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RESUMO 

 

 
O zebrafish (Danio rerio) é um importante modelo animal para as pesquisas biomédicas 

devido às suas várias vantagens, como a semelhança genética com mamíferos, curto intervalo 

de geração e custo baixo de estocagem. No entanto, há poucas pesquisas nutricionais com essa 

espécie e ainda não foram padronizadas dietas que otimizem seu uso em laboratórios. A partir 

disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar as respostas metabólicas e de crescimento em juvenis 

de D. rerio alimentados com suplementação dietética de Spirulina platensis em diferentes 

níveis durante 77 dias. Foram formuladas seis dietas isoproteicas, isocalóricas e isofosfóricas, 

com a inclusão de spirulina nos níveis de 0, 2, 4, 6, 8 e 10% (SP0, SP2, SP4, SP6, SP8 e SP10). 

Um total de 300 juvenis de zebrafish com 50 dias pós-fertilização, foram distribuídos 

aleatoriamente em seis grupos (dietas), cada grupo contendo cinco repetições com 10 animais 

por réplica. Ao final do experimento os dados foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e as diferenças detectadas pelo teste Tukey. Uma análise de regressão foi feita para 

os dados de peso final e taxa de crescimento específico e o nível de significância para 

comparação dos tratamentos foi 5%. Após 77 dias de alimentação, os animais alimentados com 

a dieta SP6 apresentaram valores significativamente maiores para peso final e taxa de 

crescimento específico quando comparados aos que foram alimentados com as dietascontendo 

os demais níveis de suplementação. O fator de condição foi significativamente maior nas dietas 

SP6 e SP8 em relação a SP0, já o ganho de peso foi maior (P<0,05) nos níveis de 4 a 10% de 

suplementação em relação a SP0 e o comprimento furcal foi maior (P<0,05) nos tratamentos 

SP4 e SP6 em relação a SP2. Não foram observadas diferenças significativas em relação a 

sobrevivência. As dietas SP4, SP6, SP8 e SP10 diminuíram os níveis de triglicérides, já os 

níveis de colesterol total não foram afetados. A atividade da lipase foi maior nos animais 

alimentados com as dietas SP6 e SP8 em relação ao controle e a amilase não apresentou 

diferenças significativas entre os tratamentos. A atividade da CAT foi maior (P<0,05) nos 

peixes alimentados com as dietas SP8 em relação a dieta SP0. A atividade da SOD foi maior 

(P<0,05) no grupo que consumiu a dieta SP10 em relação as dietas SP0 e SP2. A atividade da 

GST foi maior (P<0,05) nos animais alimentados com as dietas SP6, SP8 e SP10 em relação ao 

grupo SP0. Não foram observadas diferenças significativas em relação ao leucograma e a 

avaliação da frequência nos quatro estádios de maturação dos ovócitos. Já o diâmetro médio 

dos ovócitos no estádio I foi maior (P<0,05) no tratamento SP2 em relação ao SP10 e no estádio 

IV os tratamentos SP4 e SP8 apresentaram maiores diâmetros (P<0,05) médios e o SP0 o 

menor. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a suplementação dietética de Spirulina 

platensis aumenta os parâmetros de crescimento, reduz os níveis de triglicérides, aumenta 

atividade da lipase, melhora o estresse oxidativo e aumenta o diâmetro médio dos ovócitos sem 

afetar a sobrevivência, os parâmetros imunológicos de juvenis de zebrafish. 

Palavras-chave: Zebrafish. Nutrição. Aditivo alimentar. Microalga 



 

ABSTRACT 

 
Zebrafish (Danio rerio) is an important animal model for biomedical research, because its many 

advantages, such as genetic similarity to mammals, short generation interval and low storage 

cost. However, there is little nutritional research with this species and diets that optimize in 

laboratories have not yet been standardized. From this, the objective of this work was evaluated 

as metabolic and growth responses in Danio rerio juveniles fed with dietary supplementation 

of Spirulina platensis in different environments for 77 days. Six isoprotein, isocaloric and 

isophosphoric diets were formulated, with the inclusion of Spirulina at levels of 0, 2, 4, 6, 8 and 

10% (SP0, SP2, SP4, SP6, SP8 e SP10). A total of 300 zebrafish juveniles 50 days post- 

fertilization were randomly assigned to six groups (diets), each group containing five replicates 

with 10 replicate animals. At the end, the data were selected for analysis of variance (ANOVA) 

and as models tested by the Tukey test. A regression analysis was performed for the growth 

rate data and the treatment level of the treatments. After 77 days of feeding, the animals fed the 

SP6 diet showed significantly higher values for final weight and specific growth rate when 

compared to those fed diets containing the other levels of supplementation. The condition factor 

was significantly higher in SP6 and SP8 diets compared to SP0, weight gain was higher 

(P<0.05) at 4 to 10% supplementation levels compared to SP0 and furcal length was greater 

(P<0.05) in SP4 and SP6 treatments in relation to SP2. No significant differences were observed 

regarding survival. The SP4, SP6, SP8 and SP10 diets decreased triglyceride levels, while total 

cholesterol levels were not affected. Lipase activity was higher in animals fed SP6 and SP8 

diets compared to control and amylase did not show significant differences between treatments. 

CAT activity was higher (P<0.05) in fish fed SP8 diets compared to SP0 diet. SOD activity was 

higher (P<0.05) in the group that consumed the SP10 diet compared to the SP0 and SP2 diets. 

GST activity was higher (P<0.05) in animals fed SP6, SP8 and SP10 diets than in the SP0 

group. No significant differences were observed in relation to the leukogram and the evaluation 

of the frequency in the four stages of maturation of the oocytes. The mean diameter of oocytes 

in stage I was higher (P<0.05) in the SP2 treatment compared to SP10 and in stage IV the SP4 

and SP8 treatments had the highest mean diameters (P<0.05) and SP0 the smallest. From the 

results obtained, it is concluded that dietary supplementation of Spirulina platensis increases 

growth parameters, reduces triglyceride levels, increases lipase activity, improves oxidative 

stress and increases the mean diameter of oocytes without affecting survival, immunological 

parameters of zebrafish juveniles. 

 

Keywords: Zebrafish. Nutrition. Food additive. Microalgae 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Para a evolução da ciência, a experimentação animal tem relevante papel. O 

zebrafish (Danio rerio) é um importante modelo animal para pesquisas biomédicas 

devido ao seu baixo custo de manutenção, fácil manuseio, embrião transparente, 

curto intervalo de geração, alta taxa de fecundidade e similaridade genética com 

humanos (WATTS et al., 2016). A utilização dessaespécie possui destaque nas áreas 

da neurologia, embriologia e farmacogenética por ser possívelacompanhar as fases 

de desenvolvimento e pela facilidade de manutenção em relação aos modelos 

mamíferos, como os roedores (RIVERO-WENDT et al., 2020). 

Em condições laboratoriais, é essencial conhecer a composição das dietas 

utilizadas naalimentação dos peixes, uma vez que a mesma interfere nas respostas 

biológicas dos animais (SASSI, 2016). Efeitos indesejáveis na saúde e desempenho 

dos peixes podem ser causados poruma nutrição inadequada. Ademais, o excesso ou 

a falta de nutrientes podem induzir alterações fisiológicas e moleculares. Deste 

modo, assegurar que a fonte de alimentação seja equilibrada e desprovida de 

contaminação é essencial para a saúde animal e também para a obtenção de 

resultados confiáveis nas pesquisas (MARTINS et al., 2020). 

Na literatura existem poucos estudos relacionados à nutrição do zebrafish, 

mesmo com seu crescente uso nas pesquisas. As necessidades nutricionais e 

protocolos alimentares ainda não foram padronizados para essa espécie. Assim, a 

falta de conhecimento sobre os requerimentos de um organismo modelo 

corresponde a um desafio nas pesquisas e impede a padronização de protocolos 

nutricionais (FOWLER et al., 2020). Logo, atender às exigências nutricionais e 

avaliar diferentes ingredientes pode melhorar a saúde e o estado fisiológico dos 

animais (FERNANDES; PERES; CARVALHO, 2016).A inclusão de aditivos nas 

dietas contribuem para aumentar a produtividade dos peixes(FARAG et al., 2021; 

NAIEL et al., 2021). As microalgas ganharam espaço na aquicultura porpossuírem 

alto valor nutricional, sendo a Spirulina uma das espécies mais produzidas 

comercialmente (FARAG et al., 2016). No entanto, as influências benéficas dessa 

microalga para peixes são especificas para certas espécies e dependem da 

porcentagem utilizada nas dietas (FARAG et al., 2021). Por isso, é essencial que 

estudos com novos ingredientes sejam desenvolvidos para o D. rerio a fim de 

contribuir com o desenvolvimento de dietas que possamser usadas em laboratórios, 
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permitindo assim a obtenção de resultados mais coesos que contribuam para o 

desenvolvimento científico. 

 

 
2. OBJETIVOS 

 
2.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral do trabalho foi avaliar as respostas metabólicas e de 

crescimento em juvenis de D. rerio alimentados com suplementação dietética de 

Spirulina platensis em diferentes níveis. 

