UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE PESCA
CURSO DE ENGENHARIA DE PESCA

FRANCISCA GENY MARFIM FERNANDES

TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) COMO FONTE DE RESIDUOS PARA
EXTRACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS ANTIOXIDANTES

FORTALEZA
2022



FRANCISCA GENY MARFIM FERNANDES

TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) COMO FONTE DE RESIDUOS PARA
EXTRACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS ANTIOXIDANTES

Monografia apresentada ao Departamento
de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Cear4d, como requisito parcial a
obtencdo do titulo de Engenheiro de Pesca.

Orientadora: Profa. Dra. [anna Wivianne
Fernandes de Aratjo.

FORTALEZA
2022



Dados Internacionais de Catal ogag&o na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catal og, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F399t Fernandes, Francisca Geny Marfim.
Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) como fonte de residuos para extragéo de glicosaminoglicanos
antioxidantes / Francisca Geny Marfim Fernandes. — 2022.
73f.:il. color.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias
Agrérias, Curso de Engenharia de Pesca, Fortaleza, 2022.
Orientagdo: Profa. Dra. lanna Wivianne Fernandes de Aratjjo.

1. Tildpiado Nilo. 2. Residuos organicos. 3. Glicanos. 4. Potencia redutor. |. Titulo.
CDD 639.2




FRANCISCA GENY MARFIM FERNANDES

TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) COMO FONTE DE RESIDUOS PARA
EXTRACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS ANTIOXIDANTES

Monografia apresentada ao Departamento
de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Ceard, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Engenheiro de Pesca.

Aprovadaem: ___/__ /

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. lanna Wivianne Fernandes de Aradjo (Orientadora)

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. José Ariévilo Gurgel Rodrigues

Engenheiro de Pesca/Membro externo (Orientador Técnico)

Profa. Dra. Kelma Maria dos Santos Pires Cavalcante

Universidade Federal do Ceara (UFC)



AO ETERNO D'US.
A Aurea Marfim.
A Levy Marfim.



AGRADECIMENTOS

A minha Familia pelo apoio incondicional, pelo incentivo a novas conquistas, pelas
condic¢des para ir além e pelo amor incomparavel.

A Prof. Dr*. Tanna Wivianne Fernandes de Araijo, pela orientacdo, pelo
acolhimento no laboratério e pelas oportunidades que dai surgiram.

Ao Dr. José Ariévilo Gurgel Rodrigues, pela orientagdo técnica-cientifica e pela
conducdo das atividades experimentais, sem as quais impossivel seria a realizagdo deste
trabalho.

A Prof®. Dr*. Kelma Maria dos Santos Pires Cavalcante, por todo suporte oferecido
e pela valiosissima colaboragdo neste trabalho além da correcdo e das sugestoes.

Ao Prof°. Dr. Oscar Pacheco Passos Neto que, gentilmente, cedeu os peixes
utilizados nesta pesquisa e pelas sugestdes apresentadas.

Ao Dr. Ismael Nilo Lino de Queiroz pela realizacdo e orientacao das eletroforeses
em poliacrilamida.

A Prof*. Dr*. Ana Liicia Ponte Freitas, ao Francisco Diego da Silva Chagas e ao
José Gabriel de Sousa Candido do Laboratério de Algas Marinhas/Dep. Bioquimica/UFC pela
realizacdo dos ensaios antioxidantes, importantissimos para esta pesquisa.

Ao técnico Johnny Peter Macedo Feitosa do Laboratério de Polimeros e Inovagao
de Materiais e Compositos/Dep. Quimica Organica e Inorganica/UFC pela realizacdo dos
espectros de infravermelho desta pesquisa.

Ao Antonio Carlos Nunes de Lima, pelo companheirismo, ajuda e estimulo nos
trabalhos do laboratério — BIOMAR/CEBIAQUA.

A FUNCAP e ao PIBIC/UFC pelo apoio financeiro por meio de bolsas durante a

graduacao.



“A gléria € tanto mais tardia quanto
mais duradoura h4 de ser, porque todo
fruto delicioso amadurece lentamente.”

(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

Dentre as possibilidades de aproveitamento dos residuos da filetagem da Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) estd a extragdao de glicosaminoglicanos (GAGs) antioxidantes frente
aos sintéticos indutores de cincer. Este trabalho avaliou a distribuicdo, as caracteristicas
moleculares e a capacidade antioxidante in vitro de GAGs obtidos de pele, branquia, olho,
intestino e gonada de exemplares cultivados na Estacdo de Aquicultura/UFC. Os residuos
desidratados e quantificados foram digeridos com papaina e seus GAGs caracterizados por
rendimento, metacromasia usando azul dimetilmetileno como indicador, eletroforeses em géis
de agarose e poliacrilamida comparando-se a heparina, condroitim-4/-6-sulfato, dermatam
sulfato e/ou dextrana sulfatada visualizados com azul de toluidina ou “stains all”,
espectroscopia de infravermelho e capacidade antioxidante in vitro pelos ensaios de sequestro
do radical DPPH, quelacdo do fon ferroso e capacidade antioxidante total tomando-se BHT,
EDTA e acido ascorbico como padrdes, respectivamente. Resultados mostraram um volume
maior de residuos desidratados da anatomia externa (1,56%) em relacdo aos da cavidade
abdominal (0,11%). Branquia — arco e base (1,28 + 0,06% e 0,46 + 0,07%, respectivamente)
foi a fonte principal em GAGs, seguida de gonada (0,40 + 0,08%), intestino (0,36 + 0,10%),
pele (0,18 £ 0,02%) e olho (0,16 + 0,03%). Técnicas bioquimicas e estruturais utilizadas
sugeriram GAGs com distribui¢cdo e composi¢do complexas e heterogéneas, metacroméaticos
(sulfatacdo) e com, aproximadamente, 40 kDa de peso molecular considerando-se todas as
amostras avaliadas, cujos perfis indicaram em branquia condroitim-6/-4-sulfato; em pele,
condroitim/dermatam; em olho, dermatam e 4cido hialurdnico; em intestino, heparam mais
expressivo que dermatam, além de 4acido hialurdonico e em gdnada, condroitim-6/-4-sulfato,
heparam e/ou 4cido hialurOnico. Ensaios avaliativos da atividade antioxidante in vitro dos
GAG:s constituintes da base branquial mostraram que estes possuem considerdveis efeitos sobre
o sequestro do radical DPPH e na quelacdo do ion ferroso, com inibi¢des tao potentes quanto
ao controle BHT e EDTA, respectivamente, sugerindo a¢do coadjuvante no combate ao estresse
oxidativo. Portanto, a Til4dpia do Nilo possui distribui¢do e bioquimica complexa de GAGs € o

residuo da base branquial revelou estes como potentes agentes antioxidantes in vitro.

Palavras-chave: Tilapia do Nilo; residuos organicos; glicanos; potencial redutor.



ABSTRACT

Within the possibilities of the use of residues from Nile Tilapia filleting (Oreochromis niloticus)
is the extraction of glycosaminoglycans (GAGs) antioxidant as an alternative option to cancer-
inducing synthetics. This work had evaluated the distribution, the molecule characteristics, and
the in vitro antioxidant capacity of the GAGs obtained by the skin, gill, eye, intestine and gonad
of specimens cultivated at the Aquaculture Station/UFC. The dehydrated and quantified
residues were digested with papain and its GAGs characterized by yield, metachromasia using
dimethylmethylene blue as indicator, electrophoresis in agarose and polyacrylamide gels
comparing to heparin, chondroitin-4/6-sulfate, dermatan sulfate and/or sulfated dextran
visualized with toluidine blue or stains all, infrared spectroscopy, and in vitro antioxidant
capacity of scavenging the radical DPPH, chelation of the ferrous ion, and total antioxidant
capacity taking BHT, EDTA, and Ascorbic acid as standards, respectively. The results showed
a larger volume of dehydrated residues of the external anatomy (1.56%) in relation to the
abdominal cavity (0.11%). Gill — arc and basis (1.28 £ 0.06% and 0.46 + 0.07, respectively) it
was the main source in GAGs, followed by gonad (0.40 + 0.08%), intestine (0.36 + 0.10%),
skin (0.18 + 0.02%) and eye (0.16 = 0.03%). Biochemistry and structural techniques used
suggested GAGs with distribution, complex and heterogenous composition, metachromatics
(sulfation) and with approximately 40 kDa of molecule weigh considering all evaluated
samples, whose profiles had indicated in gill chondroitin-4/6-sulfate; in skin,
chondroitin/dermatan; in eye, dermatan and hyaluronic acid; in intestine, heparan more
expressive than dermatan, besides hyaluronic acid and in gonad, chondroitin-4/6-sulfate,
heparan and/or hyaluronic acid. Evaluative tests of in vitro antioxidant activity of the gill basis
constituents GAGs showed that these possess considerable effects over the scavenging of the
radical DPPH and in the chelation of the ferrous ion, with inhibitions as powerful as the used
control BHT and EDTA, respectively, suggesting parental action in the combat of the oxidative
stress. Therefore, the Nile Tilapia possesses distribution and complex biochemistry of GAGs

and the residue of the gill basis reveals them as powerful in vitro antioxidants agents.

Keywords: Nile Tilapia; organic residues; glycans; reducing potential.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producio atual de pescado

A produgdo de pescado no mundo em 2018 expds um cendrio no qual a pesca
extrativa (captura) alcancou um indice recorde de 96,4 milhdes de toneladas, dos quais 12
milhdes de toneladas foram da pesca em dguas interiores, enquanto a pesca marinha revelou
niveis de 2004-2005, com 84,4 milhdes de toneladas, ultrapassando a média dos anos 2010-
2017 em que se registrou 79 milhdes de toneladas. Deste total, a aquicultura contribuiu com
uma producao de 82,1 milhdes de toneladas, sendo 51,3 milhdes em 4guas interiores e 30,8
milhdes em dguas marinhas. Nesta conjuntura, estima-se que a produ¢do aquicola deva sobrepor
a pesca em toneladas, com um crescimento previsto de 32% (26 milhdes de toneladas) até 2030,
enquanto a pesca deve se manter estdvel (FAO, 2020).

O cultivo de peixes vem assumindo importancia cada vez maior no panorama do
abastecimento alimentar (REBOUCAS et al., 2014), isto deve-se ao fato de que nas ultimas
décadas a produc@o mundial de pescado vem sendo impulsionada pelo aumento do crescimento
populacional, urbanizacdo, aumento da renda e pela expansdao da producdo de peixes e
distribuicdo mais eficiente (VICENTE et al., 2014). Nessas circunstancias, a aquicultura
apresenta-se como a alternativa mais vidvel para garantir a continuidade do aumento da oferta
nos préoximos anos, dado que a pesca se encontra com a produgdo estabilizada desde a década
de 1990 (FAO, 2014b), com a produgdo de organismos aqudticos em cativeiro composta,
principalmente, por pescado oriundo de dguas interiores. Estima-se que o pescado represente
16,7% de toda a proteina animal consumida por humanos no planeta e 6,5% de toda a proteina,
considerando as duas origens, animal e vegetal. Estes valores sdo superiores ao das carnes de
suino, frango, bovino, ovino e caprino, as mais consumidas na sequéncia (FAO, 2014a). A
tendéncia, face a esse contexto, € que a aquicultura seja responsavel por suprir a maior parte da
demanda global por pescado nos proximos anos. Essa atividade vem crescendo mais
rapidamente que qualquer outro segmento do setor agropecudrio com média de 6,2% ao ano
considerando entre 2000 e 2012 (FAO, 2014a; FAO, 2014b).

O Brasil, hoje, ocupa a 13? posicao na produgdo de peixes em cativeiro, e € o 8° na
producdo de peixes de dgua doce. Segundo a FAO, desde 2014 ndo ha estatistica pesqueira
oficial no Brasil, esses dados sdo obtidos por levantamentos realizados pela institui¢do e seus

parceiros (FAO, 2020).
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1.2 Producio de Tilapia no Brasil

O pescado € fonte de proteinas de alto valor bioldgico, dcidos graxos insaturados e
vitaminas, apresenta baixo teor de colesterol, constituindo uma op¢do de consumo mais
sauddvel do que as outras carnes (GONCALVES, 2011). E considerado a fonte de proteina mais
consumida no mundo (QUEIROZ, 2015), sendo a tildpia o segundo peixe mais cultivado no
mundo e uma fonte sustentavel de alimento (CONTE et al., 2017).

No Brasil vém ocorrendo um crescimento da populagdo que consome organismos
aquaticos e, consequentemente, necessitando de uma maior demanda por peixes (IGARASH]I,
2018). A Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) € a espécie de maior
importancia comercial, representando 57% de todo pescado produzido no Pais de acordo com
dados do Anuadrio Brasileiro da Piscicultura 2020, produzido pela Associacido Brasileira da
Piscicultura (Peixe BR).

