da producdo de 6xido nitrico

A quantidade de dxido nitrico libertada pelos fagécitos de dourada, expostos a
extractos das trés concentragdes, foi analisada e mostrou que ndo ocorreram diferencas
significativas interspecificas em nenhuma das concentracdes 1 e 5 mg/mL (fig. 7).

Dos extractos com 10 mg/mL, a espécie que induziu maior libertacdo deste

composto foi a I. galbana (fig. 7).
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Assim, considerou-se que apenas 0 extracto aquoso de I. galbana com
concentracdo de 10 mg/mL teve capacidade de induzir a libertacdo de 6xido nitrico em
fagécitos de dourada, com uma concentracdo méxima de 5,49 uM e média de
4,997+0,757 uM.

4.1.2. Determinacéao da respiratory burst activity

A determinacdo da producdo de espécies reativas de dxigénio por fagocitos de
dourada revelou, por andlise de teste Duncan, ndo haver diferencas significativas entre
0s extractos aquosos das varias microalgas, na andlise geral de todos os peixes
estudados, tanto apds 1 hora como 2 horas, ap6s estimulo com os extractos (fig. 8).

As Unicas diferengas significativas observadas foram obtidas na analise
individual dos peixes (fig. 9 e 10). Ou seja, analisando 0s peixes um a um, 0S Seus
replicados mostraram a existéncia de um estimulo que variou consoante o extracto da
espécie utilizada. A andlise dos peixes um a um foi feita porque organismos diferentes
podem reagir de forma diferente a0 mesmo estimulo, como se verificou (fig. 9 e 10). E
de destacar a capacidade estimulatoria das microalgas I. galbana, Scenedesmus sp. e N.
oculata para a libertacdo de espécies reactivas de oxigénio. Apesar disto ndo existe um
padrdo bem definido entre os varios peixes, inclusivé ndo foram registadas diferengas

significativas de producgéo de ROS nas amostras do peixe 3.
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Ap06s uma hora de estimulo (fig. 9), a microalgas Scenedesmus sp. no peixe 1 e a
I. galbana nos peixes 1 e 2, foram as que induziram maior libertacdo média de ROS
com uma abosrvancia média registada respectivamente de 3,23+0,01 UA; 3,10£0,11
UA e 1,48+0,81 UA. Como referido anteriormente nas amostras de fagocitos do peixe 3
ndo se registaram diferencas significativas a exposicao dos diferentes extractos.

Apos 2 horas de estimulo (fig. 10), nas amostras do peixe 3 também nao se
registaram diferencgas significativas. Os extractos aquosos que desencadearam maior
libertacdo de ROS foram os de 1. galbana (1,55+0,08 UA) e N.oculata (1,45+0,08 UA)
no peixe 2.

Comparando a evolugdo da média da producdo de ROS dos trés peixes
estudados ao longo do tempo (fig. 11), é de registar a semelhanca entre todos os
extractos ao induzirem um pico ap6s uma hora de exposi¢do, um decréscimo muito
acentuado ap6s 2 horas e um pico minimo ap6s 2h30min, voltando a aumentar a
producdo de ROS apds essa altura. O extracto de Scenedesmus sp. foi o Unico que

induziu uma produgdo méxima apos 2 horas de exposicao.
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Figura 11 — Registo de libertacdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) de fagécitos de dourada (média
dos 3 peixes estudados), por reducéo de citocromio férrico ¢, ao longo do tempo, quando expostos a

diversos extractos aquosos de microalgas.
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4.3. Actividade antioxidante de DPPH

Foi determinada a actividade antioxidante das vérias espécies de microalgas,
recorrendo ao método de actividade de captacdo de radicais livres ou RSA (radical
scavenging activity), utilizando o radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH). O DPPH
é um radical livre que em solugdo metandlica tem cor violeta escura, ao captar ides H”
de compostos antioxidantes forma DPPH reduzido (difenil-picril-hidrazina) e perde a
cor, ficando rosa claro, diminuindo a absorvancia a 517 nm (Brand-Williams et al.,
1995).