 
2.2 Objetivos específicos 

 
 

• Avaliar o crescimento através dos parâmetros de peso final, taxa de 

crescimento específico, ganho de peso, fator de condição e comprimento 

de juvenis de zebrafishalimentados com diferentes níveis de 

suplementação de Spirulina platensis; 

• Avaliar as variáveis metabólicas (colesterol total e triglicerídeos) e a 

atividade dasenzimas digestivas amilase e lipase nos diferentes níveis 

de inclusão do aditivo; 

• Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes (catalase, superóxido 

dismutase eglutationa s-transferase) e da peroxidação lipídica; 

• Avaliar a contagem diferencial de linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, 

basófilos emonócitos, 

• Avaliar o desenvolvimento ovocitário das fêmeas de zebrafish durante a 

fase de desenvolvimento pré púbere através da frequência e diâmetro 

médio dos oócitos emdiferentes estádios de maturação. 

 

 
3. REFERENCIAL TEÓRICO 

 
3.1 Zebrafish como modelo animal 
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O zebrafish (D. rerio) é um peixe teleósteo tropical de água doce, nativo da 

Ásia e pertence à família Cyprinidae. A espécie mede em torno de 4 a 5 cm quando 

adulto e tem o padrão de cor distinta alternando listras horizontais claras e escuras 

(SPENCE et al., 2008). Também possui dimorfismo sexual, os machos são mais 

afilados e dourados e as fêmeas mais prateadas e arredondadas, principalmente na 

região ventral (SUWA e YAMASHITA, 2007). Éum peixe encontrado em regiões 

alagadiças de águas rasas, paradas ou de baixa movimentação, com ocorrência de 

variações de pH e temperatura. Assim, a espécie é considerada extremamente 

resistente às variações ambientais (LÓPEZ-OLMEDA e SÁNCHEZ- VÁZQUEZ, 

2011). 

As pesquisas biomédicas dependem do uso de modelos animais para 

desenvolver e testar novas terapias e para compreender a patogenia das doenças 

humanas nos níveis celularese moleculares. O D. rerio é um excelente modelo para 

pesquisa em várias áreas, como a farmacologia, neurologia e embriologia 

(LIESCHKE e CURRIE, 2007). Essa espécie possui várias vantagens, como fácil 

manuseio, rápido desenvolvimento com curto intervalo de geração 

(aproximadamente 3 meses) e transparência óptica dos embriões e larvas 

(LAMASON et al., 2005). Também possui possibilidade de alta estocagem pelo 

tamanho pequeno, custo de utilização inferior ao decamundongos (LIESCHKE e 

CURRIE, 2007), grande número de ovospor fêmea em uma única desova (cerca de 

100 ovos), genoma inteiramente sequenciado e alta homologia genética com 

humanos (aproximadamente 70%) (HOWE et al., 2013). 

Em ambiente natural, o zebrafish possui hábito alimentar onívoro 

oportunista, se alimentando de zooplâncton, insetos e fitoplâncton (SPENCE e 

SMITH, 2006). No entanto, mesmo com o crescente uso desse modelo animal, as 

necessidades nutricionais dessa espécie não estão completamente definidas 

(CARVALHO et al., 2021). Assim, as dietas são formuladas de acordo com os 

requerimentos nutricionais de outros ciprinídeos tropicais onívoros, como a carpa 

comum (Cyprinus carpio). Dados sobre a carpa estão disponíveis e podem ser 

usados como padrão razoável quando falta informação específica sobreo zebrafish 

(DAMMSKI et al., 2011). 

Alguns autores estimaram as exigências proteicas para juvenis de zebrafish 

(FERNANDES; PERES; CARVALHO, 2016; SASSI, 2016). Atualmente, nenhum 

intervalo ideal de lipídeos foi determinado para o D. rerio. No entanto, sabe-se que 
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os peixes de água doce, como o zebrafish requerem uma dieta com maior nível de 

ácidos graxos n-6 em relação a n-3 (FOWLER et al., 2020). As exigências para 

fósforo em nessa espécie foram estudadas, sendo observado que o melhor nível 

desse mineral em dietas foi de 1,55% (COSTA, 2015). De acordo com o NRC 

(2011), uma proporção ideal de cálcio e fosforo em torno de 2:1 comumente produz 

um crescimento adequado boas taxas de sobrevivência na maioria das espécies 

aquáticas. 

Nos últimos anos a nutrição é enfatizada como um pilar essencial para as 

pesquisas (FOWLER et al., 2020), pois permite aos pesquisadores desenvolver e 

utilizar padrões nutricionais elevados para os modelos animais. Assim, avanços na 

nutrição do zebrafish devemcontinuar para contribuir com a comunidade acadêmica 

(WATTS; POWELL; D’ABRAMO, 2012). 

 
3.2 Spirulina na alimentação de peixes 

 

As microalgas possuem níveis médios a altos de proteína bruta, variando 

entre 28% e 71% damatéria seca e com bom perfil deaminoácidos (BECKER, 2007; 

TIBALDI et al., 2015).Também são fontes de ácidos graxos essenciais, vitaminas, 

minerais e pigmentos (WALKER eBERLINSKY, 2011). Assim, devido ao alto teor 

nutricional, são uma alternativa promissora para potencializar o valor nutritivo das 

rações para a aquicultura (LUPATSCH, 2009; VIZCAÍNO et al., 2014). 

Dentre as microalgas largamente estudadas e produzidas em escala 

comercial nas diversas regiões do mundo, destaca-se a Spirulina sp., uma 

cianobactéria que pertence ao filo Cyanobacteria e ao gênero Arthrospira, sendo as 

espécies Arthrospira maxima e Arthrospira platensis as mais cultivadas. No 

entanto, são conhecidas como Spirulina maxima e Spirulina platensis, pois eram 

consideradas membros da espécie Spirulina sp., o que justifica o nome comumente 

utilizado (SCHMID; BOLD; WYNNE, 1985). Essas duas espécies são as mais 

utilizadas como alimento devido ao elevado teor de nutrientes e benefícios para a 

saúde humana e animal (FARAG et al., 2016; TOMASELLI; PALANDRI; 

TREDICI, 1996). 

A Spirulina se destaca pela composição de micro e macronutrientes, sendo 

um alto teor de proteína (55-70% por peso seco), ácidos graxos poli-insaturados, 
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contendo ácido gamalinolênico, ácido linoleico, ácido eicosapentaenoico, 

ácidodecosahexaenóico, ácido araquidônico e ácido estearidônico (SJORS e 

ALESSVERO, 2010; ZHANG et al., 2020). Também é rica em vitaminas (vitamina 

C, vitamina D, vitamina E, cianocobalamina, piridoxina, nicotinamida, riboflavina 

e tiamina), minerais (ferro, cálcio, cobre, cromo, magnésio, manganês, fósforo, 

potássio, sódio e zinco) e pigmentos, como carotenos, ficocianinae clorofila (SJORS 

e ALESSVERO, 2010; SONI; SUDHAKAR; RANA, 2017). 

A utilização de Spirulina sp. dietética gerou bons resultados em diversas 

espécies. Observou-se efeitos imunoestimuladores no sistema imunológico inato da 

carpa comum (C. carpio) (WATANUKI et al., 2006), em tilápias do Nilo 

(Oreochromis niloticus) houve aumentono crescimento (VELASQUEZ et al., 2016), 

o espadinha (Xiphophorus helleri) apresentou aumento no desempenho reprodutivo 

e no crescimento (VASUDEVAN et al., 2006), o ciclídeo acei de cauda amarela 

(Pseudotropheus acei) e zebrafish obtiveram melhores parâmetros reprodutivos 

(GEFFROY e SIMON, 2013; GÜROY et al., 2012). A adição de pequenas 

quantidades de Spirulina, sendo de 1 a 10%, demostra ser uma possibilidade para 

aumentar o valor nutricional das dietas para peixes (ANAYA-ROSAS et al., 2019). 

 
 

3.3 Impacto dos fatores nutricionais no crescimento 

 

As dietas possuem efeito sobre o crescimento adequado dos peixes, e por 

isso, devem atender às necessidades nutricionais de cada espécie. Alimentar os 

animais com dietas desequilibradas e que não atendem às exigências alimentares 

podem causar deficiência nutricional ou toxicidade em casos de níveis elevados de 

algum nutriente (OLIVA-TELES, 2012; TRICHET, 2010). Assim, ao avaliar os 

potenciais benefícios da suplementação dietética é essencial garantir que os peixes 

sejam alimentados com uma dieta balanceada (OLIVA- TELES, 2012) 

As microalgas são eficazes para estimular o crescimento de peixes 

(HASSAAN et al., 2021). A Spirulina melhora a ingestão de ração e a 

digestibilidade dos nutrientes, havendo evidências no aumento do crescimento de 

peixes (ROOHANI et al., 2019). Isso é provavelmente devido ao alto teor de 

minerais, vitaminas, aminoácidos essenciais, ácidos graxos linoleico e linolênico 

encontrado nesse ingrediente (CAO et al., 2018a, 2018b; MUSTAFA; UMINO; 
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NAKAGAWA, 1994). Além disso, outro fator que melhora o crescimento das 

espécies é a fina parede celular da S. platensis, o que facilita a digestão (GATLIN, 

2007). 