A Til4pia do Nilo, originaria do delta do Rio Nilo (leste da Africa), foi introduzida
no inicio da década de 1970 no Brasil, inicialmente para repovoamento de acudes da regido
Nordeste e, posteriormente, difundiu-se pelo Pais. Na década de 1990, o cultivo desse peixe
exotico ganhou importancia, principalmente nos estados das regides Sul e Sudeste (DIAS,
2019). Atualmente, € um dos principais peixes cultivados em diferentes sistemas de producdo
intensiva, especialmente nas regides Nordeste, Sul e Sudeste (GONCALVES; JERONIMO;
MARTINS, 2009; FURUYA, 2011).

A producao nacional cresceu 4,9%, correspondendo a 758.006 toneladas, colocando
o Brasil na posicio de 4° maior produtor mundial de Tilapias (Peixe BR, 2020). E, atualmente,
0 peixe que apresenta maiores indices de produ¢do na aquicultura nacional, em funcdo de
caracteristicas relativas a rusticidade genética, reproducdo e potencial mercadolégico
(BANDEIRA; NASCIMENTO, 2017). Das linhagens de Tildpias mais conhecidas, destacam-
se a GIFT (Genetic Improved Farmed Tilapia) e a Chitralada (IGARASHI, 2018).

A producgao de Tildpias no Brasil transformou algumas regides do pais em polos
produtivos importantes, com crescente desenvolvimento e tendo elos de sua cadeia produtiva
bem definidos, como o setor de insumos, sistemas produtivos, agroindudstria, comercializacao e
mercado consumidor (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017).

A Til4pia tem sido uma das espécies de peixes de maior aceitacdo de mercado por
apresentar ainda caracteristicas atrativas, como carne branca de textura firme, sabor suave e
auséncia de espinhos em forma de “y”, tornando-a 6tima para o processo de filetagem. Contudo,

por ser extremamente perecivel, o processo de industrializacdo agrega valor a matéria-prima,
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ao tornar o produto com maior vida util e com novas opc¢des de consumo (SCHULTER;
VIEIRA FILHO, 2017).

No processo de filetagem, o rendimento € varidvel e fatores como a estrutura
anatomica do corpo, tamanho da cabeca, porcentagem dos residuos (visceras, pele e
nadadeiras), sexo e linhagem dos peixes determinam os valores de rendimento (SCHULTER;

VIEIRA FILHO, 2017).

1.3 Geracao de residuos no processo de filetagem da Tilapia

O principal objetivo da industrializacao de Tildpias € a producdo de filés e, durante
0 processamento, ocorre a geracao de residuos que representa entre 62,5% e 66,5% da matéria-
prima, necessitando gerenciamento correto para evitar os impactos ambientais (BOSCOLO et
al., 2008). Estes residuos sdo constituidos de visceras, cabecas, carcaca, pele e escamas
(VIDOTTI; GONCALVES, 2006).

O crescimento da industria do pescado resultou em quantidades crescentes de
residuos que podem representar até 70% do pescado processado conforme FAO (2020). Sao
gerados em todas as etapas da cadeia produtiva e muitas vezes descartados de maneira
inadequada produzindo impactos ambientais, excetuando-se quando a destinacdo ambiental € a
compostagem organica.

Considerando-se o panorama mundial, os residuos do processamento de pescado
variam entre 18 e 30 milhdes de toneladas (RAMIREZ, 2007) e representam um potencial ainda
subexplorado para o desenvolvimento de coprodutos, subprodutos e a agregacdo de valor
(KUBITZA, 2006).

Subproduto do beneficiamento do pescado € toda a fracdo ndo aproveitada, com
limitagcdes tecnoldgicas e mercadoldgicas, porém que possui caracteristicas quimicas parecidas
com o produto comercializado (SUCASAS, 2011).

Dentre as possibilidades geradas por esses residuos organicos, jad em franca
exploracdo, estdo os hidrolisados proteicos, a silagem, a farinha para consumo animal ou
humano e o dleo para producgdo de suplementos nutricionais para humanos ou biocombustiveis
(OLIVEIRA, et al., 2006; WIGGERS et al., 2009; WISNIEWSKI JUNIOR et al., 2010).

Os residuos do processamento de pescado apresentam alta qualidade nutricional e

podem ser considerados fontes de proteinas, enzimas e lipideos ndo aproveitados, possibilitando
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o encaminhamento para outros fins como producdo de suplementos proteicos (KADAM;
PRABHASANKAR, 2010).

Outra possibilidade advinda dos residuos da filetagem da Tildpia, descartados em
grande quantidade pela industria, é a extracdo de glicosaminoglicanos (GAGs). O uso de
rejeitos da industria do pescado, gerando subprodutos de valor biotecnolégico, vem crescendo
como fontes naturais inovadoras para a obtencdo de GAGs (MOURA et al., 2020). Essas
macromoléculas, presentes no reino animal em todas as espécies que apresentam organiza¢ao
tecidual (MEDEIROS et al., 2000), apresentam diversas aplica¢des, como carater antioxidante
permitindo avaliar seus potenciais biotecnolégicos em sistemas ambientais, isolando-as a partir
de diversas estruturas teciduais (JRIDI et al., 2019; BAl et al., 2018; PEREIRA et al., 2020).

Os residuos do pescado, em especial, se caracterizam por nao apresentar valor de
mercado e o seu descarte acarretar danos ao meio ambiente quando feito de forma inadequada
(REBOUCAS et al., 2012). Os principais produtos comercializados de Tildpias sdo os peixes
inteiros congelados e os filés, estes ultimos representam elevado valor agregado e maior
interesse do consumidor (BOSCOLO; FEIDEN, 2007). No processo de filetagem, o rendimento
€ de apenas 35 a 40% do peso total do peixe (FITZSIMMONS et al., 2011), gerando como
consequéncia 60 a 70% de residuos organicos (BOSCOLO; FEIDEN, 2007; VIDAL et al.,
2011).

A relacg@o estimada entre cada residuo e o peso total do peixe, segundo FAO (2020),
mostra que cabecas representam 9 a 12 por cento do peso total do peixe, visceras 12 a 18 por
cento, pele 1 a 3 por cento, ossos 9 a 15 por cento e escamas cerca de 5 por cento. Os residuos
do pescado se mostram, por outro lado, como recursos versateis, além da possibilidade de
transformagdio e aproveitamento como alternativas agroindustriais (SLIZYTE; RUSTAD;

STORR®, 2005).

1.4 Estruturas de alguns orgaos principais de peixes

1.4.1 Pele

A pele de peixes difere da pele dos mamiferos por ser coberta por epiderme delgada,

ndo apresentando glandulas sebdceas e, dependendo da espécie, podem possuir escamas

(JUNQUEIRA et al., 1983).
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Os peixes sdo recobertos por pele e revestidos por uma secrecdo viscosa, 0 muco,
produzido por um grande nimero de glandulas mucosas presentes na pele. O muco secretado
permite a reducdo da resisténcia da 4gua ao movimento de natagdo e atua na protecdo impedindo
a infestacd@o por fungos e parasitas (BEMVENUTI; FISCHER, 2010).

A pele possui duas camadas: a epiderme de origem ectodérmica e a derme de
origem mesodérmica, como € mostrado esquematicamente na Figura 1. Na derme se formam
as escamas, e ¢ onde se encontram as glandulas de veneno, mucosas, 6rgaos elétricos, 6rgaos
bioluminescentes (fotéforos), 6rgdos sensoriais, os receptores de som e os pigmentos

(BEMVENUTI; FISCHER, 2010).

Figura 1 — Morfologia e histologia da pele de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A - incisdo lateral longitudinal de retirada da pele; B - remocéo da pele sentido cabeca-cauda; C- pele
desidratada; D - hierarquia morfoldgica da estrutura das camadas da pele.

Fonte: Autora (2019), (A, B e C); D - adaptado de https://www.yourarticlelibrary.com/fish/anatomy.

As principais funcdes fisioldgicas da pele sdo excre¢do, protecdo contra a invasao

bacteriana e agentes exteriores e recepcio de estimulos (SOUZA, 2004). E composta,


https://www.yourarticlelibrary.com/fish/anatomy
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principalmente, por proteinas, lipidios, glicidios, sais minerais e dgua. A composicdo varia
dependendo da espécie de peixe, sexo e idade (HOINACKI; MOREIRA; KIEFER, 1989). Em
geral, as peles apresentam em sua composi¢do em torno de 2% de lipidios e 1% de matéria
mineral, sendo os principais elementos encontrados, o potdssio, o0 magnésio e o fosforo. Estes
minerais estdo combinados na forma de cloretos, sulfatos e carbonato (HOINACKI,
MOREIRA; KIEFER, 1989).

Histologicamente, a pele da Tildpia do Nilo é constituida por duas camadas
teciduais, a epiderme e a derme (LAGLER et al.;1977), sendo a primeira composta por células
epiteliais pavimentosas, dispostas em camadas que contém células produtoras de muco e de
pigmentos e a segunda, formada por uma espessa camada de tecido conjuntivo. Desta forma, a
pele de tildpia assemelha-se a de outros peixes teledsteos quanto a sua organizagdo estrutural,
por estar constituida de epiderme e derme (SOUZA et al., 2021).

Devido as propriedades fisico-mecanicas da pele de tildpia, por meio do curtimento,
a inddstria de beneficiamento do couro tem agregado valor a este subproduto, permitindo a
manufatura do vestudrio em geral, como jaquetas, coletes, cintos, pastas, bolsas, carteiras,
suvenir e, principalmente, calgados (SOUZA, 2004).

A pele da Tildpia apresenta caracteristicas microscopicas semelhantes a estrutura
morfolégica da pele humana (LIMA-J(JNIOR et al., 2017), mostrando-se como biomaterial
com aplicabilidade clinica no tratamento de queimaduras. Este biomaterial tem sido utilizado
como uma alternativa de curativo biolégico para recobrimento de feridas na pele humana por
queimadura devido a sua elevada compatibilidade.

A presenga de GAGs na pele da Tildpia aponta como uma fonte promissora de
suplemento antioxidante alternativo aos agentes sintéticos para criopreservacdo de sémen de
peixes (PEREIRA et al., 2020 e 2021; NASCIMENTO et al., 2021) e anticoagulantes naturais
comparando ao uso de heparina (RODRIGUES et al., 2011b; SALLES et al., 2017).

1.4.2 Branquia

As branquias, 6rgaos vitais para os peixes, sdo estruturas responsaveis pelas trocas
gasosas, as quais estdo envolvidas nos processos de osmorregulacao, equilibrio dcido-bdsico e
excre¢do de compostos nitrogenados (FONTAfNHAS—FERNANDES et al., 2008; TSENG;
HWANG, 2008; TORRES et al., 2010).
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Histologicamente, o epitélio de revestimento branquial é representado por cinco
principais tipos celulares: células pavimentosas, células mucosas, células de cloro, células ndao
diferenciadas e células neuroepiteliais (LICHTENFELS, 1996). O epitélio branquial tem
importante papel na manuten¢do osmotica e idnica dos peixes e as células que o constituem
respondem direta ou indiretamente aos fatores ambientais e a alteragdes internas do organismo
(LUPI et al., 2007).

Responsdveis pelo processo respiratério dos peixes, as branquias estio localizadas
na cavidade opercular e sdo divididas em arcos de onde saem os filamentos branquiais com suas

fileiras de lamelas secundarias (FERGUSSON, 1989), como mostra a Figura 2.

Figura 2 — Morfologia da branquia de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A - branquia; B - base branquial; C - arco branquial e D - filamentos branquiais.

Fonte: Autora (2019).

Em tildpias, as branquias estdo localizadas simetricamente quanto a cavidade bucal
e sdo constituidas por duas regides bem definidas, os arcos branquiais e os filamentos branquiais
(LEONARDO, et al., 2001). Assim como a grande maioria dos teledsteos, as tildpias

apresentam quatro arcos branquiais de cada lado da cabega. Cada arco é composto por lamelas
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primérias que se dividem em lamelas secundarias. S@o essas ultimas as responsaveis pelas
fungdes exercidas pelas branquias, em especial pela troca gasosa (FURIA, 2005).

Quatro pares de arcos branquiais se estendem do piso até o teto da cavidade
vestibular, estrutura constituida por tecido ésseo, coberto por uma membrana serosa, associado
com musculos estriados abdutor e adutor que facilitam o movimento das branquias na
respiracdo. Na membrana serosa passam 0s vasos sanguineos que irrigam os filamentos e
retornam o sangue nas trocas gasosas (TORRES; GONZALEZ; PENA, 2010). Cada arco
branquial apresenta uma série de filamentos branquiais ou holobranquias, cada um dos quais é
constituido por duas metades, denominadas de hemibranquias, formadas pelas lamelas
branquiais, que proporcionam uma grande superficie que suporta as funcdes respiratdria e
excretora.

