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“Aqueles que tém um grande autocontrole,
ou que estdo totalmente absortos no
trabalho, falam pouco. Palavra e agcdo juntas
ndo andam bem. Repare na natureza: trabalha
continuamente, mas em siléncio.”

(Mahatma Gandhi)
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RESUMO

Spirulina é uma cianobactéria que vem sendo produzida e estudada devido suas
propriedades nutricionais e benéficas a saude. Atualmente, a Legislacdo brasileira
recomenda, como limite maximo de consumo diario por pessoa, 1,6g de Spirulina
(BRASIL, 2009). O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar o efeito de
dietas adicionadas de diferentes concentragdes de Spirulina LEB-18 sobre os perfis
bioquimicos, hematoldgicos, nutricionais e fisioldégicos de ratos machos da linhagem
Rattus norvegicus cepa Wistar/UFPel. Atendendo todas as necessidades
bioclimatolégicas, tanto de micro como macro ambientes, o bioensaio, aprovado pela
Comisséo de Etica da Universidade Federal de Pelotas — UFPel (processo n° 23110.
008077/2009-22) foi conduzido na Sala de Experimentacdo Animal do Departamento
de Ciéncia dos Alimentos da UFPel. O experimento foi realizado durante 45 dias,
sendo os 5 primeiros para adaptacdo dos animais ao ambiente e a dieta controle e
0os demais para a realizacdo, em paralelo, de dois experimentos (I e IlI). No
experimento “I”, com duragcao de 40 dias, os animais (n=24) foram distribuidos em 4
tratamentos, conforme dieta ofertada: C (caseina como fonte protéica); S1 (1,69
Spirulina/dia); S2 (3,2g Spirulina/dia); e S3 (4,89 Spirulina/dia). No experimento I,
durante 10 dias, os animais (n=23) receberam uma dieta aprotéica (A).
Posteriormente foram redistribuidos em 4 grupos (C, S1, S2 e S3) para recuperagao
nutricional durante 30 dias. No decorrer e ao término do experimento foram
observados peso dos animais e ingestdo diaria de dieta; coletados materiais
biolégicos, como, excretas, sangue e érgaos para posteriores determinacdes. Dentre
as concentracdes estudadas, a S1, caracterizada pelo limite descrito pela ANVISA,
apresentou melhores resultados. Apesar de algumas diferencas entre o0s
tratamentos adicionados de Spirulina, a microalga mostrou-se eficaz ao
desenvolvimento dos animais e nao causou reacfes adversas, conforme
determinacdes, condicdes e periodo de realizacdo desta pesquisa.

Palavras-chave: avaliacdo nutricional; niveis bioquimicos; perfil hematologico; ratos

Wistar; Spirulina.
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ABSTRACT

Spirulina is a cyanobacteria that has been produced and studied for its
nutritional properties and health benefits. Presently, Brazilian legislation recommends
a maximum consumption limit of 1.6g of Spirulina daily per person (BRAZIL, 2009).
This study has the general objective of evaluating the effect of diets supplemented
with different concentrations of Spirulina LEB-18 on biochemical profiles,
hematologic, nutritional and physiological characteristics of male rats of the
classification Rattus norvegicus strain Wistar/UFPel. Given all the bioclimatological
needs, both micro and macro environments, the bio-assay, approved by the Ethics
Committee of Pelotas Federal University (UFPEL) (processo n° 23110. 008077/2009-
22), was conducted in the Hall of Animal Experimentation at the Department of Food
Science, UFPEL. The study was carried out over 45 days, with the first 5 days for the
adaptation of the animals to the environemnt and dietary control. Over the remaining
40 days, two experiments (I and Il) were carried out in parallel. In experiment “I”,
lasting 40 days, the animals (n=24) were distributed into the following 4 groups of diet
preparation offered: C (casein as a protein source); S1 (1,6g Spirulina/day); S2 (3,29
Spirulina/day); and S3 (4,8g Spirulina/day). In experiment “lI”, lasting 10 days, the
animals (n=23) received an aproteic diet (A). Afterwards, they were distributed into
four groups offered the diet preparations C, S1, S2 and S3 cited above, for nutritional
recovery lasting 30 days. In the course of the experiment and at the end, animal
weight and daily dietary intake were observed; biological materials, (such as feces,
blood and organs), were collected for subsequent analysis. Amongst the
concentrations studied, the S1 group, characterised by the limit described by
ANVISA, showed better results. Despite some differences amongst the groups,
supplementation with Spirulina microalgae proved effective for animal development
and caused no adverse reactions, as prescribed within the conditions and duration of
this research.

Keywords: evaluation nutritional; in vivo test; biochemical levels; blood levels; Wistar

rats; Spirulina.
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1 INTRODUCAO GERAL

Respeitando-se cada vez mais as questdes sociais e ambientais, nos
altimos anos grande interesse tem sido focado no potencial biotecnolégico de
microalgas, principalmente devido a identificacdo de diversas substancias
sintetizadas por estes organismos, que tém potencial de uso na alimentacéo
humana. A imensa biodiversidade e consequente variabilidade na composicao
bioquimica da biomassa obtida, aliadas ao emprego de melhoramento genético e ao
estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala, vém permitindo que
determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas.

Cianobactérias sédo organismos fotossintéticos, 0s quais crescem em meio
liguido e se reproduzem rapidamente, podendo multiplicar sua biomassa em
periodos de 24h, gerando compostos biologicamente ativos (BURJA et al., 2001).
Conforme Rosa, Carvalho & Goldbeck (2005) a principal microalga estudada e
produzida devido suas propriedades nutricionais e benéficas a salde € a Spirulina,
também conhecida como Arthrospira. Segundo Cohen (1997) e Colla; Muccillo-
Baisch & Costa. (2008) esta cianobactéria apresenta composicdo apropriada de
proteinas, &cidos graxos poliinsaturados e vitaminas, além de compostos
antioxidantes, podendo ser utilizada na alimentagdo humana.

Muitas investigacGes indicam que a insuficiéncia protéica na nutricao
humana é um dos problemas dos paises subdesenvolvidos, por iSso, € necessario
aumentar e diversificar as fontes de proteinas e desenvolver novas fontes nao
convencionais (CARVAJAL, 2009). Nesse sentido, as microalgas, em especial a
Spirulina, apresentam-se como alternativa no aporte desses nutrientes. Atualmente,
a Universidade Federal do Rio Grande, em especial, o Programa de Pos-Graduacédo
em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, desenvolvem pesquisas acerca do cultivo de
microalgas, como também o seu aproveitamento na alimentacdo humana.

Ao analisar estudos disponiveis, pode-se observar que, entre 1990 e
2000, a producédo mundial de Spirulina passou de 710 toneladas para mais de 3.300
toneladas. Carvajal (2009) refere-se as estatisticas industriais da FAO (Food and
Agriculture Organization) as quais descrevem que no ano de 2003 a China produziu
19.080 toneladas de Spirulina, aumentando para 41.570 toneladas em 2004.

Segundo a FDA (Food and Drug Administration, 2003) a Spirulina é

classificada como GRAS (Generally Recognized as Safe), o que garante seu uso



como alimento sem riscos a saude. Esta classificacdo € devido a diversas pesquisas
que avaliaram as propriedades nutricionais da microalga, assim como a sua
inocuidade (FEVRIER & SEVE, 1976; BOUDENE et al., 1976; KRISHNAKUMARI et
al., 1981; CIFERRI, 1983; JASSBY, 1988). Desde entdo a FDA sugere que a
ingestdo diaria deva ser de acordo com o aporte fisico do consumidor, podendo
variar de 0,1 a 6g e a estimativa média de consumo € 3g/individuo/dia (FDA, 2003).
No Brasil, desde 2009 a Spirulina passou a ser considerada como novo
alimento/ingrediente e seu consumo diario é limitado pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) a 1,6g/individuo (BRASIL, 2009).



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Verificar o efeito da ingestéo diaria de diferentes quantidades de Spirulina
na dieta, sendo escolhido como concentragdo minima o limite estabelecido pela

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), em ratos Wistar.