A secreção de enzimas no trato gastrointestinal, que tem capacidade de 

hidrolisar os polímeros dos alimentos, corresponde a capacidade digestiva (STECH 

et al., 2009). Deste modo, os níveis das enzimas dependem dos nutrientes presentes. 

A atividade de enzimas digestivas intestinais afeta a digestão de nutrientes em 

peixes (ADEOYE et al., 2016; HASSAAN et al., 2021). Além disso, a morfologia 

intestinal e os hábitos alimentares desempenham um papel importante na ação 

dessas enzimas (HASSAAN et al., 2021). 

Foi relatado que a S. platensis melhora o equilíbrio microbiano intestinal e as 

atividades das enzimas digestivas, o que aumenta o crescimento das espécies 

aquáticas (TEIMOURI; AMIRKOLAIE; YEGANEH, 2013). Por isso, o estudo das 

enzimas digestivas é um passo essencial para a compressão do mecanismo de 

digestão e maior conhecimento sobre as necessidades nutricionais (PAKRAVAN et 

al., 2017). 

 

3.4 Nutrição e os parâmetros bioquímicos 

 

A avaliação dos parâmetros bioquímicos em peixes podem refletir o estado 

de saúde ao animal e proporcionar maior clareza do estado metabólico dos animais 

diante de situações relacionadas à nutrição, fisiologia e desequilíbrios de forma 

geral (GUILHERME, 2021;WAGNER e CONGLETON, 2004). Assim, 

parâmetros bioquímicos relacionados ao metabolismo energético avaliados em 

tecidos podem ser bons indicadores da resposta do animala um determinado alimento 

(PRETTO et al., 2014). 

A suplementação dietética de microalgas pode influenciar as condições 

fisiológicas dos peixes, incluindo o metabolismo lipídico (MUSTAFA e 

NAKAGAWA, 1995). Na corrente sanguínea são transportados o colesterol e os 

triglicerídeos pelas lipoproteínas. Os triglicerídeos são os principais lipídeos do 

tecido adiposo, sendo importantes para a reserva energética. Já o colesterol possui 

importância na síntese de hormônios esteroides, componentes de membranas 

celulares e constituintes de sais biliares (LABARRÈRE et al., 2013). 
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No metabolismo animal os lipídeos podem advirem da ingestão de alimentos 

e da síntese do próprio organismo. A suplementação de S. platensis diminui o 

conteúdo lipídico dos peixes, o que pode ser atribuído ao aumento do colesterol 

HDL, de modo que mais colesterol dos tecidos seria transportado para o fígado 

para ser decomposto em ácidos biliares (XIA et al., 2021). O efeito hipolipidêmico 

da Spirulina ocorre pela inibição da absorção de colesterol no intestino e 

reabsorção de ácidos biliares ou pela inibição da atividade da lipase pancreática 

através da ficocianina (HAN et al., 2006; NAGAOKA et al., 2005). Altos níveis de 

triglicéridese colesterol podem alterar de maneira significativa o risco de problemas 

metabólicos (COLLA;MUCCILLO-BAISCH; COSTA, 2008) 

Foram observadas menores concentrações de triglicérides e colesterol total 

em Zebrafish quando alimentados com inclusão de 50 g/kg de Chlorella sp. na 

dieta (CARNEIRO et al., 2020). A inclusão de Chlorella vulgaris na dieta de 

linguado japonês (P. olivaceus) reduzir o nível sérico de colesterol 

(RAHIMNEJAD et al., 2017). Em dourada (Pagrus major) alimentadas com 

Spirulina sp. foi observada a redução de lipídeos totais (NAKAGAWA et al.,2000). 

Antioxidantes naturais como a Spirulina podem prevenir a 

hipercolesterolemia, pois oscompostos antioxidantes diminuem os níveis de lipídios 

séricos, assim, o efeito hipolipidêmico dessa microalga e de seus extratos foi 

demonstrado em vários modelos animais (COLLA; MUCCILLO-BAISCH; 

COSTA, 2008; DENG e CHOW, 2010). Além disso, também foi observado que 

o ácido α-linolênico, ácido linoleico e β-caroteno contidos na S. platensis podem 

diminuir os níveis de colesterol e triglicérides nos animais (COLLA; MUCCILLO- 

BAISCH; COSTA, 2008; XIANG et al., 2002). 

 
 

3.5 Influência nutricional sobre a imunidade e estresse oxidativo de peixes 

 

Nutrientes contidos nos alimentos que compõem a dieta, assim como alguns 

aditivos alimentares podem estimular o sistema imunológico dos peixes, por isso as 

dietas devem ser formuladas não somente com critérios produtivos, mas também 

considerando a capacidade de promover a higidez dos peixes (KIRON, 2012). As 

investigações das influencias nutricionais na capacidade dos peixes de resistir aos 

estressores ambientais e adquirir uma resposta imune faz parte da pesquisa com 
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nutrição (JOBLING, 2016). 

Os imunoestimulantes são substâncias biológicas, químicas ou sintéticas 

que tem capacidade de aumentar a resistência do animal a doenças infecciosas, 

atuando no sistema imune através do aumento da atividade das células de defesa 

(BRICKNELL e DALMO, 2005). As algas possuem moléculas bioativas com 

propriedades imunoestimulantes e antioxidantes (CIAN et al., 2015). A S. platensis 

está associada a imunidade e a propriedades antioxidantes, sendo que os 

componentes bioativos como vitamine E, carotenoides, aloficocianina, xantofilas, 

ficobilina e ficocianina são responsáveis pelos efeitos protetores contra a 

peroxidação lipídica e de imunoestimulação (KHALIL; REDA; AWAD, 2017; 

MIYAZAWA et al., 2019; STAHLe SIES, 2003). 

As espécies reativas de oxigênio são produzidas naturalmente durante o 

metabolismo em um equilíbrio dinâmico controlado pelo sistema antioxidante (EL- 

ARABY et al., 2022). No entanto, o estresse oxidativo é um desequilíbrio da 

homeostase das reações redox e resulta no aumento dos níveis de espécies reativas 

de oxigênio (FORMELLA et al., 2018), que podem resultar em um dano oxidativo 

às células e peroxidação lipídica (XU e PAN, 2013). Assim, todos os organismos 

aeróbicos possuem um sistema de defesa antioxidante composto por enzimas 

antioxidantes que reflete na capacidade de metabolizar os radicais livres e proteger 

os tecidos do estresse oxidativo, conforme descrito na Figura 1 (FONTAGNÉ- 

DICHARRY et al.,2018). 

 

Figura 1- Ação associada das enzimas antioxidantes contra as espécies reativas de 

oxigênio. As siglas SOD, CAT, GST, GR, GPX e G6PDH correspondem, respectivamente, 

as enzimas: superóxido dismutase, catalase, glutationa s transferase, glutationa redutase, 

glutationa peroxidase e glicose-6 - fosfato desidrogenase. 
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Fonte: Hermes-Lima (2004) 

As enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

glutationa s transferase (GST) influenciam no processo contra os danos oxidativos. 

A SOD realiza a dismutação de O2 altamente reativo em H2O2 menos reativo e está 

entre os principais mecanismos de defesa antioxidante contra o estresse oxidativo 

(FRIDAVICH, 1995). A CATé capaz de decompor H2O2 em O2 e H2O (YIN et al., 

2014). O aumento da atividade da SOD éacompanhado pelo aumento de CAT e/ou 

GPX para que não ocorram danos celulares (WARNER, 1994). Também pode 

haver aumento da GSH que atua como antioxidante e como cofator de GPX e da 

GST (HERMES-LIMA, 2004). A GST é importante na desintoxicação celular 

como mediador enzimático da conjugação da glutationa (GSH) contra uma ampla 

gamade compostos deletérios (MIHALJEVIĆ et al., 2020). 

Os leucócitos observados na circulação dos peixes são os linfócitos, 

monócitos, neutrófilos, eosinófilos e basófilos. A função dessas células é a defesa 

do organismo contra corpos estranhos que penetram nos tecidos (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004). Em muitas espécies animais, a dieta pode influenciar os 

parâmetros imunológicos, como o número de leucócitos (SADO e BICUDO, 2012). 

O processo oxidativo possui relevante papel na fagocitose, em que os 

leucócitos fagocíticos através de receptores detectam os agentes patogênicos e por 

meio da oxidase NADPH produzem rapidamente a redução de oxigênio, formando 

radicais livres de superóxidoque exerce atividade tóxica para os microrganismos 

(INOGUCHI et al., 2003; TADEU e LIMA, 2015). Assim, os imunoestimulantes 

nas dietas podem influenciar nas atividades fagocitárias e na produção de radicais 

oxidativos (SAKAI, 1999). 