Os valores médios de actividade de cada extracto aquoso podem ser vistos na
tabela 2. A excepcdo da I. galbana, todas as outras microalgas revelaram actividade
antioxidante, embora apenas a T. chuii tenha revelado actividade superior a 50%.

Tabela 2 - Valores médios de actividade antioxidante (%) dos extractos aquosos das

microalgas em estudo

Espécie 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL
Controlo positivo 88,4+1,6 88,4+1,6 88,4+1,6
I. galbana -61,1+3,0 -52,7+3,6 -21,1+59

T. chuii 178+15 73,2124 71,0+47

B. braunii 118+24 215+2,2 38,6 £4,9
Scenedesmus sp. 44+20 11,717 23,0+£31
N. oculata 7,3+23 17,7+12.2 18,6 £ 3,0

Na fig. 12 é possivel ver as diferencas entre as trés concentragdes utilizadas de
extracto aquoso de T. chuii e a significancia de cada uma. A T. chuii foi a Gnica espécie
cuja média de actividade antioxidante da concentracdo 5 mg/mL foi superior a de 10
mg/mL, pois no geral todas as microalgas revelaram um aumento de actividade com o

aumento da concentragdo (1, 5 e 10 mg/mL).
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Figura 12 — Actividade antioxidante de extracto aquoso de T. chuii, comparando 3 concentragdes e

controlo positivo.

Os valores de concentracao inibitdria de 50% (ICsp), capazes de reduzir o radical
DPPH em pelo menos 50%, estdo representados na tabela 3, sendo que todos os valores
representados por > 10 mg/mL correspondem a resultados onde a actividade
antioxidante dos mesmos foi inferior a 50%, ou seja, 0 1Csq seria muito superior a 10
mg/mL e como tal esta fora do intervalo de concentracdo analisado neste trabalho.

O extracto aquoso da microalga T. chuii foi, portanto, 0 que apresentou maior

capacidade antioxidante, de entre as cinco espécies estudadas.

Tabela 3 - Valores médios de IC sy dos extractos aquosos das microalgas em estudo

Extracto 1Cso
I. galbana Tiso > 10 mg/mL
T. chuii 4,90+0,30 mg/mL
B. braunii > 10 mg/mL
Scenedesmus sp. > 10 mg/mL
N. oculata > 10 mg/mL
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4.4. Actividade quelante de Fe**

Do estudo da actividade quelante do ido Fe®", foi possivel verificar que todos os
extractos tiveram capacidade quelante. Todas as microalgas, a excep¢do de T. chuii,
registaram diferencas significativas entre as varias concentracfes (1, 5 e 10 mg/mL).
Todas & excessdo da I. galbana revelaram actividade quelante de Fe** idéntica ao

controlo positivo, ou seja, com actividade idéntica ao EDTA, um quelante sintético.
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Figuras 13 — Registo da média da actividade quelante de Fe** das concentragdes 1, 5 e 10 mg/mL, das

cinco microalgas em estudo, e respectivo controlo positivo.
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Como a maioria dos extractos com 10mg/mL revelaram ter uma actividade
quelante de Fe?* idéntica ao controlo positivo (92,21+2,27%), compararam-se as médias
desses extractos entre eles. Dessa comparacdo verificou-se que T. chuii e Scenedesmus
sp. foram os extractos (com 10 mg/mL) com maior actividade quelante, tendo registado
uma diferenca significativamente superior ao controlo positivo (fig. 14). Tiveram valor
médio idéntico ao controlo referido as microalgas B. braunii e N. oculata, enquanto que

a |. galbana foi a Unica com valor inferior.
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Figura 14 — Comparagdo entre actividade quelante de Fe" entre extractos de 10 mg/mL das cinco

microalgas em estudo e respectivo controlo positivo.