2.2. Objetivos especificos
Avaliar o desenvolvimento corporal de ratos Wistar alimentados com

diferentes concentracdes de Spiruling;

Analisar as respostas nutricionais dos animais frente a diferentes
concentracfes de Spirulina na ingesta diaria;

Avaliar indices hematoldgicos dos animais alimentados com diferentes
concentracdes de Spirulina;

Estudar o efeito de diferentes concentragbes de Spirulina nos indices
bioquimicos destes animais;

Verificar o efeito de diferentes concentracdes de Spirulina na recuperacao
nutricional de ratos;

Comparar o efeito de dietas com diferentes concentragdes de Spirulina

em animais sadios e desnutridos.



3 JUSTIFICATIVA

Atualmente, no Brasil, a coexisténcia de duas situacbes contrarias tem
chamado a atencédo de pesquisadores: a desnutricdo e a obesidade. No primeiro
caso observa-se 0 atraso no crescimento, susceptibilidade a doencas e
desenvolvimento, em geral, alterado. No outro extremo, crian¢gas com sobrepeso e
ainda assim susceptiveis a doencas e desenvolvimento inadequado. Em relacdo ao
primeiro caso, uma das estratégias de entidades filantropicas e publicas para
amenizar o problema é a implementacdo de projetos de bioprodutos regionais na
alimentacdo humana.

A fim de suprir essa demanda, o Programa de POs-Graduacdo em
Engenharia e Ciéncia de Alimentos da FURG realiza pesquisas acerca do cultivo de
microalgas com enfoque na fixacdo de CO, e no aproveitamento da biomassa
microalgal para fins alimenticios. Dentre estas microalgas esta a Spirulina, a qual se
desenvolve naturalmente na regido sul do Rio Grande do Sul. Embora os estudos
em relacdo a essa microalga tenham crescido, a producdo da Spirulina no Brasil
estd muito aguém da sua capacidade potencial, pois geralmente séo iniciativas de
carater experimental. Como consequéncia disso, a microalga comercializada
principalmente na forma de farmacos € importada de outros paises a um preco
elevado.

A Spirulina é estudada ha muitos anos, tendo uma longa e documentada
histéria de consumo humano. Nos ultimos 20 anos, tem sido comercializada e
consumida como um alimento seguro por milh6es de pessoas nas Américas do
Norte e do Sul, Asia, Europa, Austrélia e Africa. Além disso, a Spirulina foi aprovada
como um alimento para consumo humano por muitos governos, bem como pelas
agéncias de saude e associacdes de mais de 70 paises, dentre eles Argentina,
Estados Unidos, Australia, india e China.

Através da comprovacdo da inocuidade da Spirulina por diversas
pesquisas, a FDA (Food and Drug Administration) certificou esta microalga como
GRAS (Generally Recognized as Safe). A base para esta determinacdo foram
pesquisas cientificas realizadas por Cyanotech Corporation (Havai) e Earthrise
Nutritionals (Califérnia). Nestes estudos, a Spirulina foi adicionada a diversos
alimentos e bebidas, consumida em quantidades de 0,1 a 6g/individuo/dia (FDA,
2003).



Em maio de 2009 a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
incluiu a Spirulina na lista de Novos Ingredientes, Substancias Bioativas e
Probioticos, estabelecendo como limite um consumo maximo de 1,6g
microalga/individuo/dia, quantidade essa inferior as permitidas por outras nacoes.
Para registro de novos ingredientes ou alimentos pela ANVISA é necessario seguir
um protocolo, onde a avaliacdo da seguranca de uso de novos
ingredientes/alimentos é conduzida com base na documentacdo apresentada pela
empresa interessada, conforme disposto no item 5 da Resolucéo n. 17/1999.

A Resolucdo n° 17 de maio de 1999 dispbe de informacbes sobre a
Avaliacdo de Seguranca e Comprovacao de Eficicia. O registro de alimentos com
alegacdes e a avaliacdo de novas alegacfes devem ser realizados mediante a
comprovacao de seguranca de uso e eficacia, atendendo aos critérios estabelecidos
por esta resolucéo (BRASIL, 1999).

Embora atribuia-se destacada importancia nutricional & Spirulina devido a
variedade de macro e micronutrientes que contém, o elevado conteudo de acidos
nucléicos (RNA e DNA) nesta microalga pode ser fator limitante para seu uso como
alimento, pois a degradacao de parte de seus componentes termina na producéo de
acido urico, os quais podem precipitar e formar cristais de urato de sddio, resultando
em extrema sensibilidade das articulacdes (gota) e depdsito de pedras nos rins,

como demonstrado ou evidenciado em algumas pesquisas.

Considerando as inumeras pesquisas em andamento com Spirulina,
destaque aquelas direcionadas ao seu cultivo, obtencéo, aplicagcdo em alimentos, e
principalmente as controvérsias em torno da quantidade segura a ser ingerida,
buscou-se verificar o efeito do consumo diario no nivel maximo estabelecido pela

ANVISA e em 2 niveis superiores, usando ratos como modelo experimental.



4 ESTUDOS NUTRICIONAIS SOBRE Spirulina

A Universidade Federal do Rio Grande (FURG) é um dos mais
importantes centros de estudos multidisciplinares sobre ecossistemas costeiros do
Brasil e América do Sul. Contribui, assim, com o conhecimento sobre este ambiente
e suas inter-relagdes, respeitando o homem como peca chave dentro deste sistema.
O Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos vém se
dedicando ha mais de 14 anos ao desenvolvimento de tecnologias e produtos que
agreguem valor e contribuam para o desenvolvimento sustentavel da sociedade.
Dentro do programa, o Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Escola de
Quimica e Alimentos da FURG possui uma estrutura dedicada ao estudo do cultivo
de microalgas desde 1996, realizando pesquisas acerca da producao e utilizacdo da
biomassa microalgal.

A partir de uma parceria do Laboratério de Engenharia Bioquimica da
FURG, com as organizagcbes ndo governamentais Fundacdo ZERI do Brasil e
Antenna Technology, a empresa Amana Key Educacdo e Desenvolvimento, as
prefeituras de Santa Vitoria do Palmar e Rio Grande, a Fundagdo Banco do Brasil e
as empresas COPESUL e Refinaria de Petréleo Ipiranga foi construida e posta em
operacdo uma unidade piloto de producdo de Spirulina , no municipio de Santa
Vitéria do Palmar, as margens da Lagoa Mangueira (Fig. 1), com o objetivo de
utilizar a agua da Lagoa no cultivo da microalga e tornar-se um centro de referéncia

nacional do cultivo de Spirulina.

Tulnel cobrindo os cultivos
de Spirulina (int.)

3 Tgs 10.000L

1 Tq 1.000L

Tlnel para o cultivo de Spirulina

Lagoa Mangueira (ext.) e laboratério

Figura 1. Unidade piloto de producéo de Spirulina no municipio de Santa Vitéria do
Palmar, RS - Brasil.
Fonte: LEB-FURG, 2010.



Atualmente esta unidade produz cerca de 50 kg de Spirulina mensais que
deverdo ser, em breve, adicionados a merenda escolar na regido (LEB-FURG,
2010). Dentre os estudos relacionados aos fatores nutricionais e funcionais da
Spirulina desenvolvidos pelo Laboratério de Engenharia Bioquimica estdo: Colla
(2002), que avaliou a influéncia das condi¢cdes de crescimento sobre o potencial
antioxidante de S. platensis e seu potencial na reducdo da hipercolesterolemia;
Guarienti (2009) avaliou o potencial antioxidante da microalga Spirulina frente a
condicbes de estresse oxidativo e Carvalho (2010), que desenvolveu novos
alimentos para praticantes de atividade fisica, adicionados ou ndo de Spirulina.

