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DIETA CONTENDO EXTRATO DAS OLIVEIRAS REDUZ NIVEIS DE MERCURIO
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar se uma dieta contendo 180 mg/kg de extrato
hidroalcodlico de Olea europaea pode reduzir a bioacumulagéo de mercurio (Hg) em
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) exposta a 15 pg/L de cloreto de metilmercurio
(CHsHgCI). Os niveis musculares de Hg foram significativamente maiores em peixes
gue receberam a dieta basal e expostos a CH3sHgCl em comparagédo aos peixes que
receberam a dieta basal e ndo foram expostos a CH3HgCI. Os niveis musculares de
Hg foram significativamente menores em peixes que receberam a dieta contendo
extrato hidroalcodlico de O. europaea e expostos a CHsHgCl em comparac¢éo ao grupo
que recebeu a dieta basal e expostos a CHsHgCI, embora tenham permanecido
diferente do grupo que recebeu a dieta basal e ndo foram expostos a CHsHgCl. E
possivel concluir que essa concentracdo pode ser uma alternativa para reducao dos
niveis de Hg no filé de peixes.

Palavras-chave: Olea europaea; musculo; racao; saude publica.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate whether a diet containing 180 mg/kg of
hydroalcoholic extract of Olea europaea can reduce the bioaccumulation of mercury
(Hg) in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to 15 pg/L of methylmercuric
chloride (CHsHgCI). Muscle Hg levels were significantly higher in fish fed the basal diet
and exposed to CHsHgCl compared to fish fed the basal diet and not exposed to
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CHsHgCI. Muscle Hg levels were significantly lower in fish fed the diet containing the
hydroalcoholic extract of O. europaea and exposed to CHsHgCI compared to the group
fed the basal diet and exposed to CHsHQCI, although they remained different from the
group fed the basal diet and not exposed to CHsHgCI. It is possible to conclude that
this concentration may be an alternative for reducing Hg levels in fish fillets.
Keywords: Olea europaea; muscle; feed; public health.

Eixo Tematico: Atencao Integral e Promocéo a Saude.

1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria, o peixe € considerado um alimento basico importante na
dieta humana por ser uma fonte interessante de vitaminas, minerais, aminoacidos e
acidos graxos essenciais, como o 6mega-3 (OSMOND E COLOMBO, 2019; GRGEC,
2022), os quais sdo vistos como parte de uma dieta saudavel, o que corrobora o
crescente aumento do consumo de carne de peixe. A producdo de peixes € o setor de
producdo animal que vem apresentando o maior indice de crescimento nas Ultimas
décadas, justamente para suprir uma demanda crescente devido seus beneficios a
saude humana. Além disso, € importante enfatizar que o consumo global de peixes
vem aumentando em uma taxa média anual de 3,1% de 1961 a 2017, o que € superior
ao de todos os outros alimentos proteicos de origem animal. Por fim, € interessante
ressaltar que o consumo per capita de peixe cresceu de 9,0 kg (peso vivo equivalente)
em 1961 para 20,5 kg em 2018, ou seja, 1,5% ao ano (DOS SANTOS FILHO e DA
BATISTA, 2009; ALEXIS et al., 2010). No entanto, os habitats de dgua doce também
estdo ameacados por atividades humanas e mudancas ambientais, que resultaram
em declinios substanciais na biodiversidade das aguas nas ultimas décadas
(BUTCHART, 2010). Em meio as pressdes humanas sobre os ecossistemas de agua
doce (incluindo captagéo de agua, desvio, represamento e polui¢cdo), € esperado que
a contaminacao por mercurio provinda de fontes antropogénicas se tornem cada vez
mais importante neste cenario (PEREIRA et al., 2019), o que acaba contaminando o
filé do peixe e consequentemente o consumidor final do pescado, ou seja, 0 homem.

O mercurio (Hg) € um contaminante global, persistente e bioacumulativo
liberado no meio ambiente a partir de fontes de origem natural ou antropogénicas;
sendo este ultimo responsavel por cerca de 80% do Hg ambiental (OBRIST et al.,

2018). O mercurio é, dentre 0s metais contaminantes, aguele que apresenta a maior
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toxicidade, além de ser o Unico metal capaz de sofrer biomagnificacdo em quase todas
as cadeias alimentares, isto €, sua concentracdo aumenta conforme aumenta o nivel
trofico da espécie (UNEP, 2002). Isso resulta em exposicdo ambiental via cadeia
alimentar bastante alta para consumidores de niveis troficos elevados, incluindo o
homem. Além disso, o mercurio € o unico metal que reconhecidamente causou 6bitos
em humanos em razdo de contaminacdo pela via ambiental, particularmente via
ingestdo de organismos aquaticos contaminados (BARKAY et al., 2003; DOREA et
al., 2003), como 0s peixes.