Como todos os extractos das microalgas em estudo tiveram valores de actividade
quelante superiores a 50%, determinou-se o valor de ICsy de cada uma delas. Como
pode ser visto na tabela 4, a espécie com maior actividade quelante de Fe** (menor ICso)
foi a T. chuii e a com menor actividade a Scenedesmus sp., embora a diferenca entre
espécies seja reduzida. A T. chuii revelou ter actividade quelante de tal forma elevada
que até extractos com 0,2 mg/mL registaram actividade superior a 50%.
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Tabela 4 — Registo dos valores médios de ICs, de actividade quelante de Fe?*

Extracto de: I1Cso (Mg/mL)
I. galbana T-iso 4,518+0,178
T. chuii <0,2
B. braunii 4,670 £+ 0,061
Scenedesmus sp. 4,742 + 0,071
N. occulata 4,513 £ 0,092

4.5. Actividade quelante de Cu®*
Relativamente & capacidade quelante de Cu?*, nenhum dos extractos aquosos de
microalgas teve mais de 50% de actividade, portanto ndo de determinou o valor ICs. Os

valores obtidos sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios de actividade quelante (%) de Cu®*.

Espécie 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL
Controlo positivo 72,30+ 1,43 72,30+ 1,43 7230+ 143 a
I. galbana -18,74 + 17,75 20,15 + 16,33 32,53+£5,89Db
T. chuii -28,71 + 22,29 2,85+ 10,29 18,43 £ 18,56 bc
B. braunii -38,11 + 10,01 -5,92 + 14,88 26,27 +£18,03 b
Scenedesmus sp. -33,75 £ 19,22 -17,25 + 20,96 9,68 £16,84c
N. oculata -1,58 £ 6,04 3,53+ 11,69 29,32 +17,76 b

As espécies com maior actividade quelante de cobre Il foram a I. galbana, N.
oculata e B. braunii, embora nenhuma tenha revelado valores superiores ao controlo

positivo.

4.6. Actividade antibidtica

A primeira parte da experiéncia que visou testar a actividade antibidtica dos
extractos de microalgas, consistiu em acompanhar o crescimento das trés estirpes
bacterianas, de forma a saber o intervalo de densidade 6ptica a que correspondia a fase
exponencial de crescimento das culturas. E importante ser determinado este intervalo

pois é aconselhavel repicar as estirpes quando a cultura esta em crescimento maximo, de
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forma a aumentar a possibilidade de sobrevivéncia e continuo crescimento da estirpe
quando se realizam os antibiogramas.

A Listonella anguillarum revelou-se como a estirpe com mais rapido
crescimento, das trés em estudo. Na fig. 15, podemos ver que apenas ao fim de 4 horas
iniciou 0 seu crescimento exponencial. Realizaram-se mais amostragens mas a
densidade Optica mé&xima obtida foi de 0,576, correspondente a uma percentagem de

transparéncia de 26%, ao fim de 9 horas p6s inoculacao.

Listonella anguillarum
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Figura 15 — Curva de crescimento inicial de Listonella anguillarum, cultivada em meio TSB, a 25 °C,

com absorvancia medida a 550 nm.

Como se pode observar pela fig. 16, a cultura de L. anguillarum apresentou um
crescimento irregular, sendo o maximo de D.O. igual a 0,576, tendo estabilizado o seu
crescimento ao fim de cerca de 50 horas. Os valores de absorvancia considerados como
fazendo parte da fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,2 e 0,4. Na cultura
de L. anguillarum registou-se um pico de crescimento 8 horas pds inoculacdo, seguido
imediatamente de um crash da cultura. Esta situacdo pode ter ocorrido devido a
depleccdo de nutrientes apds o crescimento esponencial. Apos as 20 horas de cultivo a
cultura voltou a crescer embora muito mais lentamente, atingindo a fase estacionaria
apos 48 horas de cultivo.

As falhas nas curvas de crescimento devem-se a uma auséncia da obtencdo de
dados sobre o crescimento das culturas nesses intervalos de tempo. Na cultura de L.

anguillarum e de P. damselae piscicida néo se registou a evolugéo de crescimento entre
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as 44 e as 46 horas (fig. 16 e 17) e na de V. fischeri entre as 116 e as 120 horas. Esta

auséncia de dados ndo prejudicou a experiéncia porque apenas se pretendeu determinar

a fase de crescimento exponencial, de forma a saber a melhor densidade Optica para

realizar as inoculacdes.
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Figura 16 — Curva de crescimento completa de Listonella anguillarum, cultivada em TSB, a 25°C (T.A.),

com absorvancia medida a 550 nm.