Em relacdo a estudos in vivo com Spirulina sédo diversos os trabalhos
realizados por variados paises. Na Franca, México, Italia, Jap&o e india, entre 1970
e 1990, foram realizados diversos estudos para a avaliacdo da inocuidade da
Spirulina. Estes estudos ndo apresentaram resultados indesejaveis, nem efeitos
toxicos em ratos e porcos, mesmo quando a microalga constituiu uma parcela
significativa da proteina dietética (FEVRIER & SEVE, 1976; KRISHNAKUMARI et al.,
1981; CIFERRI, 1983; JASSBY, 1988). Estudo a longo prazo (8 meses) com ratos
nao revelaram toxicidade ou efeitos adversos (BOUDENE et al., 1976). Em 1980, um
dos estudos de maior importancia com Spirulina utilizando ratos e camundongos foi
patrocinado pela ONUDI (United Nations Industrial Development Organization).
Neste estudo a Spirulina foi incorporada ao alimento em quantidades de 10 a 35%,
nao havendo problemas com a segunda ou terceira geracao (FDA, 2003).

Um teste de intoxicac&o crénica com Spirulina foi realizado no Japédo em
ratos Wistar de ambos os sexos durante seis meses. Animais foram alimentados ad
libitum com dietas controle e Spirulina, ambas com 20% de proteina. Ao término do
estudo o0 peso, aparéncia, crescimento e histologia de 6rgdos (cérebro, coracéo,
estbmago, figado, baco, rins, testiculos ou ovarios e glandulas adrenais) ndo foram
significativamente diferentes entre os grupos (YOSHINO et al. 1980).

Alves, Vontarelli & Mello (2005) verificaram a eficiéncia da Spirulina na
recuperacédo nutricional de ratos Wistar desnutridos. Estes autores verificaram que a
microalga mostrou-se eficaz na reversdo de alteracdes induzidas pela restricao
alimentar. Marco (2008) avaliou a biodisponibilidade de nutrientes em multimisturas
acrescidas de Spirulina. Ratas Wistar foram alimentadas com diferentes
multimisturas, dentre elas uma dieta adicionada de Spirulina, a qual proporcionou

um bom desempenho frente a dieta padrao..
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5 REVISAO DA LITERATURA

5.1. Cianobactérias e biotecnologia

A utilizacdo de micro-organismos e de seus produtos metabdlicos pelo
homem é um dos campos mais expressivos da biotecnologia. E muito importante o
conhecimento da atividade destes micro-organismos na conversao de determinadas
substancias em outras, como também da possibilidade do uso de substratos para
obtencéo de produtos e subprodutos viaveis (COLLA, 2002).

O crescente interesse em cianobactérias, fungos e bactérias deve-se a
essencial importancia destes nas diversas cadeias troficas e na possibilidade da
aplicacdo comercial em distintas areas como na nutricdo, satde humana e animal,
no tratamento de aguas residuais, na producdo de energia e na obtencdo de
compostos de interesse das industrias alimenticia, quimica e farmacéutica, dentre
outras.

As cianobactérias ou algas cianoficeas sdo organismos pertencentes ao
reino Monera. S8o procariontes tendo, portanto, o material genético disperso na
célula (DERNER, 2006). Sdo micro-organismos fotossintéticos, 0s quais crescem em
meio liquido e se reproduzem rapidamente, podendo multiplicar sua biomassa em
periodos de 24h, gerando compostos biologicamente ativos, como proteinas. O
interesse no cultivo destes organismos fundamenta-se em suas variadas e possiveis
aplicacdes tais como alimentacdo, producdo de energia quimica, extracdo de
pigmentos entre outras substancias celulares de interesse industrial e no tratamento
de &guas residuarias (BURJA et al., 2001).

O interesse na exploracdo das cianobactérias para producdo em larga
escala para alimentagdo humana deve-se também & sua alta taxa de crescimento,
resultando em elevada producdo de nutrientes, particularmente proteinas, e a
capacidade de utilizarem como substrato fontes energéticas de baixo custo, como
residuos agroindustriais. Estes aspectos determinam vantagens tecnoldgicas e
comerciais em relagdo a técnicas convencionais de producdo de proteina
(ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

Segundo Radmann & Costa (2008) existem diversos meétodos para
capturar CO; liberado por industrias e usinas termoelétricas, destacando-se a

utilizacdo de microalgas. Com a utilizacdo de CO, as microalgas se multiplicam e
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produzem uma seérie de compostos de interesse, como proteinas, acidos graxos e
corantes. Além desse processo que favorece a preservacdo do meio ambiente, as
microalgas contribuem também no tratamento de efluentes e, ao se reproduzirem
nesse meio, aumentam sua biomassa, a qual pode ser utilizada como fonte de

alimentacao e/ou de extracao de biocompostos.

5.2. Cianobactéria Spirulina

A microalga Spirulina (Fig. 2) € uma cianobactéria filamentosa que forma
tricomas cilindricos multicelulares com 1 a 12um de diametro e se dispbem em
forma espiralada, atingindo até 1mm de comprimento. Através da fotossintese a
Spirulina converte os nutrientes do meio em material celular, liberando oxigénio
(COLLA, 2002). A Spirulina tem envoltorio celular mais parecido com uma bactéria
do que com uma alga, ou seja, suas paredes celulares sdo mais digeriveis uma vez
gue sdo formadas por mucopolissacarideos e nao por celulose, o que representa
vantagem do ponto de vista de preservacédo da integridade de componentes, como
vitaminas e acidos graxos poliinsaturados (TOMASELLI, 1993).

Figura 2. Fotografia microscopica da microalga Spirulina
Fonte: SHIMAMATSU, 2004.

Essa microalga apresenta-se como uma alternativa na producao de
biomassa alimentar em regides aridas com escassez de agua por responder bem a
radiacdo solar intensa e altas temperaturas, crescer em aguas alcalinas e com alta

salinidade (8,5 a 200g.L™Y). E essencialmente fotoautotréfica, isto &, através da
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fotossintese, obtém energia da luz para a fixagdo de carbono necessério a
construcdo de biomassa. Como subproduto da reag&o, a microalga libera oxigénio
na atmosfera (CHRONAKIS et al., 2001).

5.2.1. Legislagéo para Spirulina

Spirulina é um produto totalmente de origem bioldgica. Consiste na
biomassa seca da cianobactéria Arthrospira platensis, considerada com GRAS,
podendo ser adicionada em alimentos preparados na quantidade de 0,5-3g/porcao
(FDA, 2003).

Em maio de 2009 a Spirulina passou a fazer parte da Lista de Novos
Ingredientes (enquadrada nos Alimentos com Alegacdes de Propriedades
Funcionais e/ou de Saude, Novos Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e
Probioticos) aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, a qual limita a

sua ingestao diaria em 1,69 por individuo (BRASIL, 2009).

5.2.2. Condi¢des de crescimento e cultivo

No meio ambiente, seja em lagos ou vias fluviais, o crescimento da
microalga Spirulina pode ser afetado pela contaminagdo de outras algas de pouco
interesse, 0 que pode ser evitado por sistemas de lagoas especialmente projetados
e condi¢gbes controladas (MULITERNO et al.,, 2005). Segundo Derner (2006) para
um crescimento 6timo as microalgas tém necessidade de uma série de nutrientes,
sendo que a quantidade requerida depende do microrganismo em estudo. Quanto
aos macronutrientes, requerem carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio e fésforo,
além de calcio, magnésio, enxofre e potassio. Como micronutrientes, geralmente
requerem ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto, enquanto algumas
microalgas também necessitam baixas concentra¢cbes de vitaminas no meio de
cultura.

Existem diversos meios para o cultivo da Spirulina, dentre eles o Zarrouk
(1996) € o meio mais utilizado para o preparo e manutencdo do inéculo na
fermentacdo. Este € composto por: NaHCOs; K;HPO,4 NaNOs; K,SO,4 NacCl;
MgSO,4 7H,0 ; CaCl,; EDTA; solugédo As e Bg. A solugédo As possui H3BOs; MnCls,.
4H,0; ZnSO,4 7H,0; CuCO4 5H,0; MnOgs; e a solucdo Bg contém NH4VOs3;
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KCr(SO4)2. 12H,0; NiSO,4 6H,0; Na,W04.2H,0; TiOSO4. H,SO,4. 8H,0; Co(NO3),.
6H,0.