 
 

3.6 Impacto da nutrição dos peixes na maturação sexual 

O controle da reprodução é feito pela ação combinada entre os sistemas 

nervoso e endócrino do organismo (BALDISSEROTTO, 2002). Os hormônios 

gonadotróficos liberados pela hipófise irão para a circulação sanguínea dirigindo-se 

até as gônadas, que são estimuladas para a produção de esteroides sexuais, os quais 

são responsáveis pela maturação dos gametas (ERICK e PARRA, 2007). 

Os ovócitos nos ovários apresentam variação no tamanho no início da 
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vitelogênese e ao final damaturação possuem o mesmo volume (BALDISSEROTTO, 

2002). Com os estímulos hormonais, o fígado promove a síntese e exportação de 

vitelogenina, uma molécula que se acumula no ovócito em desenvolvimento, é 

constituída de várias classes de compostos acumuladores de proteína, carboidratos, 

lipídeos, grupos fosfato e sais minerais (MOMMSEN e WALSH, 1988; WALLACE, 

1985). A deposição de vitelogenina no saco vitelínico e sua produção é essencial para 

o desenvolvimento do ovócito e para a sobrevivência embrionária e larval dos peixes 

(KHAN; JAFRI; CHADHA, 2005; MOMMSEN e WALSH, 1988). Junto ao processo 

de vitelogênese alterações morfológicas ocorrem no desenvolvimento os ovócitos 

(GANECO; NAKAGHI; URBINATI, 2001; PINDER e GOZLAN, 

2004;VAZZOLER, 1996). 

No período de maturação gonadal, os peixes necessitam de macro e 

micronutrientes para transferirem aos ovócitos (CEJAS et al., 2004). Assim, os 

lipídeos e os ácidos graxos são transportados pelo sangue com auxilio das 

lipoproteínas específicas (SARGENT, 1995). Os ácidos graxos são mobilizados a 

partir de reservas lipídicas no processode oogênese, principalmente de origem hepática 

durante a síntese de vitelogenina (ADAMS, 1999). Ingredientes com bom perfil 

lipídico, principalmente ácidos poli-insaturados podem influenciar a fisiologia 

reprodutiva dos peixes, a partir de respostas dos hormônios esteroides que atuam no 

crescimento e na maturação gonadal (ZHANG et al., 2013). 

Maior oferta de alimentos promove crescimento e tamanho corporal 

maiores, obtendo- se maturação sexual precoce e maior fecundidade nasespécies 

(VOLKOFF e LONDON, 2018).Lipídios, proteínas, ácidos graxos, vitaminas E e C 

e carotenoides são os principais nutrientes que influenciam os parâmetros 

reprodutivos dos teleósteos (IZQUIERDO; FERNÁNDEZ- PALACIOS; TACON, 

2001). Foi constatado que as dietas com maiores níveis de proteínas e ácidos 

graxos poli-insaturados favoreceram o ganho de peso e a produção de larvas 

saudáveis de D. rerio (KOLB; HILDEBRANDT; LAWRENCE, 2018). 

A qualidade dos gametas tambémé influenciada pela fonte lipídica na dieta. 

Machos de zebrafish alimentados com artêmia (Artemia sp) bioencapsulada com 

azeite de oliva tiveram maior densidade e motilidade espermática e as fêmeas 

demonstram maior abundância folicular durante a gametogênese e aumento na 

fecundidade total (SAMAEE; MANTEGHI; ESTÉVEZ, 2019). O tamanho das 
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larvas pós-eclosão e a taxa de sobrevivência dos reprodutores de zebrafish também 

são positivamente influenciados pela suplementação de ácidos graxos 

(NOWOSAD; KUCHARCZYK; TARGOŃSKA, 2017). 

Ao avaliar a relação entre a dieta e a reprodução do D. rerio, é essencial 

observar a influência no crescimento, metabolismo e na maturação sexual, pois 

esses parâmetros são fundamentais para garantir uma boa desova nos peixes 

(KUZUHARA et al., 2019; ZHU et al., 2015). Assim, a comunidade científica é 

beneficiada com a inclusão de novas informações relacionadas a nutrição e saúde 

do zebrafish. Isso porque o maior foco no rigor e na reprodutibilidade na pesquisa 

de modelos animais é imprescindível para as pesquisas biomédicas, sendo possível 

alcançar padrões bem desenvolvidos na nutrição dos animais, o que aumenta a 

utilidade funcional no desenvolvimento de estudos (WATTS et al., 2016). 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1 Preceitos éticos 

 
Os procedimentos experimentais foram realizados seguindo as diretrizes 

preconizadas pelo CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal) que regulam a experimentação animal sendo aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso Animais (CEUA) - UFLA Protocolo 108/18. 

 
4.2 Desenho experimental e tratamentos 

 

Foram utilizados 300 juvenis de zebrafish da ala de peixes do Biotério 

Central da Universidade Federal de Lavras, onde o experimento foi conduzido. 

Antes do período experimental os animais foram mantidos em aquários plásticos de 

50 litros com recirculação deágua e presença de filtro biológico e físico, sendo 100 

animais por caixa. Diariamente, a temperatura, a amônia e o pH foram 

monitorados, e as caixas foram limpas através de sifonagem para garantir um 

ambiente adequado aos animais. Os peixestiveram oferta de duas alimentações ao 

dia com ração floculada comercial contendo 45% de proteína bruta e 5% de 

gordura (Alcon basic, Alcon Pet®, SC, BR) até início do experimento. 
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Após a obtenção do peso individual médio inicial de 0,1134 ± 10% mg, os 

animais foram transferidos para o sistema experimental composto por 30 aquários 

de policarbonato de 3 L (11,5 cm x 34,5 cm x 15,5 cm), conectado a uma Rack 

específica para zebrafish (Hidrus Rack, modelo ZEB-60, Alesco, SP, BRA), que 

possui controle automatizado de temperatura, pH e condutividade. A água dos 

aquários fluía por gravidade para um tanque de filtragem com três filtros de 

polipropileno para filtrar partículas de 100 μm e três filtros de feltro para reter 

partículas de 50 μm. Logo após, a água fluía através de um filtro biológico 

contendo bioballs e anéis de cerâmica e posteriormente era bombeada para uma 

câmara de luz ultravioleta antes de retornar aos aquários. A água de abastecimento 

foi filtrada através de um sistema de osmose reversa e então mantida em um 

reservatório de 50 L. 

Os parâmetros de temperatura, pH e condutividade da água foram medidos 

diariamente, apresentando médias de 27,8 °C, 7,8 e 0,45ms, respectivamente. 

Durante todo o período experimental os animais foram mantidos sob ciclo de luz 

artificial de 14 horas de luz e 10 horas de escuro (WESTERFIELD, 2007). Um 

delineamento inteiramente casualizado foi utilizado, com seis tratamentos e cinco 

repetições, sendo dez peixes por repetição, totalizando 300 animais. 

Seis dietas isoproteicas, isoenergéticas e isofosfóricas com 37% de proteína 

bruta, 1,55% de fósforo e 4.250 Kcal/kg foram formuladas utilizando o software de 

formulação de ração SuperCrac 6.1 (TD Software, Viçosa, MG). Foi feita inclusão 

de S. platensis nos níveis 0, 2, 4, 6, 8 e 10%, conforme descrito na Tabela 1. A 

formulação das dietas foi preparada de acordo com estudos que demonstraram os 

valores de exigência de proteína (FERNANDES; PERES; CARVALHO, 2016), de 

fósforo (COSTA, 2015) e de acordo com exigências para ciprinídeos (NRC, 2011). 
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Tabela 1- Composição das dietas com diferentes níveis de inclusão de Spirulina Platensis.  

Ingredientes Den ominação das dietas (g /kg de inclus ão de S. pla tensis) 

 SP0 SP2 SP4 SP6 SP8 SP10 

Amido de milho 362 359 356,1 353,3 354,7 356,1 

Albumina 343 326 308,9 291,9 274,6 257,3 

Farinha de peixe 100 100 100 100 100 100 

Gelatina 80 80 80 80 80 80 

Óleo de soja 50 50 50 50 50 50 

Spirulina platensis 0 20 40 60 80 100 

Fosfato bicálcico 50 50 50 49,8 45,7 41,6 

Premix 10 10 10 10 10 10 

Sal 5 5 5 5 5 5 

Total 100 100 100 100 100 100 

Composição (%)       

Matéria seca 90,7 91,4 92 91,3 91 92,5 

Proteína bruta 36,9 37,1 37,1 36,9 36,8 37,1 

Extrato etéreo 3,0 4,5 3,5 4,6 5,4 5,6 

Cinzas 7,7 7,4 7,4 8,1 7,3 7,4 

Fonte: Do autor (2022) 

 

Todos os ingredientes foram obtidosde uma fontecomercial local. O preparo 

das dietas foi feito a partir da pesagem em balança de precisão e mistura dos 

ingredientes até atingir homogeneização. Posteriormente, cada dieta foi peletizada 

através de um moedor de carnedisponível do setor de piscicultura do Departamento 

de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras. Após a peletização, foi realizada a 

secagem dos pellets em estufa de circulação de arforçada a 55º C por 12 horas. Em 

seguida, as dietas foram trituradas para obtenção de uma granulometria 

correspondente a abertura da boca dos juvenis e armazenadas a -20 ºC até o uso. 