Photobacterium damselae piscicida
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Figura 17 — Curva de crescimento de Photobacterium damselae piscicida, cultivado em TSB, a 25°C

(T.A.), com absorvancia medida a 550 nm.
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O P. damselae piscicida foi a estirpe que iniciou o crescimento exponencial mais
cedo, embora, comparando com a L. anguillarum, tenha demorado mais a atingir o pico
méaximo de D.O., com um valor de 0,512, correspondente a uma percentagem de
transparéncia de 30,8%, ao fim de 55 horas. A estabilizacdo de crescimento ocorreu ao
fim de cerca de 45 horas. Os valores de absorvancia considerados como fazendo parte
da sua fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,2 e 0,4.

De todas as 3 estirpes estudadas, o Vibrio fischeri foi o mais complexo de
trabalhar. Para além de apenas crescer a 15°C, sendo para tal necessario uma camara
com controlo de temperatura, o seu crescimento inicial foi extremamente lento, fazendo
com que as medicdes iniciais fossem desprezadas. Contudo, e porque a finalidade desta
parte da experiéncia era apenas saber a que valores de absorvancia correspondia a fase
de crescimento, o objectivo ndo foi comprometido.

Na fig. 18 é possivel ver a curva de crescimento obtida do V. fischeri, ao longo
do tempo. Como referido anteriormente, o V. fischeri apenas cresceu a 15°C, embora
tenha sido testada a sua capacidade de crescimento a 25°C (T.A.). O valor maximo de
absorvancia registado foi de 0,529, correspondente a uma percentagem de transparéncia
de 29,7%, ao fim de 129 horas de inoculacdo. A estabilizacdo do crescimento deu-se ao
fim de 125 horas, com um valor de D.O. de 0,5. Os valores considerados como

pertencentes a fase de crescimento exponencial situaram-se entre 0,3 e 0,5.
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Figura 18 — Curva de crescimento de Vibrio fischeri, cultivado em TSB, a 15 °C, com absorvéncia medida
a 550 nm.
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Assim, foi possivel determinar que densidade a que cada estirpe podia ser
utilizada para “pintar” as placas para oS antibiogramas.

Relativamente ao tempo de duplicagéo das estirpes estudadas, a cultura de L.
anguillarum duplicou em 2h09min, a de P.damselae piscicida duplicou em 3h05min e a
de V. fischeri em 34h51min.

4.6.1. Antibiogramas

Foi testada a capacidade antibacteriana por método de difusdo em agar (TSA) de
extractos aquosos, de hexano, éter dietilico e de acetona, das cinco espécies de
microalgas, contra Vibrio fisheri, Listonella (Vibrio) anguillarum e Photobacterium
damselae piscicida. Os halos de inibicdo resultantes sdo proporcionais a capacidade
inibitoria de cada extracto.

Como controlos foram usados discos de papel secos (utilizados para colocar o
extracto a usar) e discos de papel com DMSO, HBSS e com os antibidticos ampicilina e
tetraciclina.

Os resultados dos controlos negativos foram registados, incluindo os de
antibioticos, estando descritos nas tabelas 6 e 7. Como referido anteriormente, o V.
fischeri ndo cresceu nas placas de agar (TSA e marine agar), portanto ndo foram

obtidos resultados de antibiogramas sobre esta estirpe.

Tabela 6 — Registo dos halos de controlo dos antibiogramas de L. anguillarum

Controlos Média dos raios dos halos de inibic&o de L. anguillarum (mm)
Papel 0
HBSS 0
DMSO 0

Ampicilina 0

Tetraciclina 31
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Figura 19 — Resultado de um dos antibiogramas controlo de L. anguillarum, onde é bem visivel o halo

causado pelo disco com tetraciclina.