Os filamentos branquiais sdo especializacdes constituidas por um suporte
cartilaginoso central hialino, arteriolas aferentes e eferentes e outros vasos anastomosados,
compreendendo o seio venoso central (SANTOS et al., 2007). Eles sdo cobertos com um
epitélio plano simples e uma lamina propria de tecido conjuntivo frouxo, contiguo com o
revestimento de arcos branquiais e da mucosa oral da cavidade bucal. A evaginacao do epitélio
do filamento aumenta a drea de superficie das branquias e cada lamela é formada por um
envelope de células apoiadas sobre uma membrana basal, suportadas por células pilares.
Espacos entre células pilares, denominadas lacunas, conectam arteriolas aferentes e eferentes
A contratilidade de células pilares controlam o didmetro lacunar regulando assim o fluxo de
sangue (GENTEN; TERWINGHE; DANGUY, 2009; TORRES; GONZALEZ; PENA, 2010).

Nestas estruturas, GAGs com efeitos anticoagulantes foram encontrados na Carpa
comum Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758) como uma mistura de condroitim sulfato em varios
niveis de sulfatacdo e de substancias contendo glucosaminas pertencentes aos grupos sulfato de

heparam ou heparina (WASSERMAN; BER; ALLALOUF, 1972).

1.4.3 Olho

Os peixes vivem em ambientes aquaticos onde a d4gua absorve a luz de modo que,
com o aumento da profundidade, a quantidade de luz disponivel diminui rapidamente. As
propriedades Opticas da dgua também fazem com que diferentes comprimentos de onda de luz
sejam absorvidos em diferentes graus. A luz visivel de comprimentos de onda longos

(vermelho, laranja) é mais absorvida na dgua do que a luz de comprimentos de onda mais curtos
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(verde, azul). A luz ultravioleta (comprimento de onda ainda menor do que a violeta) pode
penetrar mais profundamente do que o espectro visual. Além dessas qualidades universais da
dgua, diferentes corpos d'dgua podem absorver luz de diferentes comprimentos de onda devido
a variacdo da presenca de sal e/ou quimica na 4gua (MARSHALL et al.; 2015).

Os olhos dos peixes ndo possuem pélpebras e glandulas lacrimais e estdo
localizados na lateral da cabeca com movimentos independentes, sao semelhantes aos olhos dos
vertebrados terrestres, mas, t€ém lentes mais esféricas do que estes (DOUGLAS; DJAMGOZ,
1990), na Figura 3 observa-se o olho da Tildpia do Nilo.

Figura 3 - Morfologia do olho de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A - olho de exemplar fresco; B - olho removido de exemplar abatido.

Fonte: Autora (2019).

As retinas de peixes, geralmente, possuem células bastonetes e cones, para visdo
escotdpica (em ambiente escuro) e fotopica (em ambiente iluminado), respectivamente, e a
maioria das espécies tem visdo em cores (DOUGLAS; DJAMGOZ, 1990).

Apesar de todos os peixes partilharem o mesmo desenho basico do olho, de acordo
com a espécie, ocorrem diferencas porque aquilo que um animal vé, depende sobretudo do tipo
de fotorreceptores (bastonetes e cones) presentes, das concentracdes relativas e de como estao
dispostos no plano retinal (FRITSCHES et al., 2005), assim como da profundidade em que
habitam.

A maior parte dos peixes € sensivel a cor, contudo nem todos reconhecem a mesma
faixa espectral e a visdo noturna varia consideravelmente entre as espécies (FRITSCHES et al.,

2005). O olho dos peixes apresenta um cristalino esférico, denso e espesso € uma cérnea quase
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plana. O cristalino estd fixo por um musculo refrator que pode mové-lo para perto da retina para

fazer a acomodacdo (TURNER; SALLY, 2010), como € mostrado na Figura 4.

Figura 4 — Secdo vertical diagramatica através do olho de peixes.
Ligamento suspensorio Espaco linfatico
epicordide
Esclera

Camada dérmica

da coérnea
Corioidea
Camada escleral
Retina da cornea
Lente
Humor
vitreo,
Humor aquoso
Nervo
optico Iris

Camada autdctone
da coérnea

Processo falciforme Musculo retrator lentis

Fonte: Visdo em peixes https://pt.abcdef.wiki/wiki/Vision_in_fish.

A retina de peixes tem células em bastonete que fornecem alta sensibilidade visual
em condi¢des de pouca luz e células em cone que fornecem resolugdo temporal e espacial mais
alta do que as células em bastonete sio capazes. Elas permitem a possibilidade de visao de cores
por meio da comparacdo da absorbancia em diferentes tipos de cones (MARSHALL et al.
2015). A proporcao de bastonetes para cones depende da ecologia das espécies de peixes,
aqueles principalmente ativos durante o dia em dguas claras terdo mais cones do que aqueles
que vivem em ambientes com pouca luz.

A visdo colorida € util em ambientes com uma faixa mais ampla de comprimentos
de onda disponiveis, perto da superficie em dguas claras, em vez de em dguas profundas, onde
persiste apenas uma estreita faixa de comprimentos de onda (MARSHALL et al. 2015). A
distribuicao dos fotorreceptores pela retina ndo € uniforme, podendo variar ao longo do tempo
durante o desenvolvimento do individuo. Este € o caso quando a espécie normalmente se move
entre diferentes ambientes durante seu ciclo de vida, por exemplo, de dguas rasas a profundas

ou de dgua doce ao oceano (DOUGLAS; DJIAMGOZ, 1990).


https://pt.abcdef.wiki/wiki/Vision_in_fish
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1.4.4 Intestino

As caracteristicas anatdmicas do aparelho digestério dos peixes acham-se em
estreita dependéncia com a natureza dos alimentos, as caracteristicas do habitat, o estado
nutricional e o estadio de desenvolvimento do individuo (SEIXAS FILHO et al., 2000).

O intestino € um 6rgao geralmente tubular, por onde transita o alimento e no qual
ocorre a digestdo alcalina e a absor¢do dos nutrientes (FUGI; HAHN, 1991).

Este tubo se inicia na valvula pildrica e termina no reto, ndo sendo separado em
delgado e grosso, como nos mamiferos. Possui glandulas digestivas e um suprimento abundante
de vasos de sangue e de linfa, onde se completa a digestdo iniciada no estdmago (ROTTA,
2003).

No intestino € onde se completa a digestdo da proteina iniciada no estdbmago e
também ocorre a digestdo final dos lipideos e carboidratos, ocorre a maior parte da absorcao
dos nutrientes, fons e dgua oriundos da dieta, sendo os produtos da digestdo mantidos em
solucdo, o que facilita a absor¢do (COSTA et al., 2015). Além da fun¢do de digestdo e absorcao,
o intestino pode desempenhar outras fungdes, como auxiliar na osmorregulacdo ou na
respiracdo (WILSON; CASTRO, 2010).

O comprimento do intestino varia conforme o hébito alimentar dos peixes e
conforme as caracteristicas do alimento ingerido. Apresenta-se curto nas espécies carnivoras e
nas espécies onivoras, herbivoras, fitoplanctéfagas e detritivoras que se alimentam de itens de
dificil digestao e baixa digestibilidade, o intestino € mais longo comparado ao dos carnivoros
(FRACALOSSI; CYRINO, 2012).

Segundo critérios histofisioldgicos, o intestino pode ser dividido em trés segmentos:
primeiro segmento ou proximal (60-75% do comprimento total), segundo segmento ou médio
(20-25%) e terceiro segmento ou distal (5-15%) (MORRISON; MIYAKE; WRIGHT, 2001). O
primeiro segmento do intestino encontra-se relacionado com a absor¢do de gorduras, o segundo
segmento € responsavel pela absorcdo de macromoléculas proteicas e o terceiro segmento
encontra-se relacionado com a absor¢ao de dgua e eletrolitos (STROBAND; VAN DER VEEN,
1981).

De modo geral, o trato digestério compreende o intestino anterior (esdfago e
estdmago), intestino médio (maior extensao) e intestino posterior (reto e anus), esta distribuicao
€ comum nos teledsteos a excecao dos peixes agastricos (COSTA et al., 2015).

A Tilapia do Nilo € um peixe onivoro que se alimenta de itens de origem animal e

vegetal - possui uma dieta mista e estruturas pouco especializadas. Frequentemente, consome
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pequenos invertebrados, plantas e frutos (ROTTA, 2003). O trato gastrintestinal da Tildpia do
Nilo, O. niloticus, segue um percurso complexo da passagem do alimento, que envolve
multiplas alcas e espiras dispostas ao longo do intestino (SMITH et al., 2000), a Figura 5 mostra

o intestino de Tildpia do Nilo.

Figura 5 — Morfologia do intestino de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A - incisdo lateral; B - intestino exposto em espiras; C - intestino estendido e D - intestino desdobrado.

Fonte: Autora (2019).

O trato gastrointestinal da Tildpia é bem alongado, devido, principalmente, ao
intestino médio que ocupa grande drea da cavidade peritoneal, constituindo principal local de

digestdo quimica e absorcao dos nutrientes (WILSON; CASTRO, 2010).
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1.4.5 Gonada

A Til4pia apresenta dimorfismo sexual observével, estando amplamente, descrito
na literatura. O macho expressa coloracdo mais rosada em suas nadadeiras, enquanto a fémea
exibe coloragdes esbranquicadas, como € visto na Figura 6 (A e C). Os individuos em idade
reprodutiva podem ser distinguidos, externamente, pelo desenvolvimento das génadas que
permitem a visualiza¢do da diferenciacio entre os sexos (BABIKER; IBRAHIM, 1979). Por
meio da observacdo das papilas genitais, com os animais em posicao ventral, verifica-se nos
machos dois orificios, o anus e o canal urindrio e o canal seminal que se fundem em um dnico
orificio, nas fémeas ndo ocorre essa jun¢do e podendo-se observar trés poros, o anus, a abertura
do oviduto e o orificio urindrio (TURRA et al., 2010). Os ovirios e testiculos sdo 6rgaos pares,
alongados, fusiformes e globosos, estdo localizados na por¢ao dorsal da cavidade celomatica,
um de cada lado da vesicula gasosa e dorsalmente ao tubo digestivo, cada uma das gonadas
prolonga-se no sentido craniocaudal (RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI, 2005). A Figura

6 (B e D) mostra as gonadas de individuos adultos.

Figura 6 — Morfologia das gdnadas de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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A - fémea adulta; B - ovarios; C - macho adulto e D — testiculos.

Fonte: Dantas - IFRN (2018).
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As fémeas possuem um par de ovdrios, localizados ventralmente a bexiga natatdria
e longitudinalmente ao corpo, sdo estruturas, geralmente, alongadas dispostas na por¢ao dorsal
da cavidade abdominal. O tamanho e o peso estdo relacionados a idade e ao estado de
maturidade que o peixe se encontra (SANTOS, 1991).

Histologicamente, os ovérios sdo revestidos pela tinica albuginea constituidos de
tecido conjuntivo, fibras musculares lisas e vasos sanguineos que emite septos para o interior
do 6rgdo formando lamelas ovuligeras que delimitam a cavidade ovariana central e onde se
encontram ovogonias e ovodcitos em diferentes fases de desenvolvimento (RODRIGUES;
QUEROL; BRACCINI, 2005).

Apresentam um grande volume, exibem coloracdo alaranjada e intensa irrigacao
por vasos sanguineos. A colora¢do alaranjada resulta dos pigmentos e lipidios presentes em sua
composi¢do de nutrientes. Os 6vulos podem ser visualizados a olho nu por seu grande tamanho
em consequéncia do acimulo de vitelo que serve de nutricdo para o desenvolvimento
embrionario (SANTOS, 1991).

Os machos possuem um par de testiculos, os quais sao longitudinais, compactos e
tubulares, estdo dispostos, em relacdo a forma e a regido, na por¢do dorsal da cavidade
abdominal da mesma forma que os ovarios (SILVA et al, 2015). Sdo estruturas localizadas na
cavidade celomadtica, podendo estar parcialmente, fundidos entre si, apresentando tamanho
similar entre o direito e o esquerdo (LE GAC; LOIR, 1999).

Os testiculos apresentam menor volume, coloragdo esbranquicada e vasta irrigacao
por vasos sanguineos (CARVALHO; FORESTI, 1996). Os espermatozoides sdo estruturas
microscopicas, ndo sendo possivel sua visualizacdo a olho nu.