O cultivo de microalgas para a obtencédo de biomassa e de seus produtos
de sintese € uma atividade industrial estabelecida em escala comercial em alguns
paises como China, India, Australia e Israel (FDA, 2003). Em geral, os sistemas de
producdo industrial sdo pouco sofisticados, uma vez que muitas empresas
desenvolvem cultivos a céu aberto em tanques com fundo de terra e com baixo ou
nenhum controle dos parametros ambientais (BOROWITZKA, 1999; DERNER,
2006).

No Brasil, a produgdo da microalga em nivel experimental tem se tornado
frequente devido a necessidade de pesquisas visando o desenvolvimento e o
aperfeicoamento dos sistemas de producdo. O cultivo otimizado da Spirulina é
realizado em escala laboratorial em biorreatores, estimulando assim a producéo de
compostos de interesse comercial e conhecimento sobre as variaveis de
crescimento (RANGEL, 2000; ANDRADE & COSTA, 2008).

Segundo Derner (2006), a escolha do meio de cultivo depende dos
produtos de interesse (biomassa, acidos graxos, pigmentos, etc.) que as microalgas
podem sintetizar naquelas condicbes de meio cultivo. Estudos mostraram que a
composicdo da biomassa da S. platensis varia conforme os ciclos claro/escuro aos
guais a mesma € submetida. No periodo iluminado ocorre a sintese dos carboidratos
em detrimento a proteina, durante o periodo escuro as proteinas séo sintetizadas a
partir dos carboidratos (TOMASELLI, 1993).

Para o emprego na elaboracdo de alimentos, bem como para a extragao
de alguma substancia de interesse, depois de transcorrida a fermentacdo é
necessario separar a biomassa do meio de cultura. O processo de separagado
envolve uma ou mais operagdes solido:liquido, como floculacéo, centrifugacédo e
filtrac&o, por exemplo. Em seguida, a biomassa € desidratada; para tanto, podem ser
empregadas diversas técnicas, como secagem ao sol, spray-drying e liofilizacao.

Para extracdo dos compostos, as células microalgais sdo rompidas,
empregando-se meétodos de homogeneizagdo, ultra-som, choque osmatico,
solventes, enzimas, etc. As substancias de interesse sdo entdo recuperadas e, na
maioria dos casos, sofrem algum processo de purificacdo como ultrafiltragéo,

cromatografia ou fracionamento. Esses parametros de produgédo néo sao fixos, eles
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dependem nado sé do biorreator utilizado como também do objetivo da pesquisa
(DERNER, 2006).

5.2.3. Aspectos nutricionais

Atribui-se grande importancia nutricional a Spirulina devido a variedade de
macro e micronutrientes que contém. Pode-se dizer que a Spirulina € um alimento
com maior variedade de nutrientes por unidade de peso, sendo que 20g desta
microalga sao suficientes para satisfazer as necessidades nutricionais do organismo
humano. Estudos demonstraram que esta cianobactéria apresenta teor protéico em
torno de 60% de proteina bruta além de vitaminas, minerais e diversas substancias
bioativas (PHANG, 2000).

A utilizacdo da Spirulina na alimentacdo deve-se a sua composicao
quimica, que por sua vez, proporciona efeitos nutricionais e potencialmente
funcionais ao consumidor (MORAIS, 2006). Conforme a FDA (2003) esta microalga
apresenta em sua constituicdo 53-62% de proteinas; 17-25% de carboidratos; 4-6%
de lipidios; 8-13% de minerais e 3-6% de umidade.

As proteinas sdo compostas por carbono, hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio. Frequentemente enxofre e fésforo e algumas vezes outros elementos,
como ferro (na hemoglobina) e o iodo (na tiroxina) sao incorporados a sua molécula.
Elas sdo essenciais para formacao de células; producdo de hormbnios, enzimas e
outras substancias que iniciam e controlam processos fisiolégicos basicos.

A qualidade protéica pode ser expressa pelo perfil aminoacidico de um
alimento, balanco de nitrogénio, valor biolégico, digestibilidade, entre outros
parametros (ZEPKA, 2008). As proteinas das algas, de um modo geral, sdo pouco
absorvidas quando utilizadas na alimentacdo humana e de animais. Contudo, as
microalgas, principalmente a Spirulina, apresentam alta digestibilidade sem requerer
processamentos especiais (CARVAJAL, 2009). Além disso, sua parede celular é
constituida por polissacarideos, apresentando uma digestibilidade em torno de 86%
(BECKER, 2004).

De acordo com Deman (1981) e Carvajal (2009) as proteinas da Spirulina
contém todos os aminoécidos essenciais. Relativamente a estes aminoacidos,
contudo, apresentam maior valor quando comparadas a cereais. O perfil de
aminodacidos da Spirulina encontrado por Morais et al. (2009) é satisfatério, pois 0s
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percentuais de aminodcidos presentes na cianobactéria estdo proximos aos padrdes
estabelecidos pela FAO, além disso mostram-se muito superiores a outros

alimentos, como soja e feijao (Tab. 1).

Tabela 1. Perfil de aminoacidos (%) da Spirulina LEB-18, soja integral e valores

estipulados pela FAO (Food and Agriculture Organization)

Aminoacido (% wiw) LEB-18* SOJA? FAQ3
Leucina 8,02 1,87 6,60
Fenilalanina 5,75 2,99 *
Arginina 4,94 1,57 *
Treonina 4,87 1,06 3,40
Essenciais Valina 4,61 1,94 3,50
Isoleucina 4,36 0,98 2,80
Lisina 2,95 2,29 5,80
Histidina 2,72 2,74 1,90
Triptofano 2,53 * 1,10
Metionina 1,64 0,54 *
Semi Cistina 0,47 * *
essenciais Tirosina 3,20 * *
Acido glutamico 10,70 * *
Glicina 5,17 * *
N&o Serina 4,31 * *
essenciais Prolina 4.04 * *
Acido aspartico 9,20 * *
Alanina 6,51 * *

1 Valores obtidos por Morais et al. (2009);

2 Valores obtidos por Rodrigues et al. (2002);

3 Valores preconizados pela FAO para criancas com idade de 2 a 5 (MORAIS et al., 2009);
* Dados ndo encontrados na literatura pesquisada.

Apesar de seu elevado teor protéico as microalgas ndo ganharam
importancia significativa na alimentacdo humana, a qual € dependente da aprovacéo
de regulamentos de novos alimentos. Becker (2007) relata ainda que caracteristicas
como textura e consisténcia da biomassa seca, de cor verde escura e ligeiro odor de

peixe contribuem com a baixa utilizacdo pela industria alimenticia.
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Lipidios sdo macronutrientes constituidos por carbono, hidrogénio e
oxigénio, apresentando as vezes fésforo e nitrogénio. A fracéo lipidica de uma dieta
€ nutricionalmente importante pois contém acidos graxos essenciais, além de servir
de transporte das vitaminas lipossolaveis (A, D, E e K) e ser o macronutriente que
fornece maior quantidade de energia.

Os &cidos graxos essenciais, importantes do ponto de vista nutricional,
nado sao sintetizados pelo organismo humano pela auséncia de dessaturases
especificas, responsaveis pela formacéo das duas insaturacdes nestes compostos,
devendo entdo ser introduzidos na dieta (LEHNINGER; NELSON e COX, 2006). A
essencialidade de acidos graxos, como o linoléico e o linolénico, esta relacionada ao
fato de serem precursores das prostaglandinas, substancias que controlam
numerosas funcdées no organismo humano (RICHMOND, 1990).