Tabela 7 — Registo dos halos de controlo negativo dos antibiogramas de P. damselae

piscicida
Controlos Média dos raios dos halos de inibicdo de P. damselae piscicida (mm)
Papel 0
HBSS 0
DMSO 0
Ampicilina 35
Tetraciclina 26

Figura 20 - Resultado de um dos antibiogramas controlo de P. damsela piscicida, onde é bem visivel o

halo causado pelo disco com ampicilina (superior esquerdo) e do disco com tetraciclina (superior direito).
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Como é possivel de observar nas tabelas 6 e 7, os antibiogramas controlo de
papel, HBSS e DMSO néo inibiram o crescimento de nenhuma das duas estirpes
consideradas, L. Anguillarum e P. damselae piscicida, o que remeteria para uma total
interferéncia nos resultados dos antibiogramas. Assim, pudemos concluir que papel,
DMSO e HBSS néo interferiram com os resultados obtidos.

Relativamente aos antibioticos utilizados, a ampicilina apenas inibiu o
crescimento de P. damselae piscicida, sendo o antibiético com maior capacidade de
actuar contra esta estirpe. A tetraciclina inibiu o crescimento de ambas as estirpes,
sendo a inibi¢cdo maior sobre L. anguillarum, tendo um raio de halo de inibicdo com 31
mm.

Nenhum dos extractos de microalgas revelou capacidades antibacterianas contra
L. anguillarum nem contra P. damselae piscicida (Tabelas 8 e 9). O V. fischeri revelou
uma incapacidade de crescer tanto em placas de TSA como de agar marinho, mesmo
tendo sido mantidos em camara com controlo de temperatura para 15°C durante toda a

experiéncia.

Tabela 8 — Registo dos halos de inibi¢do dos extractos de microalgas contra L.

anguillarum

Extractos AQuosos Exano Acetona Eter dietilico
Papel 0 0 0 0
I. galbana 0 0 0 0
T. chuii 0 0 0 0
B. braunii 0 0 0 0
Scenedesmus sp. 0 0 0 0
N. oculata 0 0 0 0
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Tabela 9 — Registo dos halos de inibi¢do dos extractos de microalgas contra P. damselae

piscicida

Extractos AQuoso0s Exano Acetona Eter dietilico
Papel 0 0 0 0
I. galbana 0 0 0 0
T. chuii 0 0 0 0
B. braunii 0 0 0 0
Scenedesmus sp. 0 0 0 0
N. oculata 0 0 0 0

5. Discusséo e Conclusdo

Devido as elevadas densidades de peixe mantidas em tanques de aquacultura,
normalmente ocorre um aumento de stress a que 0s animais estdo sujeitos, levando ao
enfraquecimento do seu sistema imunolégico (Moriarty, 1999). A resultante
vulnerabilidade para contrair doencas causadas por agentes patogénicos como L.
anguillarum, V. fischeri e P. damselae piscicida (Balebona, 1998) levou a recorrente
utilizacdo de antibioticos nas instalacdes de aquacultura (Grave et al., 1996). Contudo,
apos a proibicdo da sua utilizacdo como promotores de crescimento na Unido Europeia,
tornou-se urgente encontrar compostos que de alguma forma previnam a ocorréncia de
doencas e auxiliem o sistema imunitario dos peixes a combater os agentes patogénicos
invasores.

As células fagociticas sdo uma das mais importantes defesas dos peixes contra
invasdes de agentes patogénicos (Magnadottir, 2010) e produzem uma série de
compostos ao realizarem a fagocitose. Entre esses compostos incluem-se os ROS
(Secombes & Fletcher, 1992) e os RNS (Secombes, 1990). A producdo destes
compostos pode ser benéfica, quando ha necessidade de eliminar agente patogénicos
(Castro et al., 2004), mas também pode ser prejudicial, quando h& excesso dessa
producdo (Hardie et al., 1996). A dourada, sendo uma especie cultivada essencialmente
na regido Mediterranica, estando sujeita as variagfes sazonais de temperatura e
consequente influéncia no seu ciclo bioldgico. Durante o Inverno esta espécie fica mais

vulnerdvel a “sindrome de Inverno”, uma vez que devido as baixas temperaturas
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diminui a ingestéo de alimento. Este processo causa mortalidade cronica no Inverno, em
especial quando a temperatura comeca a subir (Gallardo et al., 2003), pois nesta fase os
peixes tém diversas alteracdes fisioldgicas que os tornam mais sujeitos a infecgdes por
agentes patogénicos (Eggset et al., 1997; Gallardo et al., 2003). Ou seja, € nofinal do
Inverno que a utilizacdo de imunoestimulantes deve ser mais utilizada e estudada.