Na estruturacdo histolégica dos testiculos verifica-se, que este 6rgao € formado por
uma tunica albuginea, a qual emite septos para o interior do O6rgdo delimitando os
compartimentos tubular e intersticial, que tem as fungdes espermatogénica e androg€nica
(PALLER; GUERREIRO, 2001; NAGAHAMA; DEVLIN, 2002). No compartimento
intersticial ou intertubular estao situados vasos sanguineos, fibras nervosas, células e fibras do

tecido conjuntivo (RUSSEL; ETTLIN; SHINNA HIKIM, 1990; LACERDA, 2006).
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1.5 Glicosaminoglicanos: aspectos quimicos e propriedade antioxidante

Os GAGs, antes denominados mucopolissacarideos, sao carboidratos poliméricos,
na maioria sulfatados, compostos por unidades de dissacarideos repetitivas. Sao
heteropolissacarideos lineares que interagem com muitas proteinas celulares.

Eles contém aminoagucares, como glucosamina e galactosamina e agucares acidos,
como 4cido glucurdnico e 4cido idurdnico (BADRI ef al., 2018). A presenca de grupamentos
sulfato e carboxilas dos dcidos urdnicos conferem-lhes elevada carga anidnica.

Os GAGs correspondem a uma familia de polissacarideos lineares sulfatados
altamente complexos produzidos em vertebrados e invertebrados (VOLPI; MACCARI, 2002;
OLIVEIRA et al., 2015), ocorrendo em todos os filos animais que apresentam organizacao
tissular, desde os poriferos até os cordados (MEDEIROS et al., 2000).

Estdo presentes nos animais variando quanto a quantidade, tipo de ligacdo
glicosidica e ao grau e posicao de sulfatacdo, sendo formados por unidades alternantes de N-
acetil-galactosamina ou glicosamina ligada a um agicar ndo aminado, como grupos
carboxilados de acido urdnico (dcido D-glicur6nico ou 4cido L-idurdnico) ou uma galactose
(OLIVEIRA et al., 2015). A variabilidade dos diferentes GAGs deve-se as suas diferencas
quimicas, como o peso molecular, unidades monossacaridicas, posi¢do do grupamento sulfato
e tipo de ligacdo glicosidica (OLIVEIRA et al., 2015).

Nos vertebrados, em especial, tais polimeros sdo encontrados em quatro tipos
essenciais de tecido: epitelial, nervoso, muscular e conjuntivo. Nos tecidos conjuntivos, que
incluem cartilagens, ossos e sangue, as células se encontram bastante espacadas entre si, estando
este espaco preenchido por substincias secretadas por estas células, determinando a matriz
extracelular. Essa estrutura € caracterizada por uma rede complexa composta por quatro classes
principais de macromoléculas, a saber: coldgenos, proteoglicanos, glicoproteinas adesivas e
GAGs (SOUZA; PINHAL, 2011).

Os GAGs participam em numerosas fungdes celulares e exibem principios ativos
importantes para a elaboracdo de medicamentos. Os GAGs mais comuns sio condroitim sulfato
(CS), dermatam sulfato (DS), queratam sulfato (QS), heparina (HEP), heparam sulfato (HS) e
acido hialurdnico (AH). Com exce¢do ao AH que ndo possui sulfatacio e pode ser encontrado
de forma livre, todos os GAGs ocorrem nos tecidos como proteoglicanos (LI; VLODAVSKY,
2009; SAMPAIO et al., 2006). A Figura 7 mostra a estrutura quimica dos principais GAGs.



Figura 7 — Estruturas quimicas dos principais GAGs.
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1.6. Prospeccao de GAGs antioxidantes em residuos de pescado

Sabe-se que substancias oxidantes podem ser formadas no citoplasma, na
membrana celular e na mitocdndria e o seu alvo no organismo pode ser o DNA, proteinas,
carboidratos e lipidios, sendo este alvo relacionado com o seu sitio de formagao (ANDERSON,
1996; YU; ANDERSON, 1997). Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de vérias doengas, incluindo doencas degenerativas tais como as
cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993;
WITZUM, 1994; ROY; KULKARNI, 1996; STAHL; SIES, 1997).

Os antioxidantes sdo substincias que, mesmo presentes em baixas concentragdes,
sdo capazes de atrasar ou inibir as taxas de oxidagdo. Assim, antioxidante € qualquer substancia
que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do substrato oxidével, atrasa ou
inibe a oxidagdo deste substrato de maneira eficaz (SIES; STAHL, 1995).

Estudos diversos tém sugerido que alguns GAGs possuem propriedade
antioxidante, como AH e CS, que inibem a peroxidacdo lipidica por quelarem metais de
transicdo como o Cu** e o Fe?* (ALBERTINI et al., 2000). O aumento dos niveis de GAGs no
plasma pode representar uma resposta bioldgica a producdo de radicais livres. O uso desses
componentes como agentes terapéuticos mostra resultados positivos em modelos animais
experimentais (FRASER et al., 1997).

A literatura € ainda escassa sobre GAGs antioxidantes de animais aquaticos. Por
exemplo, Bai et al. (2018) relataram que os GAGs extraidos da serpente marinha Lapemis
curtus (Shaw, 1802) exibiram propriedades antioxidantes. Na pele e muisculo da lula Sepia
officinalis (Linnaeus, 1758) Jridi et al. (2019) encontraram GAGs como fontes promissoras de
antioxidantes e antibacterianos. A busca por novos compostos antioxidantes derivados de
diferentes fontes naturais € justificada pelos riscos associados ao emprego dos antioxidantes
sintéticos, tais como BHA (butilhidroxianisol) e BHT (butilhidroxitolueno) (RAMALHO;
JORGE, 2006), na industria do pescado e de alimentos, os quais podem provocar danos e
mutacdes no DNA levando a neoplasias (cancer) e toxicidade por causarem efeitos indesejiveis
em enzimas de vérios 6rgaos humanos (TIVERON, 2010).

GAGs despertam interesses crescentes por apresentarem, por exemplo, elevada
biocompatibilidade, propriedades bioativas e antimicrobiana, como GAG HEP, um dos
farmacos naturais mais utilizados no mundo e empregado como anticoagulante em desordens

do sistema circulatdrio na clinica médica (CAHU; BEZERRA, 2021).
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Estudos anteriores demonstraram que residuos sélidos descartados da filetagem de
Til4pia do Nilo (O. niloticus) revelaram GAGs com importancia biotecnolégica (RODRIGUES
et al., 2012; RODRIGUES et al., 2017). Por exemplo, DS da pele foi capaz de modificar in
vitro a formacdo de codgulo sanguineo, entretanto, com menos eficicia do que HEP e DS de
mamifero (RODRIGUES et al., 2011b; SALLES et al., 2017). Nogueira et al. (2019)
identificaram, por eletroforese e andlises estruturais, CS/DS/HS em visceras de Tildpia
apresentando efeito anticoagulante.

Mais recentemente, Pereira et al. (2020 e 2021) demonstraram GAGs isolados da
pele de O. niloticus, quando in vitro, possuindo efeitos antioxidantes e como suplementos
seguros no meio criodiluidor do s€émen de Tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818).
De papel semelhante, Nascimento et al. (2021) comprovaram agdo antioxidante in vitro de
GAGs extraidos da pele de Tildpia como coadjuvante na criopreservagdo de s€émen de Curimata,
Prochilodus brevis (Steindachner, 1875).

Diante, ainda, da dificuldade na obtencdo de polissacarideos seguros de fontes
terrestres (intestino e pulmao bovino e suino), que necessitam de um rigoroso controle de
qualidade devidos aos riscos de contaminag¢do bioldgica, quimica e viral (MELO et al., 2008),
o aproveitamento de residuos gerados da filetagem de peixes surge como plataformas
inovadoras, procedentes das etapas da cadeia produtiva do pescado, para exploracdo de
macromoléculas bioativas (JRIDI ez al., 2019; BAl et al., 2018; POMIN, 2015; VALCARCEL
etal., 2017).

Considerando o exposto, este trabalho propds avaliar a distribuicdo, as
caracteristicas moleculares do perfil de GAGs presentes em diferentes residuos de O. niloticus

e a capacidade antioxidante in vitro de base branquial.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao, tratamento e determinaciao da massa desidratada da matéria-prima

Exemplares adultos masculinizados de Tildpia do Nilo foram adquiridos do plantel
mantido pela Estacdo de Aquicultura Prof®. Dr. Raimundo Saraiva da Costa do Centro de
Ciéncias Agrarias, UFC. Estes foram cultivados em uma estrutura composta por um sistema de
recirculacdo de dgua que envolveu trés tanques retangulares de alvenaria, de dimensdes 3,00 x
0,80 x 0,85 m, com volume titil de aproximadamente 2 m?, acoplados a decantador e reator
biolégico ambos de 500 L e um filtro mecanico pressurizado.

O cultivo dos peixes foi realizado no periodo de 01 de maio de 2019 a 27 de junho
de 2019. Dos 282 peixes machos cultivados, foram cedidos 50 exemplares com idades entre 4
a 5 meses para a execu¢do do presente trabalho.

A espécie foi catalogada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimo6nio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cadastro AA4816B e a proposta
aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceard sob o
CEUA n° 6974061020 (b 001773), sob a responsabilidade do Prof®. Dr. Oscar Pacheco Passos
Neto e como membro de equipe Daniele Ferreira Marques.

Dos peixes cultivados, cinquenta individuos foram despescados e submetidos a
choque térmico por 1 hora, na propor¢do 1:1,1 (kg biomassa: kg gelo) em caixas isotérmicas e
transportados, imediatamente, do abate até o Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura -
CEBIAQUA/UEFC, do Departamento de Engenharia de Pesca (UFC).

Apos o abate, os animais (Figura 8) seguiram para biometria determinando-se o
comprimento total (cm) com régua e o peso (g) usando-se uma balanca de precisdo 1 g, cujos
valores médios finais foram de 28,46 £ 2,51 cm e 409,14 £ 95,66 g, respectivamente.

A biomassa final dos exemplares de Tildpia do Nilo (O. niloticus) utilizada nesta

pesquisa totalizou 52,93 kg.
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Figura 8 — Exemplar de Tildpia do Nilo despescado e abatido procedente da Estagdo de
Aquicultura do DEP/CCA/UFC.

Fonte: Autora (2019).

ApOs a biometria os animais foram submetidos aos procedimentos de escamacao,
evisceracdo e remocdo de cinco diferentes residuos (pele, branquia, olho, intestino e gonada)
com o auxilio de faca, alicate e tesouras trinchante e cirurgica.

Posteriormente, fez-se a separacdo dos residuos, seguida de lavagem com &dgua
destilada e desidratacdo em estufa sob circulacdo de ar (45°C; 24 h). Desidratados, os residuos
foram acondicionados, separadamente, em recipientes de polietileno fechados e devidamente
identificados.

Por fim, os residuos foram triturados, pesados (g) e armazenados em local fresco,
seco e ao abrigo da luz até a realizacdo das andlises experimentais.

Os materiais desidratados obtidos de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) sao

mostrados na Figura 9.
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Figura 9 — Residuos desidratados de Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

A - pele; B - arco branquial; C - base branquial; D - olho; E - intestino e F - gdnada.

Fonte: Autora (2020).

De cada residuo a porcentagem (%) de massa desidratada foi calculada a partir da

biomassa total de peixes, utilizando-se para isto a férmula:

M(%) = 113_1; x 100

Em que,
M (%) = porcentagem de massa desidratada de residuo ou rendimento relativo de massa;
mp (g) = massa desidratada de residuo;

M7~ (g) = biomassa total.
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2.2 Extraciao dos GAGs

Os GAGs foram extraidos de massas desidratadas de cinco diferentes residuos
(branquia — arco e base, pele, olho, intestino e gonada) com modifica¢des de Rodrigues et al.
(2011a) e Salles et al. (2017), baseado em Farias er al. (2000). Para isso, 10g de massa
desidratada de cada residuo foram incubadas por 24 h com papaina a 15%, em banho-maria a
60°C, usando-se 100 mL de tampao acetato de s6dio 100 mM, pH 5, contendo cisteina e EDTA,
ambos a 5 mM. Apds a incubacdo, fez-se filtracdo em tela de ndilon 60 um, centrifugou-se (20
minutos; 7.280 x g) e, ao sobrenadante, adicionados 5 mL de cloreto cetilpiridinio (CCP) a 10%
para precipitacdo, em temperatura ambiente, por 7 dias. Depois de precipitados, os GAGs foram
lavados com 100 mL de CCP 0,05%, centrifugados (20 minutos; 7.280 x g) e, em seguida,
dissolvidos em 50 mL de solu¢do de NaCl 2M: etanol comercial (100:15; v:v) durante 20
minutos sob agitacdo mecanica constante. Apds dissolucdo, foram adicionados 100 mL de
etanol comercial para precipitacdo dos GAGs a 4°C por 7 dias. Depois da precipitagdo alcodlica,
GAGs foram centrifugados (20 minutos; 7.280 x g) seguido de duas lavagens com 100 mL de
etanol a 80% e outra com mesmo volume de etanol comercial. Os GAGs apds centrifugados
(20 minutos; 7.280 x g) foram, finalmente, levados a estufa para secagem sob circulagcdo de ar
(60°C; 4 h) e determinacdo do rendimento bruto (Figura 10), com base em cada matéria-prima

desidratada (n = 3).