Na Amazobnia, nas duas ultimas décadas do século passado, dificuldades
socioeconbmicas de paises em desenvolvimento e um aumento dos precos
internacionais do ouro levaram a uma verdadeira corrida do ouro em quase todos 0s
paises da bacia Amazonica. A amalgamacdo com Hg metalico era o processo utilizado
na pré-concentracao e extracdo do ouro. Como resultado, grandes quantidades de
mercurio foram lancadas nos principais rios e na atmosfera do ecossistema
amazonico (LACERDA & SALOMONS, 1998; MALM, 1998). As altas concentracdes
de Hg encontradas no ecossistema amazénico foram, via de regra, atribuidas a
mineracdo de ouro (NRIAGU, 1992) e a deposi¢cdo de mercurio de origem antropica
(HACON et al., 1997; RAY e VASHISHTH, 2024).

Como consequéncia do aumento dos niveis de Hg na 4gua, 0s peixes e outros
organismos aquéaticos sédo os mais afetados, sendo observado mortalidade, prejuizos
imunoldgicos e antioxidantes, o que afeta a reprodugcdo das espeécies e acaba
afetando o ecossistema como um todo (SOUZA et al.,, 2019). Além disso, a
bioacumulacdo do Hg em tecidos comestiveis, como o filé, € uma importante fonte de
preocupacao para a saude humana (SOUZA et al., 2019), uma vez que o0 Hg € um
metal com potente efeito teratogénico e téxico ao homem. Recente estudo publicado
por Souza et al. (2019) revelou que carpas experimentalmente expostas a
concentragbes ambientalmente relevantes de Hg apresentaram prejuizos
imunoldgicos, bem como acumulo de Hg nos tecidos. Neste sentido, Baldissera et al.
(2020) revelou que o uso de produtos naturais pode ser uma alternativa para evitar a
mortalidade e acumulo de Hg no filé. Neste sentido, surge a hipétese do uso do extrato

aguoso da Olea europaea, arvore das oliveiras.
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A O. europaea L. (oliveira) pertence a familia Oleaceae, € uma das culturas
mais antigas no mundo, concentrando sua maior producao na regido do Mediterraneo.
Em 2018, a industria do azeite teve uma producdo mundial de 3,6 milhdes de
toneladas com alto impacto econdmico em muitos paises (PONTES et al., 2022). No
entanto, este impacto também afeta 0 meio ambiente, pois a producao de azeite gera
uma grande quantidade de residuos sélidos (folhas de oliveira e bagaco de azeitona).
As folhas da oliveira sdo consideradas como residuos do olival, que sdo descartadas
em duas etapas: durante o processo de poda e como resultado da colheita mecanica
do fruto da oliveira (ESPESO et al., 2021). Devido a magnitude de producao, esse
subproduto deve ser reaproveitado, promovendo a economia circular. A folha de
oliveira tem sido usada na medicina tradicional, pois € uma fonte valiosa de compostos
bioativos (ROMANI et al., 2019).

Estudo conduzido por Necib et al. (2014) revelou que o azeite de oliva (2 mL/Kkg,
via oral) foi capaz de aumentar o sistema de defesa antioxidante em ratos expostos
ao cloreto de mercurio, 0 que nos leva a crer que o extrato hidroalcodlico da O.
europaea possa exercer efeito antioxidante, e consequentemente reduzir o acumulo

de Hg no filé de tilapias expostas a concentracfes ambientalmente relevantes de Hg.

2. METODOLOGIA

Folhas verdes orgéanicas de O. europaea (das cultivares Arbequina, Arbosana
e Koroneiki) foram coletadas em um olival na localidade de Cacapava do Sul (Rio
Grande do Sul, Brasil), os quais foram fornecidos pela empresa OLIV INDUSTRIA E
COMERCIO DE AZEITES DE OLIVA LTDA, e um extrato hidroalcodlico foi preparado
de acordo com a patente registrada no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual
sob niumero BR 10 2023 015892 7. Apds isso, uma racao contendo todos os requisitos
nutricionais para a tilapia foi produzida de acordo com o método descrito por
Baldissera et al. (2020), onde foi adicionado o extrato hidroalcoolico na concentragéo
de 180 mg/kg de racdo, conforme sugerido por Sokooti et al. (2021). Apos isso, 48
juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) foram adquiridas de piscicultores locais e
acondicionadas em uma sala com temperatura adequada para a espécie (25-30 °C)
durante 14 dias para aclimatacao e reducéo do estresse causado pelo transporte, e

foram alimentadas com a racdo basal (racdo sem o extrato). Os peixes foram mantidos
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em caixas d'agua de 200 L, onde os seguintes parametros foram mantidos:
temperatura a 27 °C, pH entre 6.2 e 6.5, e niveis de oxigénio entre 6.6 e 7.1 mg/L.