Actualmente diversos estudos tém vindo a ser realizados para determinar as
propriedades imunomodulatorias de compostos extraidos de plantas (Ardo et al., 2008),
algas (Bansemir et al., 2006) e microalgas marinhas (Carballo-Cardenas et al., 2006),
que ajudem a controlar os niveis de ROS e RNS produzidos pelos organismos.

Os resultados obtidos no presente estudo apontam para uma potencial
importancia dos extractos aquosos de microalgas marinhas como fontes de compostos
antioxidantes e imunoestimulantes.

Os extractos estudados ndo revelaram ter poder antibiético directo contra L.
anguillarum nem P. damselae piscicida pois ndo ocorreu qualquer inibicdo ao
crescimento destas estirpes. O V. fischeri ndo cresceu nas placas com meio TSA e
portanto as propriedades destes extractos contra essa estirpe ndo puderam ser estudadas.

Contudo, este estudo mostrou que alguns extractos aquosos de microalgas
revelaram poder imunoestimulatorio. O extracto aquoso de I. galbana com 10 mg/mL
foi capaz de estimular a libertacdo de NO em fagécitos de dourada de forma
significativamente superior ao controlo e a todas as outras microalgas. O valor maximo
registado apos estimulacdo com extracto de I. galbana foi de 5,49 uM e o valor médio
de 4,997+0,757 uM, tendo o controlo sido de 3,775+0,866 uM. Existem poucos estudos
sobre libertacdo de NO por fagécitos de peixe e nenhum estudo identificado, que tenha
testado o efeito de extractos de microalgas em fagdcitos de dourada. Contudo, no estudo
de Tafalla & Novoa (1999), onde foram utilizaram lipopolissacarideos de bactérias
como estimulo de macréfagos de Scophthalmus maximus, foram registados valores de
concentracdes entre 5 e 15 pM. Portanto o extracto de I. galbana teve uma indugéo
semelhante ao dos lipopolissacarideos bacterianos do trabalho referido. No trabalho de
Pietsch et al. (2008), também apos estimulo com lipopolissacarideos bacterianos, houve
registo de libertacdo de NO entre 50 a 70 uM.

Relativamente a libertacdo de ROS e a analise das médias dos trés peixes nao
foram registadas diferencas significativas entre 0s extractos aquosos das micoralgas em

estudo. Apenas se verificaram diferencas significativas na analise individual dos peixes
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1 e 2, destacando-se a capacidade estimulatoria das microalgas I. galbana e
Scenedesmus sp. para a libertacdo de ROS. Este estudo aponta para uma diferenca de
sensibilidade ao estimulo entre peixes da mesma espécie. E necessario ter em
consideracdo a variacdo individual, pois os peixes podem estar sujeitos a diferentes
niveis de stress durante a sua manipulacdo. Esta aparenta ser uma das causas para a falta
de diferencas significativas na anélise geral das médias dos trés peixes.

Da anélise da média dos trés peixes verificou-se que o pico méximo de
libertacdo de ROS ocorreu apds uma hora de estimulo, para todos os extractos aquosos
O extracto de Scenedesmus sp. teve 0 pico maximo apds 2 horas. Sendo assim, nao se
pode afirmar que globalmente tenha existido um extracto aquoso das cinco microalgas
em estudo que tenha estimulado a producdo de ROS de forma significativa,
considerando todos os peixes analisados. Os fagocitos de diferentes peixes parecem
reagir de forma diferente entre si, a exposicdo a estes extractos aquosos. No entanto, de
uma forma geral produziram a maior quantidade de ROS entre 1 a 2 horas de exposi¢éo.
Também Castro et al. (2004) mostraram que as macroalgas Ulva rigida e Chondrus
crispus estimularam a producdo de ROS em fagdcitos de pregado (Psetta maxima L.),
por método de nitroblue tetrazolium. Contrariamente a estes resultados, estudos
realizados por Daels-Rakotoarison et al. (2002) apontam para uma inibi¢&o da producao
de ROS expondo neutrofilos polimorfonucleares a extractos sequenciais (acetona/adgua
6:4; diclorometano; acetato de etilo; cloroférmio) de Rosa canina, um arbusto
mediterranico. Porém, diferentes tipos de extraccdo conduzem a diferentes compostos
extraidos e, como tal, a comparacéo é limitada.