Figura 10 —  Fluxograma de extragdo de GAGs dos residuos de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus).
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Fonte: Autora (2020).
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2.3 Ensaio de metacromasia

A detecc@o de GAGs sulfatados extraidos dos diferentes residuos removidos de O.
niloticus (branquia — arco e base, pele, olho, intestino e gdnadas) foi avaliada, a partir de
concentracdes crescentes das amostras preparadas (9ug, 18ug e 27 ug) de cada material obtido,
por método colorimétrico (TAYLOR; JEIFREE, 1969) usando 1,0 mL do corante catidnico
azul 1,9-dimetilmetileno como indicador de reacdo, cuja presenga de sulfatacdo € caracterizada
pelo complexo formado na cor violeta (FARNDALE; SAYERS; BARRETT, 1982;
FARNDALE; BUTTLE; BARRETT, 1986).

2.4 Caracterizacao fisico-quimica de GAGs por eletroforeses em gel de agarose e em gel

de poliacrilamida

A caracterizagdo fisico-quimica dos GAGs extraidos de cada residuo foi realizada
por eletroforeses em gel de agarose, quanto ao padrdo e densidade de carga e, em gel de
poliacrilamida, quanto a distribui¢cdo de massa molecular.

Os padrdes condroitim-6-sulfato (~ 60 kDa), condroitim-4-sulfato (~ 40 kDa),
dextrana sulfatada (~ 8 kDa), dermatam sulfato (~ 40 kDa) e heparina (~14 kDa) (VOLPI;
MACCARLI, 2002; SALLES et al., 2017) foram usados para identificacdo dos GAGs extraidos
de cada residuo.

A avaliagdo do padrdo e densidade de carga, primeira técnica, realizou-se com a
amostra de GAGs (~ 12 pg) e os padrdes aplicados no gel de agarose 0,5% preparado com o
tampdo 1,3-acetato diaminopropano 0,05 M (pH 9,0) e a corrida realizada em voltagem
constante (120 V; 1h). Apos a corrida, os GAGs presentes no gel foram fixados com solugdo
de N-cetil-N,N,N-brometo de trimetilamonio 0,1% por 24 horas e, em seguida, desidratado
(DIETRICH; DIETRICH, 1976).

A verificacdo da distribuicdo de peso molecular, segunda técnica, dos GAGs e
padrdes aplicados no gel de poliacrilamida 6% foi executada em sistema tampao Tris/HCI1 0,02
M (pH 8,6) e a corrida realizada em 500 mA por 1 hora (SALLES et al., 2017).

Os GAGs presentes em ambos os géis desidratados ou ndo em estufa sob circulacio
de ar (60°C; 6 h), obtidos pelas referidas técnicas, foram revelados com azul de toluidina 0,1%

e "stains-all" e, posteriormente, os géis foram descorados com solucdo contendo etanol



39

absoluto, dgua destilada e dcido acético ou com uso de dgua destilada (DIETRICH; DIETRICH,
1976; ANDRADE et al., 2017).

2.5 Analise estrutural dos GAGs por espectroscopia de infravermelho

A natureza molecular dos GAGs (~10 mg) obtidos de diferentes residuos de O.
niloticus foi avaliada por espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier,
comumente utilizada na caracterizagao estrutural de carboidratos. Os espectros foram obtidos
em espectrofotdmetro PERKIN ELMER SPECTRUM 100, utilizando pastilhas de brometo de
potéssio (KBr), na regido de 4000 a 500 cm™.

2.6 Avaliacao da capacidade antioxidante in vitro

Para andlise do potencial antioxidante, os GAGs de base branquial foram utilizados

por se apresentarem em maior quantidade que nos demais residuos de Tildpia do Nilo avaliados.

2.6.1 Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade de sequestro in vitro dos GAGs foi avaliada de acordo com a
metodologia proposta por Ye et al. (2011), por meio da reacdo de 0,5 mL das amostras, 3 mL
de etanol e 0,3 mL da soluc¢do do radical DPPH 0,5 mM em etanol. A leitura da absorbancia
aferiu-se em espectrofotdmetro a 517 nm decorridos 45 minutos de reacdo (fase estavel) no
escuro. As amostras passaram por avaliacdo em diferentes concentracdes (0,125 a 4 mg/mL) e
a substancia padrdo, butilhidroxitolueno, na concentragdo de 100 pg/mL. A atividade
antioxidante foi calculada a partir da taxa de declinio da absorbancia da solucio de DPPH
presente nas amostras e no padrdo em relagdo a solucdo referéncia (DPPH em etanol), pela

férmula:

Capacidade de sequestro do radical DPPH (%) = 1 — [(Aamostra — Abranco) X 100] /Acontrole
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Em que,
Aamostra = absorbancia em 517 nm da solu¢do de DPPH com amostra;
Abranco = absorbancia em 517 nm da amostra em alcool etilico;

Acontrole = absorbancia em 517 nm da solu¢cdo de DPPH.

2.6.2 Habilidade de quelagao do ion ferroso (FIC)

O ensaio de quelacdo do ion ferroso seguiu o método descrito por Chew et al. (2008)
com modificagdes. Em tubos, fez-se a reacdo de 1,0 mL de sulfato ferroso (FeSO4) 0,1 mM,
1,0 mL de amostra de GAGs em diferentes concentracdes (0,125 a 4 mg/mL) e 1,0 mL de
ferrozina 0,25 mM sendo agitados por 1,0 min. Transcorridos 10 min, mediu-se a absorbancia
em espectrofotdmetro a 562 nm. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata, utilizando-se
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) como controle positivo. Os resultados expressos como

capacidade quelante do fon ferroso (%) e calculados pela férmula:

Habilidade de quelacdo do ion ferroso (%) = [Ao— (A — Ap) / Ao] x 100

Em que,
Ao = absorbancia em 562 nm dos reagentes sem amostra;
A = absorbancia em 562 nm da mistura reacional;

Ayp = absorbancia em 562 nm da amostra sem reagentes.

2.6.3 Capacidade antioxidante total

O ensaio da capacidade antioxidante total foi realizado pela metodologia
apresentada por Prieto, Pineda e Aguilar (1999), na qual amostras de 0,3 mL de GAGs a
concentracdes variando de 0,125 a 4 mg/mL foram adicionadas a uma solucdo de 3 mL
contendo molibdato de amdénio 4 mM, acido sulfurico 0,6 M e fosfato de s6dio 28 mM. A
mistura reacional foi incubada a 95° C durante 90 min. As amostras foram resfriadas a 25° C e
a absorbancia medida a 695 nm. O branco foi obtido substituindo-se a amostra por dgua
destilada. O acido ascorbico (400 pg/mL) foi utilizado como controle positivo e considerando-

se como 100% de efeito antioxidante no ensaio.
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Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados expressos em termos

de capacidade antioxidante total (%) e calculados pela férmula:

Capacidade antioxidante total (%) = [(A — Ao) / (Ab— Ao)] x 100

Em que,
A = absorbancia em 695 nm de reagentes com amostra;
Ao = absorbancia em 695 de reagentes com agua;

Ayp = absorbancia em 695 de 4cido ascérbico (controle).

2.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram expressos como média e desvio-padrdo (n = 3). Os valores
de rendimento de GAGs, de cada residuo, foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)
e, em caso de diferenca estatistica, foi aplicado o teste de Tukey, considerando-se p < 0,05.

Quanto a resposta do potencial antioxidante in vitro, os valores obtidos foram
analisados pelo teste de Compara¢ao Multipla de Bonferroni, utilizando-se p < 0,05 como
significante. Todas as anélises dos dados e as representacdes graficas foram executadas pelo

programa Graphpad.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento de residuos obtidos de Tilapia

As massas desidratadas, dos diferentes residuos provenientes de 50 exemplares de
Til4pia, cedidos pela Estacdo de Aquicultura/UFC, apresentaram percentagens maiores para
residuos removidos das partes da anatomia externa deste peixe que as quantidades obtidas da
sua cavidade abdominal, a partir da biomassa total de peixe avaliada. Segundo o Gréfico 1, pele
(0,65%), branquia (0,62%) e olho (0,29%) detiveram maiores rendimentos em massa
desidratada que intestino e génada (0,08 e 0,03%, respectivamente), perfazendo-se os dois
primeiros, comparativamente, o dobro da quantidade que de olho e, oito e vinte € uma vezes
maiores considerando-se intestino e gonada, respectivamente. Em geral, pele representou

rendimento majoritdrio dos residuos totais obtidos dos individuos de Til4pia cultivados.

Grafico 1 —  Rendimentos (%) de massa desidratada, por residuo, de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus).

0.8~
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Rendimento
desidratado (%)

Fonte: Autora (2021).

Segundo a FAO (2020), a porcentagem relativa em massa € estimada entre cada
residuo e peso do peixe. A filetagem de peixes, por consequéncia, ocasiona uma quantidade

substancial de residuos organicos gerados pela industria aquicola, tradicionalmente descartados
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pela falta de um uso adequado, cujos volumes variam entre espécie e tamanho e que
representam mais da metade do peso do peixe. Quando desidratados, obviamente, a maior perda
do peso € de dgua de constituicdo, esta também variando entre as espécies e partes de pescado

(OGAWA; MAIA, 1999; MOREIRA et al., 2001).

3.2 Rendimento de GAGs brutos nos diferentes residuos de Tilapia

Neste trabalho, Tildpia cultivada em sistema de recirculagdo de dgua usando
tanques de alvenaria apresentou residuos ricos em GAGs, cuja quantidade variou com a
matéria-prima utilizada (Gréfico 2).

O emprego do método enzimatico com papaina, seguido de precipitagdes com CCP
e dlcool, mostrou-se eficaz na obtencdo de GAGs brutos presentes nos diferentes residuos
desidratados removidos de Tildpia do Nilo (O. niloticus), cujo protocolo ja vem sendo utilizado
na recuperacdo de GAGs de pele desse Ciclideo para diferentes usos (RODRIGUES et al.,
2011; SALLES et al., 2017; PEREIRA et al., 2020 e 2021; NASCIMENTO et al., 2021).

Grifico2 —  Rendimentos (%) dos GAGs brutos extraidos dos diferentes residuos de Tildpia do
Nilo (Oreochromis niloticus).

38 1.5-
o d
0 -
Q)
<
¢ 1.04
[
°
o)
€ us b bc c
o 9-°7
< T
= a
5 W
& 0.0- : .

» D < (o) >

2 2 AN .

009\ <\°\?\ Q° O\,(\o é}\o oo'bb
> N <)
o o ¢
%0 ‘OO

L

Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, Teste de Tukey, p < 0,05).
Os dados s@o expressos como média + desvio-padrao (n = 3).

Fonte: Autora (2021).
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Dentre os cinco residuos avaliados de Tilapia, branquia — arco e base (1,28 + 0,06%
e 0,46 + 0,07%, respectivamente, totalizando 1,74 + 0,05% - Tabela 1) mostrou-se a fonte
majoritdria em GAGs, cuja disponibilidade na regido do arco branquial foi 2,78 vezes maior (p
< 0,05) que em base branquial, desses compostos apds secos em estufa, baseado nos estudos de
Wasserman, Ber e Allalouf (1972) e Regnault e Durand (1998), estes autores encontraram
também, respectivamente, GAGs em branquias do peixe Carpa comum (Cyprinus carpio) e do

caranguejo Carcinus maenas, no uso da extragdo com papaina.

Tabela 1 — Comparacdo de rendimento (%) de GAGs, por residuo, de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com outras fontes animais.

Espécie Residuo Protocolo Rendimento* Referéncia
Tilapia do Nilo Papaina, pH 5,0 1,74 £ 0,05 Esta pesquisa
Branquia 24h, 60°C
N-Amano, pH 7,0 0,20 + 0,00 Arima et al. (2013)
Atum do Pacifico 7d, 55°C
Tilapia do Nilo Papaina, pH 5,0 0,18 £0,02 Esta pesquisa
Pele 24h, 60°C
Pele sufna Papaina, pH 6,5 0,01 £ 0,00 Silva (2018)
18h, 60°C
Tilapia do Nilo Papaina, pH 5,0 0,16 £ 0,03 Esta pesquisa
Olho 24h, 60°C
Cérnea bovina Papaina, pH 6,5 0,17 £ 0,00 Silva (2018)
18h, 60°C
Tilapia do Nilo Papaina, pH 5,0 0,36 +0,10 Esta pesquisa
Intestino 24h, 60°C
Atum do Pacifico N-Amano, pH 7,0 0,28 £ 0,00 Arima et al. (2013)
7d, 55°C

Papaina, pH 5,0
24h, 60°C

Tildpia do Nilo Gonada 0,40 = 0,08 Esta pesquisa

*Porcentagem de GAGs baseada na matéria-prima inicial.