Dentre os acidos graxos presentes na Spirulina encontram-se em maior
proporcdo o acido palmitico, o linoléico e o oléico (BECKER, 2004). Pesquisas
realizadas por Colla (2002), Sanchez et al. (2003) e Bertolin et al. (2009) relatam a
expressiva presenca do acido gama-linolénico (GLA). Este acido graxo essencial
esta relacionado ao tratamento e prevencao de varias doencas. O acido linoléico
constitui em média 25% dos acidos graxos poliinsaturados presentes na microalga e
contribui na reducédo de colesterol no sangue, podendo auxiliar na reducao do risco
da ocorréncia de doencas cardiovasculares. A Tabela 2 apresenta o perfil de acidos
graxos da Spirulina LEB-18 determinado em estudo realizado por Radmann & Costa
(2008).

Segundo Becker (2004) a Spirulina apresenta vitaminas A e C,
importantes antioxidantes naturais, e acido félico (Bg), 0 qual € necessério para a
formacdo de células e bom funcionamento de alguns Orgdos. Esta microalga
destaca-se, sobretudo, pelo seu conteudo de vitamina Bi,, dificil de encontrar em
dietas vegetarianas. De acordo com Jassby (1988), apenas 1,89 de Spirulina
alcancaria o valor de RDA (Recommend Dietary Allowances) para a vitamina By,
importante fator para a formacéo das células vermelhas do sangue.

Em relagdo aos minerais, zinco, magnésio, cromo, selénio e ferro estéo
presentes na biomassa (BECKER, 2004). Segundo Jassby (1988) a quantidade de
ferro destaca-se em relacdo aos demais. O mesmo autor relata que 12g de Spirulina
seriam suficientes para suprir as necessidades do mineral no organismo. Conforme

dados dispostos por FDA (2003) cada 3g de Spirulina contém 1,3mg de ferro.
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Tabela 2. Perfil de &cidos graxos na microalga Spirulina LEB-18

Acidos graxos

Saturados (%) Monoinsaturados (%) Poliinsaturados (%)
C 15:0 0,08 C14:1 0,26 C 18:2 2,71
C 16:0 2,54 C15:1 1,26 a-C18:3 7,61
C17:0 1,92 C16:1 41,02 y-C18:3 18,12
C 18:0 0,33 Cilr1 2,45 C 20:2 0,08
C 20:0 12,60 c18:1 8,04 C 20:3 0,36
C 22:0 C 20:1 0,14 C 20:4 0,49
C 23:.0 C24:1 C 205
C 24:0 C 22:2
C 22:6

Fonte: RADMANN & COSTA, 2008.

Quanto aos pigmentos presentes nesse microrganismo, a clorofila, os
carotendides e a ficocianina, caracterizados respectivamente pelas cores verde,
laranja-amarelado e azul, apresentam capacidades distintas de absorver luz em
determinados comprimentos de onda. Esses pigmentos atuam na captacdo de luz
para a realizacdo da fotossintese. De toda a radiacdo eletromagnética que incide
sobre os organismos fotossintetizantes, somente o espectro visivel, isto é, com
comprimento de onda entre 400 e 720nm pode ser absorvido pelos pigmentos
fotossintéticos (DERNER, 2006).

Os carotenoides sao hidrocarbonetos de natureza terpénica, portanto
formam um grupo de substancias com estrutura insaturada. Sado um grupo de
pigmentos naturais (responsaveis pelas cores amarela, laranja e vermelha) solluveis
em solventes organicos. O 3-caroteno € um carotenoide encontrado na Spirulina e
em outras algas, estando em maior concentracdo nas algas verdes. Este pigmento é
conhecido como pro-vitamina A, ja que é convertido em retinol (vitamina A). Possui
atividade antioxidante, sendo um dos principais carotendides que neutralizam os
radicais livres (RAMIREZ, 2006).



17

5.3. Testes toxicolégicos para proteina unicelular

Biomassas microalgais possuem elevados teores de acidos nucléicos, os
quais tém sido relatados como cerca de 4-6% (JASSBY, 1988). Os acidos nucléicos
(AN) sdo despolimerizados por nucleases do suco pancreatico e convertidos em
nucleosideos por enzimas intestinais de absorcdo. ApOGs absorvidas, as bases
puricas guanina e adenina sdo metabolizadas, no homem e outras espécies
monogastricas, a acido urico. O elevado consumo de purinas resulta no aumento
dos niveis plasmaticos e excrecdo renal do &cido Urico, que por ser pouco soluvel
nos fluidos fisioldgicos, pode precipitar-se nos tecidos e articula¢des, propiciando o
aparecimento da gota, como também a presenca de cristais nos rins e bexiga
(KILHBERG, 1972).

Estudos feitos com dietas isentas de purinas e adicionadas de
quantidades varidveis de algas e leveduras permitiram estabelecer correlacédo
existente entre niveis de acidos nucléicos na dieta e concentracdo sérica de acido
arico, bem como a sua excrecdo urindria (FERREIRA-PINTO & ARAUJO-NETO,
1972). Apos diversas pesquisas, PAG (1975) concluiu que um limite de ingestédo
diaria de 2g de acidos nucléicos provenientes de proteina unicelular ndo representa
riscos a saude humana. Contudo, cabe considerar que o RNA e seus produtos de
degradacdo constituem substancias valiosas para a pesquisa bioquimica e
fisiolégica, principalmente na area da medicina e nutricio (CABALLERO-CORDOBA,
1997).

A determinacdo da proteina em micro-organismos é obtida multiplicando-
se o teor de nitrogénio total obtido pelo fator 6,25, assumindo que a proteina contém
16% de nitrogénio, o que seria valido para um alimento de composi¢do conhecida.
Isto porém € discutivel para 0os micro-organismos uma vez que no nitrogénio total
inclui-se o nitrogénio nao protéico proveniente dos acidos nucléicos, bases
nitrogenadas e pequenas por¢des de outros constituintes (BRESSANI, 1986).

Experiéncias realizadas em testes nutricionais de curto e longo prazo,
usando animais de laboratorio, tém demonstrado que a ingestdo de micro-
organismos em pequena quantidade, aparentemente segura, pode vir a induzir
reagfes adversas como nauseas, desconforto e hipersensibilidade em humanos.
Estes fatos foram determinantes para o estabelecimento de uma série de

procedimentos para avaliacdo da seguranca de alimentos com fontes protéicas nao
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convencionais. Dentre estes procedimentos encontra-se o teste de toxicidade aguda,
realizado através das respostas de ratos, camundongos, entre outros animais de
laborato6rio, em tempo médio de 2 semanas (CABALLERO-CORDOBA, 1997).

Durante os experimentos devem ser observados os efeitos do alimento
em estudo sobre o crescimento, consumo de dieta e outros determinantes do valor
nutricional da proteina, aspecto fisico (postura, locomocao, olhos, narinas e regido
anal) e das excretas. Entre as analises clinicas sugeridas estd a determinacao
bioquimica do sangue (glicose, lipidios, proteinas plasmaticas, substancias
nitrogenadas nao protéicas, enzimas, etc.); teste de funcdo hepética
(aminotransferases); reflexos neurolégicos; eletrocardiograma; eletroencefalograma
e exame histologico dos 6rgdos (CABALLERO-CORDOBA, 1997).

As proteinas plasmaticas s&do elementos celulares essenciais,
constituidas de aminoéacidos unidos por ligacbes peptidicas. Sabe-se que h4d uma
grande diversidade de proteinas séricas com funcfes especificas e distintas que, em
conjunto, atuam na manutencdo da pressdo osmoética do plasma, defesa e
transporte de moléculas. Sua avaliacdo fornece importantes dados acerca de
condicdes clinicas como o estado de hidratagdo, existéncia de doencas inflamatérias
e metabolismo protéico, podendo a sua diminuicdo em animais saudaveis ser um
indicativo de restricdo no aporte de aminoéacidos, seja pelo consumo de dietas
pobres em proteina, seja pela ingestdo de alimentos com conteldo protéico
satisfatorio, mas contendo fatores que dificultam os processos de digestdo e
absorcdo (CAMPELLO et al., 2009).