Devido a grande diferenca de resultados entre peixes diferentes para o estudo de
libertacdo de 6xido nitrico e ROS, uma forma melhor de fazer este estudo é utilizando
células (fagdcitos) clone, embora isto levante o problema de falta de variedade natural
que ocorre nos organismos por terem fagocitos que podem ter células-mée diferentes.
Para obter maior nimero de células podem utilizar-se peixes de dimensdes maiores. E
essencial reduzir ao minimo as diferencas de factores stressantes infligidas aos peixes,
de forma a reduzir o erro e as diferencas entre especimen. Sendo a producdo de ROS
uma forma de resposta imunitaria, se um peixe estiver doente ou uma amostra
contaminada com agentes patogénicos, por exemplo, os fagdcitos irdo apresentar niveis

diferentes de producéo de ROS.
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Este estudo mostrou que alguns extractos aquosos de microalgas revelaram
poder antioxidante. Os resultados obtidos através do método de DPPH apontam para a
existéncia de compostos com propriedades antioxidantes nos extractos aquosos com 10
mg/mL de T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N. oculata, sendo os valores maximos
obtidos de 73,2+2,4%; 38,6+4,9%; 23,0£3,1% e 18,6+3,0%; respectivamente. A
microalga T.chuii teve uma actividade inibitéria de 50% do DPPH de
4,900+0,301mg/mL, em média, revelando-se como aquela com maior capacidade
antioxidante deste composto. Esta actividade foi superior a da verificada no trabalho de
Hwang et al. (2010) em que a actividade antioxidante do extracto aquoso da alga
Ecklonia cava foi apenas de 48+2,8% com uma concentragdo de 100 pg/mL e um ICsg
de 1,58 mg/mL. No entanto é de referir algumas diferencas no protocolo experimental
pois, Hwang et al. (2010) realizaram extractos com agua quente (100°C por 20 min.)
que pode alterar os produtos finais do extracto; uma concentracdo ligeiramente inferior
de DPPH (0,1 mM) que faz com que a coloragéo inicial das amostras seja mais clara e
cause menor absorvancia; e de relagdo solu¢cdo-DPPH [1:1 em Hwang et al. (2010) e 1:9
no presente trabalho] que altera a quantidade de DPPH reduzido no final da reacdo, com
consequente alteracdo da cor e respectiva absorvancia.

Outro estudo comparativo para este método, onde se estudou a actividade
antioxidante por DPPH de microalgas em extracto metandlicos, foi o de Natrah et al.
(2007), em que foram obtidos apenas valores negativos de actividade antioxidante, com
registo maximo de -4,56x£0,2% de |. galbana, -6,32+0,7% de S. quadricauda, -
11,35+0,6% de N. oculata e -24,60+1,7% de T. tetrathele, embora por outros métodos
(por ensaio de ferro tiocianato e por ensaio de &cido tiobarbitdrico ) tenham obtido
valores positivos de actividade antioxidante. Os autores desse trabalho néo
apresentaram nenhuma razdo para a obtencdo de valores negativos. No presente trabalho
os valores negativos do extracto de I. galbana deveram-se a uma coloragdo mais escura
nas amostras com extracto que as de controlo negativo.