ApOs 14 dias, os peixes foram divididos em 4 grupos com 12 animais cada:
grupo A (peixes alimentados com racéo basal e ndo expostos ao Hg); grupo B (peixes
alimentados com racdo contendo 180 mg de extrato/kg de racdo e ndo expostos ao
Hg); grupo C (peixes alimentados com racdo basal e expostos ao Hg); e grupo D
(peixes alimentados com racdo contendo 180 mg de extrato/kg de ragéo e expostos
ao Hg). Os grupos A e C receberam a racao basal (sem extrato), ao passo que 0s
grupos B e D receberam a dieta contendo 180 mg de extrato/kg de racao 45 dias, 2
vezes ao dia. Apos 45 dias, os grupos C e D foram expostos ao Hg por 96 horas na
concentracdo de 15 pug de cloreto de metilmercurio/L agua, conforme preconizado por
Baldissera et al. (2020) em carpas.

Apos isso, 0os animais foram eutanasiados com eugenol (150 pl/L) e o tecido
muscular coletado para quantificacdo dos niveis de Hg. Os niveis de Hg foram
mensurados utilizando espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) de acordo o método descrito por Schmitt et al. (2013). Os dados foram
avaliados quanto a normalidade e homogeneidade das variancias, e uma analise de
variancia (ANOVA) paramétrica de duas vias foi utilizada considerando estatistico
valores com p < 0.05. O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Franciscana sob nimero 02/2023.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os niveis musculares de Hg foram significativamente maiores em peixes que
receberam a dieta basal e expostos a CHsHgCI (grupo C) em comparacao aos peixes
gue receberam a dieta basal e ndo foram expostos a CHsHgCI (grupo A). A dieta
contendo extrato hidroalcodlico de O. europaea para peixes nao expostos a CHsHgCI
(grupo B) nao afetou significativamente os niveis de Hg em comparagéo ao grupo A.
Os niveis musculares de Hg foram significativamente menores em peixes que
receberam a dieta contendo extrato hidroalcodlico de O. europaea e expostos a
CHsHgCI (grupo D) em comparacdo ao grupo C, embora tenham permanecido

diferentes do grupo A .
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A identificacdo da bioacumulacdo apds a exposicdo ao Hg é um indicador
adequado para monitorar e avaliar os efeitos de substancias toxicas em peixes (CHOI
etal., 2023). Como esperado, um aumento significativo nos niveis de Hg foi observado
no musculo da tildpia do Nilo, como ja observado por Ren et al. (2020) no masculo do
linguado (Paralichthys olivaceus). Em geral, a afinidade do Hg pelos musculos é
menor, pois é um local para armazenar energia e realizar varias acdes relacionadas a
diferentes funcionalidades, em vez de um local para realizar rea¢cdes metabdlicas.
Embora presente em concentracfes mais baixas no musculo em comparacdo com
outros tecidos, a bioacumulacdo no masculo representa uma preocupacao importante
devido a conexao entre a cadeia alimentar e a bioacumulacéo de Hg, destacando a
consequente transferéncia de Hg para os humanos (RAY e VASHISHTH, 2024). O
uso de uma dieta contendo 180 mg de extrato hidroalcodlico de O. europaeal/kg de
dieta por 45 dias foi capaz de reduzir a bioacumulacdo de Hg no musculo da tilapia do
Nilo em comparacéo a racao para peixes com dieta basal (sem suplementacéo), o que
pode representar uma abordagem interessante para reduzir o conteddo desse metal
no filé de peixe. No melhor de nosso conhecimento, ndo existem relatos sobre os
efeitos de O. europaea nos niveis de Hg, mas varias evidéncias sugerem a melhora
no estado antioxidante provocada por polifenois na reducéo da bioacumulagéo de Hg
(LIU et al., 2017; ABUBAKAR et al., 2024).

De acordo com Liu et al. (2017) um pré-tratamento com 100 mg/kg de
curcumina por dia via intraperitoneal foi capaz de reduzir a bioacumulagédo hepatica
de Hg em ratos Wistar expostos a 2,4 mg/kg de HgClz, concluindo que a melhora no
sistema antioxidante hepatico por meio de efeitos protetores nas atividades hepaticas
de CAT, SOD e GPx é uma via ligada a reducdo do contetudo de Hg neste tecido. Em
ratos, Caglayan et al. (2019) revelaram que o tratamento com 100 mg de rutina/kg de
peso corporal por 7 dias exerceu efeitos nefroprotetores devido as suas propriedades
anti-inflamatoérias e antioxidantes em ratos expostos a 1,23 mg/kg de HgCl2, uma
condicao que reduziu o conteudo de Hg no tecido renal.

4. CONCLUSAO
Com isso, é possivel concluir que o extrato testado na concentracao de 180

mg/kg de dieta pode ser uma alternativa interessante para reducéo dos niveis de Hg
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no filé de peixes.
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