A uréia é a principal forma excretora do nitrogénio proveniente do
catabolismo protéico. E sintetizada no figado a partir da aménia, liberada na
desaminacdo dos aminoacidos. Se essencialmente toda a uréia formada no corpo
humano é sintetizada no figado, na auséncia do mesmo ou na presenca de alguma
doenca hepatica grave, a amonia se acumula no sangue. O nivel de uréia no sangue
€ notadamente afetado pela funcéo renal, pelo conteudo protéico exdgeno e pelo
catabolismo das proteinas (MILLER, 1993).

A creatina é sintetizada no figado, rins e pancreas e transportada para as
células musculares e cérebro, onde é fosforilada a creatina-fosfato. Tanto a creatina
quanto a creatina-fosfato, em condi¢des fisioldgicas, perdem espontaneamente agua

ou seu radical fosfato, respectivamente, para formar seu anidro, a creatinina. A
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creatinina, produzida no musculo, € removida do plasma por filtracdo glomerular,
sendo excretada pela urina (MILLER, 1993).

O &cido urico é o principal produto final do metabolismo das purinas em
humanos. Os nucleotideos das purinas sdo degradados até obtencdo da
hipoxantina, que por sua vez é oxidada sucessivamente a xantina, formando
posteriormente o acido Urico. Como resultados da continua renovagdo das
substancias contendo purinas, quantidades de acido drico sdo constantemente
formadas e excretadas. O &cido urico do plasma é filtrado pelos glomérulos, sendo
cerca de 90% reabsorvido e pequenas quantidades eliminadas pela urina. O
aumento da urecemia pode ocorrer por reducao da excregéo renal ou pelo excesso
de producéo do &cido urico (MILLER, 1993; CABALLERO-CORDOBA,1997).

As enzimas aspartato aminotransferase (AST ou TGO) e alanina
aminotransferase (ALT ou TGP) sdo essencialmente sintetizadas na presenca de
vitaminas do complexo B. Estas enzimas catalizam reacdes de grande importancia
para a sintese e degradacdo de aminoacidos (GUYTON, 1984). Ainda, conforme
citacdo de Cordoba & Sgarbieri (2000), a relacdo AST/ALT pode dar uma idéia do
grau de lesdo do hepatdcito. Uma relacao inferior a 1,0 sugere lesdo citoplasmatica
do hepatécito (hepatite infecciosa aguda, mononucleose infecciosa, obstrucbes
extra-hepaticas), ja quando a relacdo € superior a 1,0 revela lesdes citoplasmaticas
mitocondriais do hepatoécito (cirrose, esteatose, injurias produzidas por drogas,

hepatite crénica).
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6 MATERIAL E METODOS

6.1. Material

6.1.1. Biomassa microalgal

A microalga utilizada no presente trabalho foi Spirulina cepa LEB-
18/FURG, isolada da Lagoa Mangueira. Sua producédo é realizada na Planta Piloto
localizada as margens da Lagoa Mangueira (33° 30’ 13” S e 53° 08’ 59” W) em
Santa Vitoria do Palmar, RS. A unidade consiste de 3 tanques abertos tipo raceway
de 10.000L e 1 tanque aberto tipo raceway de 1.000L para propagacédo do inéculo.
Os cultivos sdo protegidos por tunel de filme transparente com protecdo contra raios
UV e expostos a condigcbes ambientais naturais. Quando a microalga atinge a
concentracdo 0,50g.L™, sua biomassa é separada através de filtracdo e seca em
secador de bandejas a 50°C por 5h (MORAIS et al.,, 2008). A Figura 3 exibe o

processo de obtencdo da microalga desde o cultivo até armazenamento.

PROCESSAMENTO

A

Biomassa embalada

ok N
a vacuo e congelada

Cultivo de Spirulina Biomassa coletada Secagem da Biomassa
por filtracdo

Figura 3. Processo de obtengcdo da Spirulina pelo Laboratorio de Engenharia
Bioquimica (LEB/FURG).
Fonte: LEB-FURG, 2010.

6.1.2. Modelos biologicos

Foram utilizados 47 Rattus norvegicus cepa Wistar/UFPel, machos, recém
desmamados (21 dias), gerados e criados no Biotério Central da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), com peso inicial variando entre 42 e 72g, e peso médio
de 70g.



21

6.1.3. Ingredientes para elaboracéo das dietas

Caseina, L-cistina, cloridrato de colina, minerais, mistura vitaminica
(manipulacdo farmacéutica), 6leo de soja, sacarose, farelo de trigo e amido de milho
foram adquiridos no comércio local. A mistura de minerais (Reeves et al., 1993) foi
obtida através da pesagem e homogeneiza¢do dos minerais adquiridos.

6.2. Métodos

O experimento foi realizado durante o periodo de setembro de 2009 a
maio de 2010. Sendo parte realizada no Laboratorio de Experimentacdo Animal do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFPel e parte no Laboratério de Ciéncia

de Alimentos da Escola de Quimica e Alimentos da FURG.

6.2.1. Preparo da biomassa

A biomassa de Spirulina LEB-18 foi triturada em moinho de facas (Modelo
Laboratory Mill 3100, Perten®) e peneirada em agitador de peneiras, alcancando
uma granulometria de 40mesh. Apos foi acondicionada a vacuo em embalagens de
polietileno de alta densidade (PEAD), com capacidade para 5009, e armazenada a
temperatura ambiente (x22°C). A Figura 4 exibe a microalga antes e apds processo

de trituragéo.

Figura 4. Biomassa seca de Spirulina LEB-18 antes (a) e apos (b) trituracdo e
peneiramento.
Fonte: O autor, 2010.
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6.2.2. Determinagdo da composicao proximal da biomassa

A biomassa triturada foi homogeneizada e uma aliquota retirada para
posterior analise. As determinacdes de umidade, cinzas, fibra bruta e proteinas
foram realizadas, em triplicata, conforme métodos oficiais descritos pela Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000). O teor de lipidios totais foi
determinado, em triplicata, através do método de Bligh & Dyer (1959) adaptado por
Araujo (2009).

6.2.3. Formulacéao das dietas

Foram preparadas cinco dietas (Tab. 3) conforme as recomendacdes de
Reeves et al. (1993) para atender as necessidades nutricionais de roedores em
crescimento (AIN93G):
. Dieta controle (C): caseina comercial (>85% de proteina);
. Dieta aprotéica (A): sem adi¢ao de fonte protéica;
. Dieta S1: 8,8% (w/w) de Spirulina (1,6g Spirulina/20g de dieta/animal/dia);
. Dieta S2: 17,6% (w/w) de Spirulina (3,2g Spirulina/20g de dieta/animal/dia);
. Dieta S3: 26,4% (w/w) de Spirulina (4,8g Spirulina/20g de dieta/animal/dia).

A formulacdo da dieta controle (C), apesar da recomendacédo de ingestao
de 20% de proteinas para roedores em crescimento, foi calculada a fim de
apresentar 10% deste nutriente, pois de acordo com Miller & Bender (1995) e
Sgarbieri (1996) fontes protéicas apresentam maior utilizagcdo por roedores nesta
quantidade. E importante salientar que para obtencdo da dieta C com 10% de
proteina foram adicionados 120g de caseina jA que essa ndo se apresentava pura
(>85% de proteina), o restante dos ingredientes conforme preconizado por Reeves
et al. (1996) e o amido de milho adicionado para completar 1000g de dieta. A dieta
aprotéica (A) foi formulada a partir da controle (C), retirando-se a caseina e

complementando-se com mais amido de milho.
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Tabela 3. Composi¢do das dietas controle (C), aprotéica (A) e experimentais com

diferentes concentracdes de Spirulina (S1, S2 e S3)

Dietas (g.k™)

Ingredientes

C A S1t s21 S3
Spirulina LEB-18 (56% proteina;
7,4% lipidios; 10,7% cinzas; 9,5% ) . 880 176.0 264.0
fibra) ’ ’ ’
Caseina (>85% de proteina) 120,0 - 50,5 1,5 -
Oleo de soja 700 70,0 63,5¢ 57,0+ 50,5*
Mistura de minerais? 35,0 35,0 25,5* 16,0+ 6,5*
Mistura de vitaminas? 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L- cistina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2.5 2,5 2,5 2,5 2,5
Farelo de trigo 50,0 50,0 43,5* 37,0+ 30,5*
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Amido de milho? 609,5 729,5 613,5 597,0 533,0

lPara obtencdo de 10% de proteina, valor minimo necessario ao desenvolvimento de
roedores, as dietas experimentais S1 e S2 foram suplementadas com caseina;

2Preparado conforme AIN-93G (Reeves et al., 1993);

SAdicionado para completar a dieta;

*Descontada a quantidade intrinseca da microalga.