Fonte: Autora (2021).
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Seguido da quantidade em GAGs obtida de gonada (0,40 £ 0,08%) e intestino (0,36
+ 0,10%) (p > 0,05) de Tildpia, considerando Nogueira et al. (2019) que obtiveram, com este
mesmo protocolo de extracdo, GAGs de visceras deste peixe; enquanto em olho a quantidade
de GAGs foi a menor obtida (0,16 = 0,03%), porém similar a encontrada em cérnea bovina
(SILVA, 2018), como também mostra a Tabela 1.

Quanto a pele (0,18 + 0,02%) o rendimento bruto em GAGs foi ainda equivalente
ao de olho (p > 0,05), com base em estudos anteriores que obtiveram rendimentos de GAGs
variando de 0,09 a 0,22% (RODRIGUES et al., 2011b; SALLES et al., 2017; NASCIMENTO
et al., 2021), a partir de amostras de pele, digeridas com papaina, de Tildpia cultivada em
sistema tanque-rede ou tanque-de-alvenaria, revelando contetido baixo de mucopolissacarideos
na pele deste peixe independente do sistema de cultivo empregado (MOREIRA et al., 2001) e
segundo outros autores citados na Tabela 1 quando comparando-se GAGs obtidos de outras
fontes animais usando diferentes protocolos.

Desta forma, a abundancia de GAGs varia com a espécie e residuo, estigio de
desenvolvimento e grupos (PFEILER, 1998; JRIDI ef al., 2019; NOGUEIRA et al., 2019),
origem animal — vertebrado e invertebrado (REGNAULT; DURAND, 1998; VOLPI;
MACCARLI, 2002) e/ou metodologia aplicada na obtencdo desses compostos (RODRIGUES et
al., 2009; ARIMA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2017; JRIDI et al., 2019).

3.3 Analise metacromatica preliminar de sulfatacao

A realizacdo do ensaio de metacromasia, a partir dos extratos brutos derivados dos
diferentes residuos removidos de Tildpia, revelou preliminarmente materiais sulfatados quando
na presenca de azul 1,9-dimetilmetileno como indicador especifico de reacdo colorimétrica,
como mostrada na Figura 11.

Diante dos resultados encontrados, observou-se uma propriedade violeta
(metacromasia) de composicao variando entre as amostras de GAGs avaliadas provenientes dos
diferentes residuos e com intensidade aumentando dependendo da quantidade crescente de
amostra aplicada (9ug, 18ug e 27ug) na presenca do corante no decorrer do ensaio, postulando
que cada residuo apresentou propriedade anidnica (sulfatagdo) particular (FARNDALE,;
SAYERS; BARRETT, 1982; FARNDALE; BUTTLE; BARRET, 1986).

Os GAGs obtidos de arco branquial e pele sugeriram, visualmente, maiores graus de
sulfatacdo (Figura 11A), enquanto base branquial e olho requereram uma quantidade de amostra

de GAGs duas vezes a mais para apresentar o complexo de coloragdo violeta (Figura 11B). Para
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intestino ¢ gonada, por sua vez, a quantidade de amostra foi ainda trés vezes maior para

desencadear um cardter anionico, embora discreto na reacao, conforme Figura 11C.

Figura 11 —  Metacromasia dos GAGs brutos, por residuo, de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus).

A-9pg de GAGs; B- 18ug de GAGs e C- 27ug de GAGs.
C- Controle DMB; bB- base branquial; aB - arco branquial; P- pele; O - olho; I - intestino e G - gonada.
Fonte: Autora (2021).

Esses perfis de andlise metacromdtica combinados sinalizam que a composi¢do de
sulfato nessas moléculas poderia ser heterogénea (SOUZA et al., 2007) e observada,

preponderantemente, em residuos de maior disponibilidade de massa desidratada (Grafico 1).

3.4 Caracterizacao fisico-quimica dos GAGs

A andlise por metacromasia (Figura 11) indicou que todas as amostras de GAGs
brutos dos residuos de Tildpia do Nilo apresentaram sulfatacdo, submetidas as préximas
metodologias, foram parcialmente, identificadas quanto aos padrdes e densidades de carga por
mobilidade eletroforética em gel de agarose e quanto a distribuicdo de peso molecular por

eletroforese em gel de poliacrilamida, comparando-se aos padroes de GAGs.

3.4.1 Caracterizagdo por eletroforese em gel de agarose

O perfil eletroforético em gel de agarose (0,5%) confirmou a propriedade

metacromadtica, anteriormente verificada na Figura 11, nas amostras contendo GAGs brutos,

obtidos dos diferentes residuos avaliados de Tildpia, por meio da caracterizacdo violeta
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produzida pelas bandas visualizadas apds contato com o corante cationico azul de toluidina.
Por outro lado, pela interacio dos GAGs com a diamina do sistema tampdo empregado
(DIETRICH; DIETRICH, 1976), verificou-se, em geral, bandas homogéneas tnicas com
mobilidades distintas no gel e diferentes entre si quanto a densidade de cargas negativas (Figura
12A), pressupondo entre as amostras avaliadas GAGs com diferencas marcantes quanto a
presenca de radicais sulfatos nas estruturas quimicas destes polimeros (RODRIGUES et al.,

2009; SALLES et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2019; MOURA et al., 2021).

Figura 12 —  Eletroforese em gel de agarose (0,5%) dos GAGs, por residuo, de Tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus).

cS —

DS—‘: ". i —

HEP — - | - EZ — ' .-
: : : ' HEP — ! :

Origem

bB aB P O | G bB aB P O | G

Residuos Residuos

A - GAGs de residuos e padrdes corados com azul de toluidina a 0,1%. B - Corados com "stains-all".
Residuos: bB- base branquial; aB- arco branquial; P- pele; O- olho; I- intestino e G- gonada.
Padrdes: CS- condroitim sulfato; DS- dermatam sulfato e HEP- heparina.

Fonte: Autora (2021).

Como observado, GAGs de branquia comigraram como CS padrdo e, mais
revelante, com banda metacromadtica inica de maior intensidade para base branquial, sugerindo
concentracdo importante em GAGs sulfatados nesta regido deste residuo do que no arco
branquial deste peixe. Essa diferenca fisico-quimica de localizagdo molecular na estrutura
branquial de O. niloticus pode ser o resultado de GAGs ocorrendo em niveis distintos de
sulfatacdo como encontrado em guelras de Carpa comum (C. carpio) nas quais identificou-se

CS neste residuo (WASSERMAN; BER; ALLALOUF, 1972).
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A pele de Tildpia mostrou, no gel, banda homogénea de revelacio metacromaética
intensa do extrato bruto avaliado comigrando ao DS de mamifero padrdo, ja presumido na
matriz deste residuo, segundo estudos anteriores (RODRIGUES et al., 2011b; SALLES et al.,
2017; NASCIMENTO et al., 2021). Em peixes marinhos, o DS é o GAG preponderante na pele,
como no tubardo azul (Prionace glauca) (NANDINI et al., 2005) e nas raias Dasyatis
amaricana, D. gutatta, Aetobatus narinari e Potamontrygon motoro (DELLIAS et al., 2004).

Considerando olho e intestino, observou-se GAGs com revelacdo menor em termos
de densidade de cargas em ambas as amostras avaliadas, diante de um perfil eletroforético ainda
polidisperso, especialmente para este segundo residuo, sugerindo a presenca de GAGs CS/DS
e DS/HS, respectivamente.

Silva (2018) descreveu ocorréncia de DS, QS e AH na cdérnea bovina, enquanto
CS/DS/HS foram identificados em visceras de Tilapia segundo Nogueira et al. (2019). Em
intestino do atum-rabilho do Pacifico (Thunnus orientalis), Arima et al. (2013) encontraram
quantidades importantes de GAGs CS, DS e AH neste residuo. Portanto, esses estudos
apontaram que, nestas estruturas, distintos GAGs ocorreram em mistura considerando a fonte
animal.

Quanto a gdnada masculinizada de Tildpia, sugeriu-se banda Unica discreta de DS,
sendo o primeiro relato quanto a caracterizagdo fisico-quimica de GAGs neste 6rgdo. Segundo
a literatura, ndo hd descricdo ou evidéncias de funcionalidades de GAGs em estruturas
reprodutivas de peixes, diferentemente, nos mamiferos os quais estdo envolvidos no ciclo
reprodutivo e durante a gravidez (OLIVEIRA et al., 2015).

A andlise eletroforética do gel corado com "stains-all" somente (Figural2B)
permitiu uma caracterizagdo fisico-quimica mais abrangente das diferentes amostras obtidas.
Bandas revelaram-se com visualizacdo mais intensa, com mistura ou ndo de GAGs, bem como
os padroes de GAGs CS, DS e HEP utilizados separadamente, devido ao fato da composi¢ao
desses GAGs, rica em acucares acidicos nao sulfatados (dcido D-glucurdnico ou L-idurdnico),
cujo corante cationico "stains-all" atuaria com maior detecc¢ao sobre os residuos carboxilados,
formando complexos e identificando por meio de cor a depender do tipo de GAG, ou seja,
composi¢cdo e estrutura espacial (VOLPI; MACCARI, 2002). Esse procedimento tnico de
revelacdo permitiu observar preliminarmente, em especial, no intestino e gonada, dois
componentes migrando distintamente no gel, nas cores azul (superior) e amarelo/marrom
(inferior), pressupondo DS/CS/HS nestes residuos frente aos padrdes utilizados. Outra
observagdo foi a possivel presenca de AH coextraido com outros GAGs, na cor ciano, para

alguns dos residuos (olho, intestino e gonada) avaliados neste estudo, ja que tal GAG ¢é
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destituido de sulfatagdo (OLIVEIRA et al., 2015) e pode ocorrer em tecidos de peixes (SOUZA
et al., 2007; MANSOUR et al., 2009), desde que tratamento Gnico com azul de toluidina ndo
revela polissacarideos nao-sulfatados (VOLPI; MACCARI, 2002).

3.4.2 Caracterizagdo por eletroforese em gel de poliacrilamida

O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida caracterizou as amostras
de GAGs, dos diferentes residuos de Tildpia do Nilo, como sistemas heterogéneos tipicos
(SOUZA et al., 2007, ANDRADE et al., 2017; SALLES et al., 2017), baseado na distribui¢ao
varidvel entre os pesos moleculares dos GAGs em uma amplitude de ~8 kDa a valores > 100

kDa considerando-se os padrdes utilizados, apds revelacdo com ambos os corantes cationicos

(Figura 13).

Figura 13—  Eletroforese em gel de poliacrilamida (6%) dos GAGs, por residuo, de Tildpia do Nilo

(Oreochromis niloticus).

Residuos Padrbes PM (kDa) Padrdes Residuos

G | O P aB bB cés cas HEP Dexs Dexs HEP C45C6S bB aB P O | G
> 100

40

A - GAGs de residuos e padrdes corados com azul de toluidina a 0,1%. B - Corados com "stains-all".
Residuos: bB-base branquial; aB- arco branquial; P- pele; O- olho; I- intestino e G- gbnada.

Padrées: DexS- dextrana sulfatada; HEP- heparina; C4S- condroitim-4-sulfato; C6S- condroitim-6-sulfato.
Fonte: Autora (2021).

No tratamento com azul de toluidina (Figura 13A), GAGs assumiram no gel em

poliacrilamida uma diferenca também importante quanto a propriedade anidnica, especialmente
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para as amostras brutas extraidas de intestino e gonada que praticamente ndo apareceram em
agarose, como anteriormente observado (Figuras 11 e 12A). Essa diferenca, no entanto, ndo se
refletiu na mobilidade eletroforética das varias amostras avaliadas apresentando perfis
semelhantes entre si, cujos pesos moleculares foram aparentes ao do CS padrao possuindo ~ 40
kDa.

Resultados sugerem, em geral, a presenca preponderante de GAGs de peso
equivalente entre os diferentes residuos examinados, como no DS da pele caracterizado,
parcialmente, por Salles et al. (2017).

Tendo em vista a andlise em gel de agarose da Figura 12B, a identidade particular
dos GAGs extraidos de Tildpia foi ainda avaliada em gel de poliacrilamida (Figura 13B), ap6s
tratamento com "stains-all", no intuito de detectar com mais propriedade compostos em mistura
e possiveis contaminantes (ANDRADE et al., 2017).