Os juvenis foram alimentados durante 77 dias. A alimentação foi ofertada 

três vezes ao dia (9h, 13h e 17h) até a saciedade aparente dos animais. 

Posteriormente, foi feita a análise proximal de cada dieta no Laboratório de 

Pesquisa Animal – DZO, UFLA, seguindo as recomendações da AOAC (2016) 

para matéria seca, proteína bruta, extrato etéreo e cinzas, conforme descrito na 

Tabela 1. 

 
4.3 Crescimento 

 

Após o período de oferta das dietas experimentais, todos os peixes foram 
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eutanasiados com benzocaína (250 mg/L) (ROSS et al., 2008). Posteriormente a essa 

etapa, os animais foram secos com papel toalha, pesados individualmente em uma 

balança digital de precisão e medidos com um paquímetro. A partir disso, o peso 

final, o comprimento furcal, o ganho de peso ((peso médio final – peso médio 

inicial)/peso inicial), o fator de condição de Fulton ((peso final/comprimento³) 

*100) e a taxa decrescimento específico (100 (Ln peso médio inicial (mg) – Lnpeso 

médio final (mg)/ período experimental) foram determinados. 

 

4.4 Análises bioquímicas 

 
Para as análises bioquímicas de triglicérides e colesterol total dois 

animais de cada repetição, em jejum de 12 horas, foram eutanasiados por 

benzocaína (250 mg/L) (ROSS et al., 2008). Os peixes inteiros foram armazenados 

em tubos criogênicos, congelados imediatamente em nitrogênio líquido e 

armazenados em ultra freezer a -80 °C até a etapa de homogeneização. 

A homogeneização do corpo inteiro foi realizada com solução tampão 

fosfato a 4ºC em uma proporção de 5 mL de tampão por 1 g de amostra. O 

homogenato foi centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm a 4º C conforme Sancho 

et al. (2009). O sobrenadante foi coletado para realização dos procedimentos de 

ensaio utilizando kits comerciais (Bioclin, MG) seguindo as recomendações do 

fabricante. 

A absorbância dos triglicérides foi medida a 505 nm e a do colesterol total a 

500 nm. As análises foram feitas em triplicata e as leituras das absorbâncias foi 

realizada em espectrofotômetro de microplacas (Biotek Epoch, Biotek, EUA). 

 
4.5 Avaliação de enzimas digestivas 

 
Para determinação da atividade das enzimas digestivas amilase e lipase, 

dois animais de cada repetição, em jejum de 12 horas, foram coletados e 

eutanasiados em benzocaína (250 mg/L) (ROSS e ROSS, 2008). A dissecação foi 

realizada em placa de gelo usando alfinetes estéreis e bisturis para remoção do 

intestino inteiro, que foi utilizado para determinação das atividades de enzimas 

(GUPTA e MULLINS, 2010). Depois das coletas, as amostras foram armazenadas 

em tubos criogênicos de 2 mL, congeladas imediatamente em nitrogênio líquidoe 
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armazenados em ultra freezer a -80 °C até as análises posteriores. 

A homogeneização dos intestinos foi realizada com solução tampão Tris- 

HCL a 4ºC em uma proporção de 4 mL de tampão para cada 1 g de tecido. O 

homogenato foi centrifugado por30 minutos a 14.000 rpm a 4º C e o sobrenadante 

foi coletado e armazenado a -80 ºC até a análise de amilase e lipase. A atividade 

específica das enzimas digestivas foi determinada usando kits comerciais Bioclin 

seguindo as recomendações do fabricante. 

As concentrações de proteína total nas amostras foram determinadas 

espectrofotometricamente a 595 nm, de acordo com o método de Bradford 

(1976), usando albumina de soro bovino como padrão. A atividade específica da 

amilase foi determinada a 660 nm a 37 ºC e a lipase foi medida a 410 nm a 37 ºC, 

utilizando kits comerciais. Todas as análises foram feitas em triplicata e as leituras 

em espectrofotômetro leitor de microplacas (Tecan, Infinite 200 Pro, Suíça). 

 

4.6 Avaliação do estresse oxidativo 

 
Para determinação da atividade das enzimas antioxidantes, dois animais de 

cada repetição foram eutanasiados por benzocaína (250 mg/L) (ROSS e ROSS, 

2008). Os peixes inteiros foram armazenados em tubos criogênicos, congelados 

imediatamente em nitrogênio líquido e armazenados em ultra freezer a -80 °C até as 

análises posteriores. 

A homogeneização do corpo inteiro foi realizada com solução tampão 

fosfato a 4ºC emproporção de 5 mL de tampão para cada 1 g de tecido. O 

homogenato foi centrifugado por 30 minutos a 14.000 rpm a 4º C e o sobrenadante 

foi coletado e dividido em alíquotas para mediçãoda atividade da catalase (CAT), da 

glutationa s transferase (GST), superóxido dismutase (SOD)e peroxidação lipídica. 

A atividade da CAT foi determinada em 240 nm a cada 15 segundos por um 

período de 3 minutos, em que ocorre o decréscimo de absorbância pela degradação 

do peroxido de hidrogênio em oxigênio e água, conforme o descrito Aebi (1984). 

Os resultados foram expressos em μmol de peróxido de hidrogênio degradado por 

minuto por mg de proteína. Já a atividade da SOD foi medida em 560 nm de acordo 

com a capacidade da enzima de inibir a redução do nitro blue tretrazolium (NBT) 

por radicais superóxido e expressa em U SOD mg-1 proteína (BEAUCHAMP e 

BIOCHEMISTRY; 1971). 
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A GST foi medida conforme Habig e Jakoby (1981), em que a glutationa 

reduzida e 1- cloro-2,4- dinitrobenzeno (CDNB) foram adicionados a microplacas. 

A atividade dessa enzimafoi medida por meio da formação do conjugado glutationa- 

2,4-dinitrobenzeno que foi estimadapela variação da absorbância a 340 nm a cada 

20 segundos durante 5 minutos. A peroxidação lipídica foi medida utilizando kit 

comercial, seguindo as recomendações do fabricante (BioAssay Systems, 

Hayward, CA, USA). 

As concentrações de proteína total nas amostras foram determinadas 

conforme descrito anteriormente. Todas as análises foram feitas em triplicata e as 

leituras em espectrofotômetro com leitor de microplacas (Tecan, Infinite 200 Pro, 

Suiça). 

 
4.7 Preparação do extrato e atividade antioxidante da Spirulina 

 

Para obtenção do extrato foram pesados 2 gramas de S. platensis e 

adicionado 20 ml de etanol 92,8%. A amostra foi agitada no agitador vórtex 

(EEQ9033 edutec) por aproximadamente 1 minuto e, posteriormente, em agitador 

mecânico (MOD 109 Nova ética) por 30 minutos. Em seguida, a amostra foi 

transferida para o banho ultrassônico (Ultracleaner 1600A) por 30 minutos. O 

extrato foi filtrado com papel filtro e acondicionados em vidro âmbare congelado a - 

20º até o momento da análise. 

A atividade antioxidante total foi determinada pela captura do radical livre 

ABTS seguindo o protocolo proposto por Laurrari et al. (1997) com adaptações 

(RUFINO et al., 2007). A partir do extrato obtido, três diluições diferentes em 

triplicada foram preparadas, 20 μL de cada diluição foi transferido para tubos de 

ensaio com 2 mL do radical ABTS, sendo homogeneizado em agitador vórtex. 

Após essa etapa, 300 μL das amostras foram pipetadas em placa de 96 poços e 

realizada a leitura no leitor de microplacas (EZ Read 2000) a 734 nm após seis 

minutos da mistura dos compostos. Os resultados foram expressos em μM de 

trolox/g do material. A determinação da atividade antioxidante foi realizada em 

triplicata. 
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4.8 Contagem diferencial de células de defesa 

 
A contagem diferencial de células de defesa foi feita através de lâminas com 

esfregaçosde sangue de 3 animais por repetição fixadas com metanol absoluto por 1 

minuto, secas por 24 horas, coradas com panótico (CASTRO et al., 2018) a fim de 

identificar as diferentes células a partir de microscópico óptico. Os tipos celulares 

que foram observados são: neutrófilos, monócitos, linfócitos, eosinófilos e 

basófilos (RANZANI-PAIVA et al., 2013). 

 
4.9 Avaliação do desenvolvimento ovocitário 

 
Para a avaliação histológica do desenvolvimento ovocitário, 3 fêmeas de 

zebrafish de cada repetição foram eutanasiadas por benzocaína (250 mg/L) (ROSS 

e ROSS, 2008). Após a eutanásia os animais foram dissecados em placa de gelo 

usando alfinetes estéreis e bisturis para remoção das gônadas, que foram 

armazenadas em cassetes histológicos em formalina tamponada 10% por 48 horas 

para fixação e, em seguida, colocadas em álcool 70% até o processamento. 