As dietas C, S1, S2 e S3 foram calculadas para apresentarem-se
isoprotéicas (10%). Para elaboracdo das dietas S1, S2 e S3 o calculo baseado na
composi¢do proximal da biomassa, na quantidade de ingestdo diaria por roedores
(SOUZA-SOARES; MACHADO & RODRIGUES, 2009) e no limite estabelecido pela
ANVISA como consumo maximo diario de Spirulina:

. 209 de dieta/dia/rato;

. 1,6g de Spirulina/20g de dieta (dieta S1);

. 80g de Spirulina/1000g de dieta;

. 88g de Spirulina/1000g de dieta (10% adicionado devido perdas durante
consumo);

. Ajuste de fontes de lipidios (7%), fibras (5%) e minerais (3,5%) conforme
guantidade intrinseca da biomassa,;

. Demais dietas com Spirulina (S2 e S3) foram formuladas conforme o mesmo

procedimento.
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6.2.4. Preparo das dietas

Todas as dietas foram preparadas semanalmente conforme consumo dos
animais. Inicialmente pesaram-se os ingredientes individualmente, misturando-os
conforme quantidade descrita na formulacéo (ordem crescente) para que houvesse
melhor homogeneizagdo e entdo adicionou-se um gel com 8% de amido para
umedecimento até obtencdo de uma massa de consisténcia firme, adequada a
peletizacdo. Essa massa foi submetida a fracionamento manual em pequenas
porcdoes a fim de se obterem os pellets, os quais foram dispostos em tabuleiros
gradeados de aco-inox e entdo levados a estufa com circulacédo de ar a 50+1°C/24h
(SOUZA-SOARES, MACHADO & RODRIGUES, 2009). Ap6s secagem as dietas
foram armazenadas a temperatura ambiente em recipientes vedados de
polipropileno, para distribuicdo aos respectivos grupos de animais. As figuras 5 e 6
exibem esquema para elaboracdo das dietas peletizadas e as dietas C; S1; S2 e S3,

respectivamente.

Figura 5. llustracdo da elaboracdo das dietas. a Esquema para elaboracdo das
dietas peletizadas. (a) pesagem dos ingredientes; (b) homogeneizacdo dos
ingredientes secos; (c) elaboracdo do gel com 8% de amido; (d) umidificacdo da
massa seca com gel de amido; (e) massa pronta para peletizacao; (f,g) peletizacédo
manual dos pellets; (h) secagem dos pellets em estufa como circulacdo de ar a
50°C/24h.

Fonte: O autor, 2010.
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Figura 6. Pellets das dietas controle (a), aprotéica (b), Spirulina S1 (c), Spirulina S2
(d) e Spirulina S3 (e).

Fonte: O autor, 2010.

Controle (C): caseina comercial (>85% de proteina);

Aprotéica (A): sem adigdo de fonte protéica;

S1: 8,8% (w/w) de Spirulina (1,6g Spirulina/20g de dieta/animal/dia);

S2: 17,6% (w/w) de Spirulina (3,2g Spirulina/20g de dieta/animal/dia);

S3: 26,4% (w/w) de Spirulina (4,8g Spirulina/20g de dieta/animal/dia).

6.2.5. Determinagdo da composicao proximal das dietas

As dietas foram analisadas em triplicata, quanto aos percentuais de
umidade, cinzas, fibra bruta e proteinas (AOAC 2000). O teor de lipidios totais foi
determinado, em triplicata, conforme adaptacdo do método de Bligh & Dyer (1959)

descrita por Araujo (2009).

6.2.6. Experimentacdao in vivo

Atendendo todas as necessidades bioclimatoldgicas, tanto de micro como
macro ambientes, o bioensaio foi conduzido na Sala de Experimentacdo Animal do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da UFPel (Fig. 7) de acordo com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, durante o periodo de 07
de dezembro de 2009 a 21 de janeiro de 2010. O protocolo para a conducdo do
ensaio biologico (processo n° 23110. 008077/2009-22), foi aprovado pela Comissao
de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas
(Apéndice 1).
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Figura 7. Experimento em execuc¢do no Laboratério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Ciéncia de Alimentos — UFPel.
Fonte. O autor, 2010.

Os 47 animais, apés sorteio dos grupos, foram mantidos em gaiolas
metabdlicas de arame galvanizado (2 animais/gaiola), com tela coletora de fezes,
funil coletor de urina, comedouro externo tipo cesta em arame galvanizado, e
bebedouro de polipropileno com capacidade para 300mL. Durante o experimento o
laboratério permaneceu sob condi¢cdes de claro/escuro (fotoperiodo de 12h) e
temperatura (22+2°C) controladas, como também sob renovacdo de ar por sistema
de exaustdo. Além disso, em paralelo ao procedimento semanal de pesagem dos
animais, mudou-se a disposigao vertical e horizontal de cada gaiola [Exemplo: gaiola
inicialmente localizada na lateral esquerda da prateleira superior foi redistribuida
para a lateral direita da proxima prateleira abaixo] a fim de melhor distribuicédo de luz
e ruidos presentes no ambiente e consequentemente diminuir fatores ambientais

causadores de estresse.

O ensaio in vivo foi conduzido durante 45 dias (Fig. 8), dos quais 0s
primeiros 5 dias foram para adaptacdo dos animais as condigces do ambiente e a
dieta controle para roedores em crescimento. Ao final do periodo de adaptacdo os
animais foram pesados e redistribuidos por sorteio em cinco grupos: Controle (n=6);
Aprotéica (n=23); S1 (n=6); S2 (n=6) e S3 (n=6), tendo-se o cuidado em manter o
peso médio dos grupos de maneira que a diferenca entre os mesmos fosse a
minima possivel. Diariamente, no periodo da manhd, cada grupo recebeu 20g da
sua respectiva dieta em forma de pellets durante 40 dias, a exce¢do do grupo
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aprotéico. Este grupo consumiu a respectiva dieta aprotéica durante 10 dias e apos
esse periodo foi redistribuido por sorteio, tendo-se o cuidado de manter a
homogeneidade de peso corporal entre 0s grupos, passando a consumir as dietas: C
(n=6); S1 (n=5); S2 (n=6) e S3 (n=6). Durante todo 0 experimento 0s animais

receberam agua ad libitum.

To = adaptacao
n=47

l

Ts = experimento

n=47
Ts = experimento | Ts = experimento |l
[4 tratamentos = C, S1, S2, S3] [1 tratamento = A (desnutrigdo)]
n=6 n=23

l

T,5 = experimento
[4 tratamentos = C, S1, S2, S3]
n=>5/6*

|

v

Tss = eutandsia/determinagdes

Figura 8. Etapas do ensaio in vivo com Spirulina LEB-18.
Fonte: O autor, 2010.

to: adaptacdo dos 47 animais ao ambiente durante 5 dias consecutivos;

ts: periodo experimental, onde experimento | e |l foram realizados em paralelo até tys.
ts(experimento 1): 24 animais foram alimentados com 4 diferentes dietas (n = 6) durante 40
dias consecutivos;

ts(experimento 1l): 23 animais foram alimentados com dieta aprotéica durante 10 dias
consecutivos até t;s.

ti5: 23 animais do experimento Il foram distribuidos alimentados com 4 dietas diferentes
durante 30 dias consecutivos;

t45: término do periodo experimental;

n: corresponde ao nimero de animais por tratamento.