Assim, como demonstrado, distintamente, para os padrdes, os diferentes residuos
de Til4pia revelaram GAGs de visualiza¢do mais intensa e variante no cédigo de cores, onde as
preparacdes de branquia, pele e olho indicaram preponderancia de azul na porcdo central do
gel, caracteristico ao C4S bovino, além de DNA e proteinas contidas possivelmente nestas
amostras, cujos contaminantes sugeriram no topo do gel por meio das cores azul e
azul/vermelho ou rosa, respectivamente (ANDRADE et al., 2017), j4 que na matriz extracelular
0os GAGs sao encontrados complexados as proteinas, formando proteoglicanos (OLIVEIRA et
al., 2015), além da metodologia aplicada neste trabalho semelhante para coisolar DNA
(RODRIGUES et al., 2009).

Bandas proteicas caracteristicas em amarelo/vermelho/marrom foram ainda
mostradas na amostra de pele com mais propriedade e detectadas também na parte inferior do
gel (Figura 13B), o que denota na referida amostra uma peculiaridade dos individuos utilizados,
contrapondo ao demonstrado por Salles e? al. (2017) que observaram maior grau de pureza, por
eletroforese, em fracdes do material extraido da pele de Tildpia, isentas de qualquer perfil
proteico, embora empregando a combinagao de ambos os corantes para revelacao de GAGs.

As bandas diferentes em peso molecular ainda verificadas na Figura 13B podem
indicar a presenca de peptideos ligados as cadeias de GAGs nestes residuos, como resultado de
uma degradacdo proteolitica ineficaz da estrutura complexa de proteoglicanos presente na
matriz, como demonstrado para GAGs extraidos de pele suina e cérnea bovina (SILVA, 2018).

Observacao de dois componentes distintos em cor no gel, como ja visualizado por
agarose (Figura 12B), coextraidos do intestino, apds revelacdo com o respectivo corante, sendo

o primeiro de peso molecular > 100 kDa visualizado em cor ciano no topo do gel, caracteristico
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para AH; e outro de cores amarelo e marrom apresentando comportamento eletroforético com
distribuicao de pesos moleculares correspondentes a dextrana sulfatada (~8kDa) e ao CS (~60
kDa), especulando a presenca de HS e DS migrando concomitantemente, baseado em Andrade
etal. (2017).

De maneira similar ocorreu no residuo gonada apresentando um sistema complexo
de cores variantes na amostra avaliada, embora sem separacao clara de pesos moleculares. Esses
resultados combinados sugeriram GAGs e contaminantes em mistura nestes residuos que se
distinguiram, tanto pela revelacdo de cor como por peso molecular, quando comparados aos
padrdes de GAGs utilizados.

Portanto, tais técnicas eletroforéticas, quando combinadas para separacio
molecular, sugeriram como ferramentas auxiliares para estudos de composi¢cdo bioquimica,
andlise de pureza e identificacdo de contaminantes presentes em preparacdoes de GAGs
extraidos de residuos de Tildpia. Segundo Volpi e Maccari (2002), a HEP é comumente
coisolada com quantidades variantes de outros GAGs a partir de tecidos bovino e suino. Esse
fato acarreta baixo grau de pureza nas preparacOes comerciais de HEP, necessitando de um

rigoroso controle de qualidade para seu uso clinico (MELO et al., 2008).

3.5 Analise espectral de IV dos GAGs de residuos de Tilapia

A caracterizacdo espectroscépica de IV na regido de 4000 a 500 cm™ ofereceu
informacdes relevantes dos grupos funcionais presentes nas diferentes amostras obtidas de
carboidratos, bem como permitiu comparar os vdrios residuos de Tildpia em termos de
composi¢do e biologia estrutural de GAGs.

Os espectros estdo ilustrados na Figura 14 e os valores de absorbancia listados na
Tabela 2. Desta forma, observou-se bandas comuns de aminas, cujos sinais foram de 3398 a
3431 cm™!, para amina A, de 1622 a 1649 cm’!, para amina-I, de 1552 a 1560 cm™!, para amina-
I JRIDI et al., 2019) com grupos hidroxil (—OH) presentes (DHAHRI et al., 2010).

Ademais, regides variando de 2918 a 2924 cm’! indicaram absor¢des quimicas de
C—H do anel, tipicas de ligacdes glicosidicas (DHAHRI et al., 2020); e as vibracdes de 1375 a
1379 cm™ e de 1409 a 1454 cm™! deduziram picos relacionados a presenca de dcidos urdnicos
nas amostras avaliadas, bem como ciclos osidicos C—-O—C, C—OH e C—C (1066-1141 cm™)

(JRIDI et al., 2019; DHAHRI et al., 2010 e 2020).
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Segundo a Figura 14, as amostras analisadas por IV mostraram estruturas diferentes
e confirmaram ainda a ocorréncia de grupos sulfatados, especialmente nas regides de
estiramento quimico de 1238 a 1244 cm™ (S=0), tipicos para GAGs sulfatados (JRIDI et al.,
2019; DHAHRI et al., 2010 e 2020).

Absor¢des quimicas de 1409 a 1417 cm™ e de 1556 a 1560 cm indicaram,
respectivamente, a presenga de C—N e N—H nas estruturas dos polimeros extraidos dos residuos
de Tilapia (OLIVEIRA et al., 2017; DHAHRI et al., 2010 e 2020). Tais sinais espectrais
levaram a existéncia de grupos sulfatos substituidos nas regides 819 cm™! (C—O-S, sulfato da
posic¢do no C—6) e 854 cm™ como pico caracteristico de sulfato ocupando o C—4 (OLIVEIRA
etal.,2017).

Bréanquia revelou pico de sulfatagdo de maior intensidade para os GAGs extraidos
de sua base do que daqueles obtidos da estrutura de arco comparando as respectivas regides de
vibracdo (1240 e 1238 cm’!, respectivamente, Figurasl4A e 14B) e justificaram a diferenca
marcante observada na densidade de cargas destes compostos por eletroforese (Figura 12A).

A presenca de absorbancias em 819 e 821 cm™!, assim como em 854 e 856 cm™,
indicam sulfatagdo nos C—6 e C—4 nas posi¢des equatoriais e axiais, respectivamente
(OLIVEIRA et al., 2017), bem como as regides de 1556 a 1560 cm™ e de 1413 a 1415 cm’!
representativas de residuos de hexosamina (galactosamina) acetilada (DHAHRI et al., 2010 e
2020) e COO do écido glucuronico (WU; XU; DING, 2010), respectivamente (Tabela 2), do
GAG CS ocorrendo em toda estrutura branquial como presumido fisico-quimicamente (Figura
12A e Figura 13A).

Os sinais caracteristicos, na faixa de 4000 a 500 cm™! sugerem ubiquidade de GAGs
C4S e C6S em branquia e mistura de GAGs em pele, olho, gonada (C4S, C6S, DS e AH) e em
intestino (AH, DS e HS) como pode ser visto na Figura 14.
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Figura 14 —  Espectros de IV dos GAGs, por residuos, obtidos de Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) em 4000 a 500 cm™.
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A - arco branquial; B - base branquial; C- pele; D - olho; E- intestino e F -gonada.
Fonte: Autora (2021).
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Tabela — 2 Sinais de IV presumidos para GAGs brutos extraidos de diferentes residuos removidos
de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Sinal espectral (cm™) Grupo quimico Referéncia

Jridi et al. (2019), Dhabhri etal.

16222 1649 Amida-1,-OH (2010) e Pereira et al. (2021)

2918 a2929 C-H

Dhahri et al. (2020) e
Pereira et al. (2021)

Oliveira ez al. (2017), Jridi et al.
(2019) e Dhahri ef al. (2010 ¢

1238 a 1244 S=0 2020)

Jridi et al. (2019),
Dhabhri et al. (2010 ¢ 2020) e
Wu et al., (2010)

C—N, acidos urdnicos
1409 a 1454 C-0,N-H
COO' do 4cido glucurdnico

Oliveira et al. (2017) e

854-856 C-0-S Pereira et al. (2021)

Fonte: Autora (2021).
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Portanto, residuo branquia consistiu de ambos CSs formando a cadeia principal,
como também encontrado no residuo osso deste mesmo peixe (OLIVEIRA et al., 2017). Fato
revelou que tal GAG, aparentemente, ndo estd distribuido de maneira homogénea entre as
diferentes estruturas anatomicas da branquia (Grafico 2).

A andlise dos GAGs de pele mostrada na Figura 14C indicou valores espectrais em
1559 (C=0, compativel a grupos acetatos que ocorrem em residuos de galactosamina), 1411,
1376 (O—C=0, 4cido urdnico), 1052 (C—O—C, ciclo osidico), 2929 (—CH>), 1252, 925 (-SO?),
856 (C4S) cm™ (DHAHRI et al., 2010), confirmando que o GAG presente neste residuo ocorre
na forma de cadeia hibrida (CS/DS) segundo Pereira et al. (2021).

O espectro de IV para a amostra bruta de GAGs extraidos da estrutura ocular esta
mostrada na Figura 14D e revelou grupos carboxilicos (1409, COO'; 1315, C-O—C; 1379, C—H;
1552, C—N com acetil galactosamina) e sulfatos (1244, —SO?; 1064, S=0; 812 cm™!, C—O-S,
sulfato na posicao axial) caracterizando um DS comparando a cérnea bovina (SILVA, 2018),
além de AH, como componente importante do corpo vitreo dos olhos (OLIVEIRA et al., 2015),
devido a presenca de carbonila e N-acetil, portanto, apoiando a revelacio polidispersa no gel
de agarose com "stains-all" da Figural2B, baseado em Rosa et al., (2008) avaliando AH
coextraido da crista de frango.

Os residuos removidos da cavidade abdominal (intestino e gonada) mostraram-se
de interpretacdo espectral bastante complexa, como previsto pelos perfis eletroforéticos
combinados, especialmente quando os GAGs foram revelados com "stains-all" (Figuras 12 e
13). Amostras de GAGs destes residuos (Figuras 14E e 14F) mostraram intensidades menores
de absorbancia que das partes externas removidas de Tildpia, exceto nas regides relativas a
amina A (3398 e 3427 cm™), amina-I (1622-1629 cm™) e ciclo osidico (1062-1064 cm™) que
apresentaram proporcoes importantes de grupos funcionais de residuos de agucares aminados
(-N) e 4cidos, além dos sinais em 1409 e 1417 cm’! sugerindo COO' do 4cido glucurdnico nas
amostras avaliadas, indicando também a presenca de AH e refor¢ando a cor ciano a partir das
amostras caracterizadas anteriormente por gel de poliacrilamida (Figura 13B).

Em intestino, bandas de absorcao tipicas de HS foram ainda observadas nas regides
aminas correspondentes a 584, 802 e 893 cm’! (COELHO, 2004), além de quantidades infimas
de DS diante do alongamento espectral observado entre 800 a 812 cm™!, visto na Figural4E
(DHAHRI et al., 2010 e 2020).

Gonada (Figura 14F) revelou, em geral, caracteristicas estruturais similares as
apontadas para os GAGs de intestino, porém incluindo GAG C-4/-6-S (802 e 856 cm™)

ocorrendo assim, ambos os tipos, também neste residuo (OLIVEIRA et al., 2017).
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Resultados combinados nesta pesquisa vem mais uma vez ao encontro de Nogueira
et al. (2019) que revelaram tais GAGs em visceras de Tildpia, exceto AH, embora os autores
do estudo tenham analisado estruturalmente os GAGs por ressonincia magnética nuclear.

Outros sinais observados nos espectros de IV revelados na Figura 14 deste estudo
foram atribuidos a impurezas presentes nos diferentes materiais extraidos de Tildpia.

O uso de técnicas bioquimicas combinadas a estudos estruturais, sobretudo,
avalizou o perfil molecular nos diferentes residuos considerados de Tildpia do Nilo (O.
niloticus), revelando um cendrio de composi¢do complexa e heterogénea dentre os variados
aspectos morfoldgicos deste teledsteo.

Assim, andlises conjuntas desta pesquisa indicaram preponderancia de GAGs DS e
CS ou como cadeias, constituindo os residuos organicos de contato externo ao peixe em relacao
aqueles de cavidade abdominal mostrando mistura complexa em GAGs (DS, CS, AH e HS).

Claramente, pelos métodos bioquimicos utilizados, os resultados apontaram que
disponibilidade, grau de pureza e identidade quimica de GAGs variou entre os residuos
avaliados individualmente.