As gônadas em cassetes histológicos foram desidratadas e diafanizadas a 

partir do seguinte procedimento histotécnico: banho 1 e 2 em álcool 70º, banho 2, 

banho 3 em álcool 80ºe banho 4 em álcool 85º, banho 5 em álcool 90º, banho 6 em 

álcool 95º, banho 7 e 8 em álcoolPA, sendo 20 minutos cada, banho 9 e 10 em xilol 

por 30 minutos e, em seguida, passagem pela parafina por 80 minutos. Após esses 

procedimentos, as amostras passaram para o processo de inclusão em blocos de 

parafina em estação de inclusão de parafina aquecida (HistoCore, Arcadia H, 

Germany). 

Após a etapa de processamento, foram realizados cortes seriados 

longitudinalmente em micrótomo (Lupetec, MRP2015, Brazil). A coloração 

utilizada foi a Hematoxilina-Eosina (HE). Todo o procedimento histológico padrão 

e a coloração foram feitos no setor de PatologiaVeterinária da Universidade Federal 

de Lavras. 

Através da avaliação histológica foram identificadas as fases de maturação 

dos oócitosde acordo com os tamanhos e estádios de desenvolvimento, sendo 

crescimento primário (estádio I), oócitos com crescimento citoplasmático e vitelino 

(estádio II), oócitos com crescimento vitelogênico (estádio III), oócitos maduro 
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(estádio IV)((YÖN); AYTEKIN; YÜCE, 2008). 

Para medição microscópica do diâmetro médio e da frequência   de 

cada fase dematuração dos oócitos em cada fase de desenvolvimento ((YÖN); 

AYTEKIN; YÜCE, 2008; CAMPOY-LÓPEZ et al., 2020) foi utilizado um 

microscópico acoplado a uma câmera com sistema de captura (Motic, USA; 

Moticam 3+, USA) a partir do software Motic Images Plus 3.0. 

 
4.10 Análises estatísticas 

 
Ao final do experimento, após obtenção dos dados e verificação das 

premissas estatísticas de normalidade e homogeneidade das variâncias, os dados 

foram submetidos a análise de variância (ANOVA) e as diferenças significativas 

entre os tratamentos foram detectadas pelo teste de Tukey. Uma análise de 

regressão polinomial foi feita para os dados de peso final e taxa de crescimento 

específico. O nível de significância para comparação dos tratamentos foi de 5%. 

Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Minitab® 

versão 18.1. 

 
5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
5.1 Crescimento 

 
Após 77 dias de experimentação, os animais alimentados com o tratamento 

SP6 apresentaram valores significativamente maiores para peso final e taxa de 

crescimento específico quando comparados aos peixes alimentados com as dietas 

contendo os demais níveisde suplementação de S. platensis. Já o ganho de peso foi 

maior nos animais com a dieta contendo de 4 a 10% de Spirulina em relação ao 

tratamento controle. Não foram observadas diferenças significativas em relação a 

sobrevivência médias dos animais (Tabela 2). 
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Tabela 2- Parâmetros de crescimento de juvenisde zebrafish (Danio rerio) após a alimentação 

comníveis crescentes de Spirulina platensis na dieta por 77 dias. 
Tratamentos Peso (g) Ganho de peso (%) TCE1 Sobrevivência(%) 

S0 0,21±0,01c 117,32±7,90c 0,84±0,07c 98±2,00 

S2 0,25±0,01bc 125,08±4,45bc 1,08±0,03b 88±5,83 

S4 0,27±0,01b 141,30±7,58b 1,17±0,06b 92±3,74 

S6 0,32±0,01a 188,20±10,20a 1,41±0,05a 92±4,9 

S8 0,27±0,01b 131,19±4,85b 1,15±0,05b 92±3,74 

S10 0,28±0,00b 137,02±5,78ab 1,16±0,06b 90±3,16 

Dados são expressos como média ± erro padrão da média. Médias na mesma coluna com letras sobrescritas 

diferentes são significativamente diferentes usando análise de variância e o teste de Tukey (p<0,05). 1TCE = 

taxa de crescimento específico. 

Fonte: Do autor (2022). 

O fator de condição apresentou valor significativamente maior nos peixes 

alimentados com a dieta contendo 6% Spirulina quando comparados aos outros juvenis 

alimentados com as dietas controle e com 4% de suplementação de S. platensis apesar 

dos tratamentos com 2, 8 e 10% de inclusão não diferirem do SP6 e SP4 (Figura 2). 

 
Figura 2– Fator de condição de juvenis de zebrafish (Danio rerio) após alimentação com 

níveis crescentes de Spirulina platensis por 77 dias. Médias que não compartilham uma 

letra são significativamente diferentes usando análise de variância e o teste de Tukey 

(p<0,05). 
 

 
 

Fonte: Do autor (2022) 

O comprimento furcal apresentou valores significativamente maiores nos 

animais alimentados com a dieta controle, 4% e 6% de Spirulina em relação ao 

grupo SP2. Já os tratamentos SP0, SP8 e SP10 não apresentaram diferenças entre 

eles e em relação a SP2, SP4e SP6 (Figura 3). 
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Figura 3– Comprimento furcal de juvenis de zebrafish (Danio rerio) após alimentação 

com níveis crescentes de Spirulina platensis por 77 dias. Médias que não compartilham 

uma letra são significativamente diferentes usando análise de variância e o teste de Tukey 

(p<0,05). 
 
 

Fonte: Do autor (2022). 

 

Um efeito quadrático foi observado para peso final e para taxa de 

crescimento específico, com um aumento nessas variáveis até 6,16% e 6,19% de 

inclusão de Spirulina, respectivamente (Figura 4). 

 
Figura 4 – (A) Peso final e (B) taxa de crescimento específico de juvenis de zebrafish 
(Daniorerio) após alimentação com níveis crescentes de Spirulina platensis por 77 dias. 

 

Fonte: Do autor (2022). 
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Um dos critérios mais importantes para medir a resposta dos peixes às dietas 

é o crescimento, podendo ser medido como ganho em peso ou como taxas de 

crescimento, como a taxa de crescimento especifico (GLENCROSS; BOOTH; 

ALLAN, 2007). Além disso, o fator de condição, que representa uma relação peso e 

comprimento, pode alterar conforme a nutrição dos peixes (DA ROCHA et al., 

2005). Os resultados obtidos demonstraram que a adição de S. platensis na dieta 

melhora o crescimento de juvenis de zebrafish. No entanto, os maiores níveis de 

suplementação não tiveram efeitos crescentes no peso final e na taxa de 

crescimento específico conforme a Figura 4. 

A S. platensis é uma boa fonte de proteína para a alimentação animal e 

favorece o crescimento por conter grandes quantidades de ácidos graxos essenciais, 

vitaminas e minerais (IBRAHEM; MOHAMED; IBRAHIM, 2013). Também foi 

observado que esse ingrediente melhora a microbiota intestinal, a atividade das 

enzimas digestivas e, portanto, a quebra de componentes indigeríveis, o que 

favorece o desenvolvimento do animal (DAWOOD; KOSHIO, 2016). Assim, um 

elevado crescimento foi relatado em outras espécies de peixes alimentados com 

dietas contendo Spirulina (ADEL et al., 2016; MAHMOUD et al., 2018; YU et al., 

2018). 

Efeitos significativos no crescimento com a inclusão de S. platensis nas 

dietas foram observados, de forma semelhante aos resultados obtidos no presente 

estudo, em juvenis de carpa gibel (Carassius auratus gibelio var. CAS III) 

alimentados com dietas nos níveis 3,38% e 6,76% de spirulina (CAO et al., 

2018a) e em juvenis de truta marrom (Salmo trutta caspius) alimentados com dietas 

com inclusão de 6 e 8% de S. platensis (ROOHANI et al., 2019). A inclusão de 

2,5% a 10% de Spirulina na dieta de juvenis de gourami azul (Trichopodus 

trichopterus) aumentou os parâmetros de crescimento, enquanto a inclusão até o 

nível de 20% diminuiu o desempenho de crescimento desses peixes 

(KHANZADEH; ESMAEILI FEREIDOUNI; SEIFI BERENJESTANAKI, 2016). 

O nível de 5% de Spirulina na dieta mostrou efeitos positivos no desempenho de 

crescimento da garoupa gigante (Epinephelus lanceolatus) e nos níveis de 15 e 

30% de inclusão não foi observado aumento no desempenho (MAN et al., 2020). 

Roohani et al. (2019) relataram que é provável que essa microalga seja mais 

adequada para peixes carnívoros, ocasionando aumento no crescimento. Além 

disso, a adição excessiva de algas na dieta pode desequilibrar a composição de 
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aminoácidos e aumentar a dureza da ração, dificultando a digestão, e assim, há 

alterações nas funções fisiológicas e metabólicas normais dos peixes, o que resulta 

em menores índices de desempenho e crescimento (JIANG et al., 2022; 

KHANZADEH; ESMAEILI FEREIDOUNI; SEIFI BERENJESTANAKI, 2016; 

LIANG et al.,2018). Foi demonstrado que o excesso de S. platensis na dieta pode 

inibir o crescimento em juvenis de Megalobrama amblycephala nos níveis de 6% e 

9,5% de inclusão (JIANG et al., 2022) e em tilápias do Nilo (Oreochromis 

niloticus) no nível de 12% de suplementação (SIRINGI; TUROOP; NJONGE, 

2021). 