Do estudo da actividade quelante do ido Fe?", foi possivel verificar que todos os
extractos tiveram capacidade quelante embora o de I. galbana (10 mg/mL) néo tenha
induzido uma actividade quelante superior ao controlo positivo, tanto em média como
em valor absoluto. As espécies com maior actividade quelante foram a T-chuii com
102,09+1,03% e a Scenedesmus sp. com 101,24+2,69%, embora esta Gltima tenha o
maior valor de ICs. Isto deveu-se a ter registado um valor reduzido nas concentragcfes 1
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e 5 mg/mL, mas elevado valor a 10 mg/mL. Comparando com o trabalho de Wang et
al. (2010), onde foi utilizado o mesmo protocolo para a determinacdo da actividade
quelante de Fe** de Sargassum hemiphyllum e obtido um valor de ICsq de 2,07 mg/mL,
claramente inferior ao das microalgas do presente estudo, ou seja, as microalgas apesar
de revelarem valores mais elevados de actividade quelante em percentagem, revelaram
ser necessario maior concentracdo para atingir o 1Cs. O mesmo acontecendo quando se
compara estes resultados sobre microalgas com os de algumas espécies de plantas ja
estudadas como Feijoa sellowiana, Sambucus ebulus e Zea mays por exemplo, que
revelaram ICsp proximos de 1,5 mg/mL (Ebrahimzadeh et al., 2008).

Como referido nos resultados, nenhum extracto aquoso revelou actividade
quelante de Cu®* superior a 50%. As espécies com maior actividade foram 1. galbana e
N. oculata e B. braunii com respectivamente 32,53+5,89%, 29,32+17,76% e 26,27 *
18,03%. A espécie com menor actividade foi a Scenedesmus sp. com um maximo de
9,68+16,84%.

Quanto ao estudo das propriedades antibidticas dos extractos aquosos e dos
extractos em DMSO de hexano, acetona e éter dietilico das cinco microalgas em estudo,
nenhum revelou poder antibacteriano contra L. anguillarum nem contra P. damselae
piscicida. Tendo em consideragdo o trabalho de Katircioglu et al. (2006) seria de
esperar que, pelo menos os extractos de acetona e éter revelassem alguma actividade
antibidtica uma vez que, no trabalho referido, os extractos de acetona e éter de diversas
espécies de microalgas revelaram actividade antimicrobiana em bactérias Gram
negativas. Também Bansemir et al. (2006) obtiveram actividade antibidtica de 23
espécies de macroalgas contra L. anguillarum, Pseudomonas anguilliseptica,
Aeromonas hydrophila, A. salmonicida e Yersinia rickeri, embora estes tenham
resultado de extractos de diclorometano.

Este trabalho visou estudar algumas caracteristicas que fazem das microalgas o
elo fundamental de uma aquacultura sustentdvel e menos propensa a proliferacdo de
agentes patogénicos. Apesar da importancia nutricional das microalgas, talvez ndo seja
sO esta caracteristica que permite aos aquacultores terem registos de elevadas taxas de
sobrevivéncia quando se inclui microalgas nas dietas dos peixes.

Com a realizagéo deste trabalho foi possivel concluir que os extractos aquosos e
0s extractos em DMSO de hexano, acetona e éter dietilico das microalgas cinco

microalgas estudadas nao apresentaram propriedades antibiéticas contra L. anguillarum
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e P. damselae piscicida, na concentracdo de 10 mg/mL. No entanto parece ser possivel
que tenham capacidade antibacteriana contra outras estirpes de bactérias ou em
concentragOes superiores. Contudo, destacou-se a capacidade imuno-estimulatéria das
microalgas I. galbana, Scenedesmus sp. e N. oculata. Destacou-se também a capacidade
antioxidante dos extractos aquosos de T. chuii, B. braunii, Scenedesmus sp. e N.
oculata, pelo método de DPPH. Nenhum dos extractos revelou elevado poder quelante
de cobre mas todos revelaram elevado poder quelante de Fe*". Parece ser possivel
determinar o valor 1Csy da actividade quelante das microalgas em estudo, basta
aumentar a concentragio dos extractos utilizados. E necessério proceder a mais estudos
de forma a determinar exactamente que compostos antioxidantes e imunoestimulantes
estdo presentes nas microalgas e como se relacionam com o bem estar dos animais de

aquacultura e com a qualidade do produto final das pisciculturas.
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