A composi¢do de GAGs entre regides bastante distintas na Tildpia do Nilo (O.
niloticus) sinaliza como biomarcadores importantes para estudos subsequentes de evolugdo
quimica e fun¢do bioldgica associados a investigacdes histolégicas combinadas aos caracteres

morfologicos (PFEILER, 1998; SOUZA et al., 2007; RODRIGUES et al., 2009).

3.6 Atividade antioxidante in vitro de GAGs de base branquial de Tilapia

A mensuragdo da atividade antioxidante dos GAGs extraidos de base branquial
desidratada de Tildpia do Nilo (O. niloticus), que apresentaram ubiquidade e maior pureza, foi
realizada por meio de trés ensaios in vitro, utilizando-se concentragdes de 0,125 a 4,0 mg/mL,

cujos resultados sao discutidos a seguir.
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3.6.1 Sequestro do Radical DPPH

O método da eliminacdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPHe) ¢
amplamente utilizado para a determinagdo da capacidade antioxidante de substincias puras e
misturas (OLIVEIRA, 2015). DPPH € um radical organico livre e estdvel que se liga a radicais
livres devido a presenca de uma superficie doadora de prétons, inibindo, desta forma, a
formacao de processos oxidativos nos tecidos dos organismos (YE et al., 2011).

Os resultados expostos no Gréfico 3 mostraram que os GAGs obtidos de base
branquial de O. niloticus apresentaram atividade antioxidante in vitro, pelo sequestro do radical
DPPH, dependente da concentracao.

Desta forma, a atividade antioxidante dos GAGs da base branquial apresentaram
taxas de sequestro discretas com 0,125 e 0,25 mg/mL (25,13 = 3,66 e¢ 30,31 = 0,95%,
respectivamente, p > 0,05), enquanto efeitos redutores mais importantes foram observados nas
concentracdes maiores de GAGs, de tal forma que o potencial de eliminacao do radical DPPH
foi equivalente (p > 0,05) a atividade do controle positivo BHT (95,68 + 0,28%; 4 mg/mL) na

maior concentragao testada da amostra (93,14 + 0,38%), como é mostrado no Grafico 3.

Grifico3—  Sequestro do radical DPPH (%), in vitro, dos GAGs obtidos da base branquial de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, Teste de Bonferroni, p < 0,05).
Os dados s@o expressos como média + desvio-padrao (n = 3).

Fonte: Autora (2022).
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Este estudo revelou GAGs da base branquial de Til4pia do Nilo (O. niloticus) como
agentes antioxidantes in vitro de maior potencial que a de outras fontes aqudticas possuindo
GAGs antioxidantes. Por exemplo, segundo estudo realizado por Abdelmalek et al. (2015), os
autores extrairam GAGs da pele da lula comum Loligo vulgaris e encontraram uma taxa
inibitoria de sequestro de DPPH significativa somente acima de 50% quando em concentra¢ao
elevada de amostra (19,42 mg/mL). GAGs extraidos de pele e musculo da lula Sepia officinalis
Jridi et al. (2019) verificaram potenciais maximos de reducdo do radical DPPH nas
concentracdes de 3 e 5 mg/mL, com niveis inibitérios de 60 e 65%, respectivamente. Mais
recentemente, Nascimento et al. (2021) avaliaram a acdo in vitro da capacidade de sequestro
do radical DPPH por GAGs extraidos da pele de O. niloticus e obtiveram uma redu¢do modesta
do processo oxidativo em, no maximo, 30,26 + 2,80% quando na concentra¢do de 4,0 mg/mL,

cujo efeito foi 3,16 vezes inferior ao comparado a este estudo (Gréfico 3).

3.6.2 Quelacdo do ion ferroso

A presencga de metais de transicdo em sistemas bioldgicos pode catalisar reagdes de
Haber-Weiss e de Fenton gerando radicais hidroxila (HO") reativos (CHEW et al., 2008). Os
antioxidantes sdo espécies quimicas capazes de quelar esses metais de transi¢do, resultando na
supressdo da geragdo de HO™ e inibi¢do do processo de peroxidacdo de moléculas bioldgicas
(CHEW; GOH; LIM, 2009).

Os GAGs obtidos da base branquial de O. niloticus apresentaram habilidade de
quelagio do fon ferroso (Fe*?), dependente da concentracdo, de acordo com o Grifico 4.

O efeito de quelagio do fon ferroso (Fe*?) mostrou-se modesto, porém significativo,
entre as concentragdes 0,125 e 0,25 mg/mL (20,46 = 0,56 e 27,68 + 1,10%, respectivamente).
E, mais que dobrando com 0,5 e 1 mg/mL de GAGs (53,19 + 1,42 e 56,02 + 2,12%,
respectivamente, p > 0,05); em concentragdes maiores (2 e 4 mg/mL) apresentando taxas ndo
superiores a 80% da habilidade de quelacdo, cujo potencial foi significativamente inferior ao
EDTA (97,12 £ 0,56; 4 mg/mL) usado como controle positivo, como pode ser observado no

Grafico 4.
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Grifico4 —  Quelacdo do ion ferroso (%), in vitro, dos GAGs, obtidos da base branquial de Til4dpia
do Nilo (Oreochromis niloticus).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, Teste de Bonferroni, p < 0,05).

Os dados s@o expressos como média + desvio-padrao (n = 3).

Fonte: Autora (2022).

Esta pesquisa apontou que GAGs da base branquial de Tilapia do Nilo (O. niloticus)
também possuem interessante efeito quelante de inibicdo do ion ferroso. Namasivayam et al.
(2014) obtiveram da concha do molusco S. aculeata, polissacarideos sulfatados com um
maximo de 48,61% de acdo quelante para 10 mg/mL. Bai et al. (2018), investigando fra¢des de
GAGs obtidas da pele da serpente marinha Lapemis curtus, alcancaram nivel maximo de
quelacdo do fon ferroso com média de 93,7% em 3,2 mg/mL. Nascimento et al. (2021), ao
analisarem GAGs extraidos da pele de O. niloticus, atingiram o méximo de efeito quelante, com
inibicao de 32,22 + 0,10% para 2,0 mg/mL e 31,10 + 0,59% para 4,0 mg/mL, sendo estes efeitos
2,7 e 2,8 vezes inferiores quando comparados a esta pesquisa para, respectivamente, 2,0 e 4,0

mg/mL de amostra (Grafico 4).
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3.6.3 Capacidade antioxidante total

Os valores referentes a capacidade antioxidante total dos GAGs extraidos de base

branquial de Tildpia do Nilo (O. niloticus) estao registrados no Grafico 5.

Grifico5 —  Capacidade antioxidante total (%), in vitro, dos GAGs obtidos da base branquial de
Til4pia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre colunas (ANOVA, Teste de Bonferroni, p < 0,05).

Os dados s@o expressos como média + desvio-padrao (n = 3).

Fonte: Autora (2022).

Os GAGs da base branquial de O. niloticus exibiram uma discreta redugdo de reacao
oxidante, cujos efeitos in vitro nao atingiram 20% de inibi¢ao da capacidade antioxidante total,
mesmo utilizando concentragdes mais elevadas de amostra (2 e 4 mg/mL) frente ao potencial
apresentado pelo acido ascorbico (AA), que em apenas 0,125 mg/mL exerceu 100% de
eliminagdo do processo oxidativo in vitro.

As observacdes deste estudo, quanto a capacidade antioxidante total, mostraram um
potencial comparativamente menor do que outras fontes ricas em polissacarideos sulfatados,
como no estudo de Souza et al. (2016), cujos autores obtiveram, a uma concentracdo de 4

mg/mL, uma atividade antioxidante méixima de 62,46% dos polissacarideos sulfatados
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extraidos da alga marinha vermelha Solieria filiformis. Segundo Bai et al. (2018), utilizando-
se deste mesmo teste antioxidante, observaram um nivel maximo de capacidade in vitro de
57,8% em 6,4 mg/mL, para os GAGs extraidos da serpente marinha Lapemis curtus. Jridi et al.
(2019) revelaram que GAGs extraidos da pele e musculo da lula Sepia officinalis exibiram
capacidade de acdo médxima superior a 90% com 1 mg/mL. Diferentemente de tais estudos,
Nascimento et al. (2021) encontraram uma capacidade antioxidante total de apenas 25,21 +
0,64% em 4 mg/mL de GAGs extraidos da pele de Tildpia (O. niloticus), sendo essa propriedade
a menor obtida dentre os trés ensaios in vitro utilizados, assim como, no presente estudo
(Grafico 5).

Por meio da avaliacdo conjunta dos trés ensaios in vitro da atividade antioxidante
dos GAGs extraidos da base branquial de O. niloticus, foi possivel averiguar efeitos importantes
destes compostos no sequestro e quelacdo. Estes papéis, ainda que preponderante o primeiro,
deduziram a participacdo de multiplos sitios ativos nesses processos, diferente do observado
para GAGs da pele, desta mesma espécie de peixe, que apresentaram interacdo maior com o
ferro (NASCIMENTO et al., 2021), postulando inibi¢do da produ¢do de radicais hidroxil no
sistema (ALENCAR et al., 2019).

A combinacdo desses estudos mostrou explicitamente a evidéncia de que a
heterogeneidade dessas moléculas reflete na acdo antioxidante segundo, ainda, outros autores
(NAMASIVAYAM et al., 2014; SOUZA et al., 2016; BAI et al., 2018), em que os radicais
sulfatos, presentes nas estruturas quimicas destes polimeros, podem estar relacionados ao efeito
de quelacao, sequestro ou habilidade doadora de elétrons de GAGs antioxidantes (JRIDI et al.,
2019).

Considerando que a Tildpia do Nilo possui importante valor de mercado e o seu
aproveitamento integral pode contribuir como fonte importante de produtos biotecnolégicos
socialmente, ambientalmente e economicamente sustentaveis (MOREIRA et al., 2001), esta
pesquisa revelou em residuo da base branquial de O. niloticus GAGs antioxidantes capazes de
combater radicais livres conhecidos por causarem complica¢des cardiovasculares e cancer

(CHAU; BEZERRA, 2021).
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4 CONCLUSAO

Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) gerou um volume de residuos desidratados
de maior rentabilidade das partes removidas da anatomia externa (branquia, pele e olho) em
relagcdo as quantidades obtidas da sua cavidade interna (intestino e gonada).

Branquia — base e arco, por digestdo enzimdtica, foi a fonte principal em
glicosaminoglicanos, tal que arco branquial deteve, aproximadamente, o triplo da quantidade
da base. Seguido dos glicosaminoglicanos de gdnada e intestino, enquanto em olho, a menor
quantidade desses compostos, porém equivalente aos presentes na pele.

Analise metacromatica dos extratos brutos, em corante azul 1,9-dimetilmetileno,
indicou sulfatacdo. Porém, a propriedade variou entre as amostras consideradas, de tal forma
que arco branquial e pele sugeriram composicao maior que na base branquial e olho e, com
menor sulfatacdo, para intestino e gonada. Assim, a composi¢do de sulfatacao foi heterogénea
e observada, preponderantemente, em residuos de maior rendimento de massa desidratada.

Técnicas eletroforéticas (agarose e poliacrilamida) combinadas revelaram
glicosaminoglicanos sulfatados homogéneos ou ndo, de pesos moleculares, em geral, similares
ao condroitim sulfato (~ 40 kDa), ap6s azul de toluidina, indicando condroitim (branquia — arco
e base, olho e gonada), dermatam (pele, intestino e gonada) e heparam (intestino e gonada).
Ainda, com somente "stains-all", olho, intestino e gdnada exibiram 4cido hialurdnico (>100
kDa), além de heparam e/ou condroitim e dermatam importantes. Nenhuma das amostras
apresentou-se isenta de proteinas.

Espectros de infravermelho, das diferentes estruturas quimicas de
glicosaminoglicanos, caracterizaram na anatomia branquial, o condroitim-6/4-sulfato, em pele
o condroitim e o dermatam, em olho o dermatam e 4cido hialur6nico, em intestino o heparam
predominante em relacdo ao dermatam, além de dcido hialurénico e, em gonada o condroitim-
6/4-sulfato, heparam e acido hialur6nico. Portanto, apresentando distribuicdo e composi¢ao
complexa e heterogénea, segundo andlise de pureza e espécies quimicas, entre os residuos
avaliados individualmente.

Base branquial de Tildpia do Nilo mostrou-se rica em glicosaminoglicanos
antioxidantes in vitro, principalmente no sequestro e quelacao, cujas propriedades sugeriram
envolvimento de multiplos sitios ativos, inibindo a oxida¢@o nos ensaios utilizados, em especial,
tdo potentes quanto ao agente sintético BHT. Assim, este residuo € uma fonte ttil para obtengdo
de antioxidantes naturais, podendo ser ferramenta importante na prote¢do contra os danos

causados por radicais livres nos organismos vivos.
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