 
5.2 Parâmetros bioquímicos 

 
A inclusão de S. platensis das dietas na concentração de 4% a 10% 

diminuiu os níveis de triglicérides em juvenis de zebrafish em relação ao 

tratamento controle. Já os níveis de colesterol total não foram afetados pela 

suplementação dietética de Spirulina (Figura 5). 

 
Figura 5- Níveis de colesterol total (A) e triglicérides (B) de juvenis de zebrafish (Danio 

rerio) alimentados com dietas suplementadas em níveis crescentes de Spirulina platensis 

durante 77 dias. N=2 animais por repetição. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Foi observado a influência da Spirulina dietética em diferentes espécies de 

peixes de forma semelhante aos resultados obtidos nesse trabalho. Em oscar 

(Astronotus ocellatus) a Spirulina dietética reduziu os níveis de colesterol total e 

triglicérides (MOHAMMADIAZARM et al., 2021). Em juvenis de O. niloticus a 

inclusão de S. platensis na dieta diminuiu os níveis de triglicérides plasmáticos 

(VELASQUEZ et al., 2016). Já em truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) os níveis 
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de colesterol e dos triglicérides não tiveram diferenças significativas, mas suas 

tendências à diminuição mostram o efeito hipocolesterolêmico da Spirulina 

(YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLAIE, 2015). A quantidade detriglicérides 

diminuiu significativamente a medida que o nível de suplementação de S. platensis 

aumentou na dieta de bagre africano (Clarias gariepinus) (RAJI et al., 2018). 

A Spirulina platensis pode afetar vários índices bioquímicos em peixes, já 

que possui compostos que diminuem os níveis séricos de lipídios e proporcionam a 

redução dos níveis decolesterol (YEGANEH; TEIMOURI; AMIRKOLAIE, 2015). 

No entanto, os componentes ativos responsáveis pelos efeitos hipolipidêmicos da 

Spirulina não são completamente compreendidos (SERBAN et al., 2016). É 

observado que proteína ficocianina dessa microalga reduz as concentrações de 

lipídios através da eliminação de radicais livres, inibindo a peroxidação lipídica e a 

expressão do NADPH oxidase, que é um cofator do metabolismo de gordura 

(UPASANI e BALARAMAN, 2003). 

 
5.3 Atividade das enzimas digestivas 

 
No presente estudo a atividade da lipase foi maior nos níveis 6 e 8% de 

inclusão de Spirulina em relação ao tratamento controle apesar dos tratamentos 

com 2, 4 e 10% não diferirem. Já a atividade da amilase não apresentou diferenças 

significativas entre os tratamentos (Figura 6). 

 
Figura 6– Atividade da amilase (A) e lipase (B) de intestino de juvenis de zebrafish (Danio rerio) 
após alimentação com níveis crescentes de Spirulina platensis por 77 dias. Médias que não 
compartilham uma letra são significativamente diferentes usando análise de variância e o teste de 
Tukey (p<0,05 ).N= 2 animais por repetição. 
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Fonte: Do autor (2022). 

 
Elevar a atividade das enzimas digestivas é uma maneira eficaz de melhorar 

a digestão dos nutrientes, pois no intestino várias enzimas digestivas desempenham 

um papel relevante nadigestão de nutrientes (REN et al., 2021). Mesmo em baixas 

concentrações as microalgas podem ativar a secreção de enzimas digestivas e, com 

isso, estimular o crescimento dos peixes(ANAND et al., 2013; BRITO et al., 2004). 

Além disso, foi afirmado que a S. platensis estimula a microbiota intestinal dos 

peixes, aumentando a atividade das enzimas digestivas, e assim a digestão melhora 

e mais nutrientes são absorvidos da dieta (JAMES et al., 2006; RAJI et al., 2018). 

Resultados semelhantes aos obtidos foram relatados em outras espécies. Em 

tilápias do Nilo (O. niloticus) as atividades de lipase e amilase foram maiores nos 

animais alimentados com dietas contento β-caroteno e ficocianina extraídos da 

Spirulina (HASSAAN et al., 2021) enessa mesma espécie o nível de suplementação 

dietética de 0,5% dessa microalga também aumentou significativamente essas 

enzimas (ELABD et al., 2020). Em juvenis de esturjão (Huso huso) a atividade da 

lipase foi maior conforme os níveis de suplementação de S. platensis, sendo o nível 

de 10% a maior atividade detectada, já na atividade da amilase não houve diferenças 

significativas em relação aos níveis de inclusão com o tratamento controle (ADEL et 

al., 2016). A suplementação de Spirulina também aumentou a atividade da lipase em 

gurami-gigante (Osphronemus goramy) (SIMANJUNTAK et al., 2022). 

A B 
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5.4 Status antioxidante e leucograma 

 
A atividade das enzimas antioxidantes dos juvenis de zebrafish alimentados 

com diferentes níveis de S. platensis é demonstrado na Figura 6. A atividade da 

CAT foi significativamente maior nos peixes alimentados com a dieta SP8, quando 

comparado aos peixes que receberam a dieta SP0 (Figura 7A). A atividade da SOD 

foi significativamente maiorno grupo alimentado com a dieta SP10 em relação aos 

grupos alimentos com as dietas SP0 e SP2 (Figura 7B). A atividade da enzima GST 

foi significativamente maior nos grupos alimentados com as dietas SP6, SP8 e 

SP10, quando comparado aos peixes do grupo SP0 (Figura 7C). Já o nível de 

malondialdeído (MDA) não apresentou diferença significativa entre os tratamentos, 

conforme é demonstrado na Figura 7D. 

 
Figura 7- Efeitos da suplementação de Spirulina platensis na atividade de catalase (A), 
superóxido dismutase (B), glutationa s transferase (C) e MDA (D) em juvenis de 

zebrafish alimentados por 77 dias. Médias que não compartilham uma letra são 
significativamente diferentes usando análise de variância e o teste de Tukey (p<0,05). 

N= 2 animais por repetição. 
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Fonte: Do autor (2022). 

 
 

A contagem diferencial de células de defesa (eosinófilos, basófilos, 

neutrófilos, monócitos e linfócitos) não apresentou diferenças significativas entre 

os níveis crescentes de suplementação de Spirulina (Figura 8). 

Figura 8- Efeitos da suplementação de Spirulina platensis na contagem diferencial de células de 
defesa em juvenis de zebrafish (Danio rerio) alimentados por 77 dias. N= 3 animais por repetição. 

 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

 

O desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigênio (ROS) e as defesas 

antioxidantes determinam o grau de estresse oxidativo (FINKEL e HOLBROOK, 

2000). De acordo com Kohen e Nyska (2002) as enzimas antioxidantes podem ser 

usadas como biomarcadores para o estresse oxidativo. As enzimas superóxido 

dismutase, catalase e glutationa s transferase protegem o organismo contra o 

estresse oxidativo de forma sinérgica (YAN et al., 2016). O nível de 

malondialdeído (MDA) é produto da peroxidação lipídica e acelera o dano às 

células e aos tecidos, assim é usado para avaliar o grau de peroxidação lipídica e 

estresse oxidativo empeixes (HALLIWELL, 2012; LIU et al., 2010; LUSHCHAK, 

2011). 

No presente estudo, suplementação de S. platensis no nível de 8% 

proporcionou aumento da atividade da CAT, no nível de 10% da SOD e nos níveis 

de 6 a 10% da GST em relação aos animais que consumiram a dieta controle, o que 

sugere uma ativação do sistema antioxidante diminuindo os danos oxidativos (WU 

et al., 2016). Esse ingrediente está associadoa presença de compostos bioativos que 

possuem ação antioxidante (ABDELKHALEK et al., 2017). Além disso, a 
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suplementação dietética de Spirulina não apresentou diferença significativa quando 

comparada com o grupo controle para o MDA, o que demonstra que as dietas não 

produziram estresse nos peixes (RADHAKRISHNAN et al., 2014). 

De forma semelhante aos resultados obtidos, foi relatado um aumento 

nas enzimas antioxidantes com a suplementação de Spirulina em tilápia do Nilo (O. 

niloticus), sendo observado um efeito protetor contra a toxicidade subaguda de 

diazinon (DZN) (ABDELKHALEK et al., 2017) e no bagre africano (Clarias 

gariepinus) para aliviar os efeitos tóxicos do dodecil sulfato de sódio (SDS) 

(SAYED e AUTHMAN, 2018). Hassan et al. (2021) observaram que a inclusão de 

β- caroteno e ficocianina extraídos da S. platensis na dieta de tilápia do Nilo, 

tiveram efeitos sobre os biomarcadores de estresse oxidativo pelo aumento da 

atividade de enzimas antioxidantes. Isso demonstra que a suplementação dietética 

com Spirulina corresponde a uma estratégia promissora para proteger as células da 

peroxidação lipídica e danos causados pelo estresse oxidativo (ABDEL-DAIM; 

ABUZEAD; HALAWA, 2013). No entanto, há estudos que relataram que a 

suplementação dietética de S. platensis reduziu a atividade de enzimas 

antioxidantes em tilápia do Nilo (O. niloticus) (ABDEL-LATIF; KHALIL, 2014), 

kinguio (C. auratus) (SHAOLIN et al., 2015) e truta coral (Plectropomus 

leopardos) (YU et al., 2018). Esses resultados sugerem que o efeito contra o 

estresse oxidativo pode ser exercido devido a prevenção da peroxidação lipídica, 

além da dependência do mecanismo de toxicidade de substâncias tóxicas que os 

organismos podem ser expostos (PÉREZ-ALVAREZ et al., 2021). 

O efeito protetor da Spirulina contra o estresse oxidativo pode ser atribuído 

diretamentepela eliminação de radicais livres e inibição da peroxidação lipídica ou 

indiretamente através do aumento da atividade das enzimas antioxidantes e a 

eliminação enzimática de radicais livres(BACHA et al., 2021; PÉREZ-ALVAREZ 

et al., 2021; TOUGHAN et al., 2018). Estudos em 

animais mostraram que essa microalga protege contra o estresse oxidativo 

prevenindo danos celulares pela inibição da peroxidação lipídica, eliminando 

radicais livres e/ou aumentando a atividade de enzimas antioxidantes em razão de 

seus compostos bioativos (WU et al., 2016). Utilizando o método ABTS foi 

observado que o extrato fenólico da Spirulina apresenta boa atividade antioxidante 

(MACHADO et al., 2021). Neste estudo foi avaliada a atividade antioxidante da S. 

platensis, sendo obtido o valor de 3350,91 ± 257,41 μM de trolox/g, o que pode ter 
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proporcionado o aumentado da atividade das enzimas antioxidantes nos juvenis de 

zebrafish. 

A capacidade imunoestimulante da Spirulina está relacionada a ficocianina, 

que contribui para o aumento das células de defesa (YEGANEH; TEIMOURI; 

AMIRKOLAIE, 2015). Não só a alimentação afeta os parâmetros sanguíneos dos 

peixes, o estado fisiológico e as condições ambientais também são relevantes 

(HOSEINIFAR et al., 2011). Portanto, resultados diferentes podem ser encontrados 

devido as condições experimentais. Os leucócitos desempenham um papel 

importante na imunidade inespecífica ou inata e a sua contagem pode ser 

considerada um indicador do estado de saúde dos peixes (ROBERTS, 2001). 

Na tentativa de recuperar a homeostase em desequilíbrio, o aumento de 

leucócitos é observado no início do estresse em peixes e o decréscimo na contagem 

dessas células pode ser atribuído ao enfraquecimento do sistema imunológico 

(SOUSA et al., 2014). Assim, os resultados encontrados nesse trabalho sugerem 

que a suplementação dietética de S. platensis não afetou a saúde dos peixes. 

Diversos estudos testaram o efeito da Spirulina na alimentação em peixes 

sujeitos a desafios. Cao et al., 2018a observaram aumento da atividade fagocitária 

dos leucócitos com a inclusão crescente de Spirulina na dieta 12 horas após o 

desafio bacteriano por injeção intraperitoneal de Aeromonas hydrophila por 7 dias 

em juvenis de Carpa gibel (C. auratus gibelio var. Cas III). Tilápias (O. niloticus) 

alimentadas com 5 a 10 g de Spirulina por kg com infecção por A. hydrophila 

apresentaram maior resistência (ABDEL-TAWWAB e AHMAD, 2009). Em carpas 

(C. carpio) com a mesma infecção houve diminuição do número de bactérias no 

fígado e no rim quando alimentadas com Arthorspira platensis (WATANUKI et 

al., 2006). Isso demonstra que resultados com diferenças significativas pela 

suplementação dietética dessamicroalga podem ser encontradosquando os peixes são 

submetidos a desafios, assim o próximo passo da avaliação da inclusão da S. 

platensis em zebrafish sobre os parâmetros de imunidade seria a análise dos efeitos 

antes e após desafios. 

 
5.5 Desenvolvimento ovocitário 

 

Não foram observadas diferenças significativas na frequência avaliada nos 

quatro estádios de maturação dos oócitos de acordo com a suplementação dietética 
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de níveis crescentesde S. platensis. Já com relação ao diâmetro médio dos ovócitos 

no estádio I de maturação foram observadas diferenças significativas, sendo que 

tratamento SP2 apresentou maior diâmetro médio quando comparado ao tratamento 

SP10. Também houve diferenças significativas no estádio IV, em que o tratamento 

SP0 apresentou menor diâmetro médio e os tratamentos SP4 eSP8 apresentaram os 

maiores diâmetros (Figura 9), conforme as classificações demonstradas na Figura 

10. 

 
Figura 9- Efeitos da suplementação de Spirulina platensis na frequência (A) e diâmetro médio (B) 
dos estádios I, II, III e IV de maturação ovocitária em juvenis de Zebrafish (Danio rerio) 
alimentados por 77 dias. Médias que não compartilham uma letra são significativamente diferentes 
usando análise de variância e o teste de Tukey (p<0,05). N= 3 animais por repetição. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Figura 10- Classificação dos estádios ovocitários avaliados na imagem histológica. 

Fonte: Do autor (2022). 

A alimentação é relevante para a maturação gonadal e o conhecimento dos 

níveis adequados de nutrientes para as espécies acarreta em maiores ganhos em 

desempenho reprodutivo (SILVA, 2018). A nutrição adequada para peixes pode 

influenciar a reprodução, o desenvolvimento gonadal, o número e a qualidade de 

ovócitos (NAVARRO et al., 2006). Nesse estudo a quantidade de ovócitos nos 

diferentes estádios de maturação não foi afetada negativamente pela inclusão 

dietética de S. platensis, o que sugere que as dietas foram adequadas para os 

juvenis. 

As fêmeas de zebrafish requerem uma alta quantidade de lipídeos para 

produzir oócitos, logo, os ácidos graxos encontrados nos alimentos são necessários 
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(KOLB; HILDEBRANDT; LAWRENCE, 2018). Os maiores diâmetros dos 

oócitos em desenvolvimento indicam melhor síntese e deposição de vitelogenina 

(DEWI et al., 2018). A deposição de nutrientes nos oócitos em desenvolvimento 

afeta a qualidade do ovo, o que afeta a viabilidade da prole e o desenvolvimento 

normal até a fase juvenil (KJØRSVIK; HOEHNE-REITAN; REITAN, 2003).O alto 

teor de proteína, ácidos graxos e carotenoides das microalgas geram respostas 

positivas na reprodução. Em zebrafish o uso de 2% de Spirulina resultou em 

fêmeas com maturidade sexual em relação ao grupo controle e aos com menores 

níveis de suplementação a partir de análises histológicas das gônadas 

(RAJASEKAR et al., 2019). Em bagres asiáticos (Clarias sp.) a S. platensis nas 

dietas nos níveis 1 e 2% teve efeitos significativos no diâmetro dos ovócitos em 

relação do tratamento sem adição de Spirulina (NAINGGOLAN et al., 2014). Esses 

resultadosjunto aos obtidosno presente trabalho sugerem que os níveis 4 e 8% em 

relação ao controle e o nível 2% em relação ao 10% podem aumentar a 

síntese e deposição de vitelogenina, aumentando assim o diâmetro médio nos 

ovócitos nos estádios IV e I,respectivamente, em fêmeas juvenis de zebrafish. 

Outros parâmetros reprodutivos já foram avaliados pela suplementação de 

Spirulina nasdietas. A inclusão de 10% dessa microalga. nas dietas de fêmeas de 

zebrafish foi responsável por maiores taxas de fertilização e sucesso de incubação 

dos ovos (HEDAYATIRAD et al., 2020). Na mesma espécie, o uso de 2% dessa 

microalga resultou em maiores taxas de desova, porcentagem de eclosão e de 

sobrevivência larval pós 48 horas (RAJASEKAR et al., 2019). Deste modo, sugere- 

se que a avaliação de mais parâmetros reprodutivo é essencial para maior 

compreensão da relação da suplementação dietética de Spirulina sp. no 

desenvolvimento ovocitário e os demais parâmetros reprodutivos. 

 

6. CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a suplementação dietética de 

Spirulina platensis pode aumentar significativamente os parâmetros de 

crescimento, reduzir os níveis de triglicérides, aumentar a atividade da lipase, 

aumentar o diâmetro médio dos ovócitos e potencializar a atividade antioxidante 

sem afetar osparâmetros imunológicos e a sobrevivência do zebrafish. Assim, a S. 
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platensis pode ser utilizadacomo um aditivo adequado e sustentável na alimentação 

de juvenis de Danio rerio. 

 
 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O aumento da demanda pela espécie Danio rerio para fins científicos 

fundamenta a importância da realização de pesquisas para o desenvolvimento de 

dietas adequadas à sua criação, melhorando o cultivo nos laboratórios e, com isso, 

otimizando seu uso como modelo animal. Os dados obtidos sugerem que mais 

estudos devem ser feitos para maior compreensãodos efeitos da Spirulina platensis 

como aditivo dietético nas respostas reprodutivas e imunológicas do zebrafish. 
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