*O Tratamento S1 apresentou n = 5.
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6.2.7. Parametros ponderais e biolégicos dos animais

No decorrer do experimento foi realizada, diariamente, pesagem da dieta
remanescente com o objetivo de se determinar a quantidade diaria de ingesta por
animal. O peso corporal dos animais foi registrado a cada 7 dias para avaliagdo do
ganho de peso semanal dos mesmos. Estes dados, além de expressarem o ganho
de peso e a ingestdo de dieta por animal, sdo utilizados para determinar o
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (SILVA, 2009).

6.2.8. Avaliagdes bioquimicas

Ao final do experimento (45 dias), apds os animais serem submetidos a
um jejum de 12h, foi realizada uma sedagdo em camara com éter etilico, sendo feita
coleta de sangue por puncao cardiaca em seringa descartavel de 10mL com agulha
heparinizada de 25x7mm (22Gx1"). Uma aliquota de sangue foi destinada a
determinacdo da glicose sanguinea (mg.dL™), realizada imediatamente em
glicosimetro ACCUTREND GCT (Laboratérios Roche do Brasil®) o qual fornece a
dosagem direta de glicose no sangue.

Parte do sangue foi acondicionada em tubos de ensaio sem
anticoagulante e entdo centrifugada a 1000g durante 15min a 4°C, objetivando a
obtencéo do soro, o qual foi congelado a -18°C (ARAUJO, 2009). Posteriormente as
amostras foram avaliadas em avaliador bioquimico LabMax 240 (LABTEST
DIAGNOSTICA S.A.®) quanto aos teores dos minerais magnésio, fosforo e calcio,
expressos em mg.dL™, e ferro (ug.dL™); albumina e proteinas totais (g.dL™):;
creatinina; uréia; acido urico e as fracdes lipidicas HDL-colesterol, LDL-colesterol,
VLDL-colesterol, colesterol total e triacilgliceréis, expressos em mg.dL™. Outra fracéo
sanguinea foi acondicionada em tubos eppendorf com anticoagulante EDTA para

determinacao de indices hematoldgicos.
6.2.9. Determinagdes hematoldgicas

O sangue com EDTA foi imediatamente encaminhado ao Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Pelotas, para
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realizacdo dos hemogramas em contador hematolégico automatico (POCH-
100iVDIiFF, SYSMEX®). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada por
microscopia Otica de esfregacbes sanguineos corados (Panoptico rapido,
LABORCLIN®.

6.2.10. Medidas antropométricas

Logo apds o procedimento de eutanasia e antes da retirada de 6rgaos, foi
realizada, com auxilio de fita métrica, a determinagédo do comprimento vértice-coccix
(focinho até a ponta da cauda), comprimento entre os membros torécicos, e
também, da circunferéncia do abdémen de cada animal (AGUILA; APFEL &
MANDARIM-DE-LACERDA 1997; ARAUJO, 2009). As medidas foram expressas em

cm.

6.2.11. Obtencéao do figado e gordura corporal

Em cada animal foi feito um corte ventral longitudinal para retirada do
figado e da gordura corporal. Este material foi lavado em solucéo fisiologica (NaCl
0,9%) gelada, enxuto em papel filtro e pesado em balanca analitica (capacidade de
200g e precisao de 0,01g). Os procedimentos realizados para a remoc¢éo da gordura
corporal dos animais consistiram em remover as gorduras mesentérica, renal e

inguinal. Os resultados foram expressos em g.
6.2.12. Tratamento das carcagas

Posteriormente a eutanasia, as carcacas dos animais foram armazenadas
em saco branco leitoso (BRASIL, 2003) e congeladas para entdo serem recolhidas e
incineradas por empresa especializada contratada pela UFPEL, bem como todos os
materiais perfurocortantes.

6.2.13. Avaliacéo das fezes

A cada dois animais foram coletadas as fezes durante os sete Ultimos
dias do experimento, totalizando uma amostra (amostra = pool das fezes de 2
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animais). Como em cada tratamento o nimero de animais era igual a seis (n=6),
obteve-se trés amostras de fezes por tratamento. Estas amostras foram pesadas em
balanca analitica (capacidade de 200g e precisdo de 0,01g), secas em estufa a
50+£1°C por 48h, empacotadas em papel aluminio e armazenadas a -18°C até o
momento da andlise (SILVA, 2009).

6.2.13.1. Determinacéo de lipidios

As fezes secas foram moidas em almofariz com ajuda de pistilo e
aliqguotas de 3g das fezes de cada amostra foram pesadas. A determinacdo foi
realizada, em triplicata, através do método de Bligh & Dyer (1959) adaptado por

Araujo (2009). Os resultados foram expressos em % lipidios.

6.2.13.2. Determinacéo de proteinas
O teor protéico de cada amostra foi determinado através do método de
Kjeldahl, sendo os resultados expressos em % de proteina (AOAC, 2000). O fator de

conversao protéico utilizado para todas as amostras foi de 6,25.

6.2.14. Avaliagao da qualidade nutricional das dietas

Para avaliacdo nutricional das dietas foram determinados os Coeficientes
de Eficiencia Alimentar (CEA), Quociente de Eficiéncia Protéica (PER) e
Digestibilidade Aparente (DA), conforme Sgarbieri (1996).

6.2.14.1. Coeficiente de Eficiéncia Alimentar
Calculado através da relacdo entre o ganho de peso total dos animais e a
racao total consumida, conforme apresenta a Equacgao 1.

CEA = ganho de peso (q) Q)
racao consumida (g)
Equacéo 1. Calculo do Coeficiente de Eficiéncia Alimentar

6.2.14.2. Quociente de Eficiéncia Protéica
Obtido conforme a Equacéo 2, a qual relaciona o ganho de peso total dos

animais e a quantidade de proteina consumida (Equacéo 2).
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PER = ganho de peso (q) (2)
proteina consumida (g)
Equacéo 2. Célculo do Quociente de Eficiéncia Protéica

6.2.14.3. Digestibilidade Aparente
A digestibilidade aparente das proteinas e/ou lipidios foi determinada
atraves da Equacéo 3.

DA = proteina/lipidio ingerido (g) — proteina/lipidio excretado (g) X 100 (3)
proteina/lipidio ingerido (g)
Equacdo 3. Calculo da Digestibilidade Aparente

6.2.15. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio-padrao e
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey para
comparacdo das médias, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
Sendo utilizado para estas o software Statistica 7.0 (StatSoft®, 2004).
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ARTIGO 1 - RESPOSTA NUTRICIONAL, BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA DE
RATOS Wistar ALIMENTADOS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE

Spirulina

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o valor nutritivo da cianobactéria Spirulina LEB-
18, produzida no sul do Brasil, e seus possiveis efeitos adversos em relacdo ao
consumo de elevados teor de proteina (60-70%) e de acidos nucléicos (cerca de
4%) presentes neste tipo de biomassa. A cianobacteria foi avaliada durante 40 dias
através de respostas nutricionais, obtidas pelo desenvolvimento de ratos Wistar,
como também por meio do estudo bioquimico do soro e hematolégico do sangue
destes animais. Para obtencdo destes dados foram preparadas quatro dietas
isoprotéicas (12% proteina): 1) Dieta controle (AIN93G); 2) Dieta S1, 8,8%(w/w) de
Spirulina; 3) Dieta S2, 17,6%(w/w) de Spirulina; 4) Dieta S3, 26,4%(w/w) de Spirulina
e distribuidas aos animais de acordo com o respectivo tratamento (n=6). Quanto aos
parametros nutricionais o tratamento S1 mostrou-se mais eficiente. Os grupos nao
diferiram em relacdo as respostas bioquimicas no soro, com excec¢édo do S2, que
apresentou niveis de creatinina inferiores aos demais. No perfil hematol6gico o
tratamento S3 apresentou niveis de hematoécrito e hemoglobina maiores (p<0,05)
que a dieta controle. Estes resultados nao revelaram efeitos adversos devido ao
consumo da microalga, como também sugerem o uso de Spirulina como fonte
potencial de proteina unicelular.

Palavras-chave: avaliacdo nutricional; cianobactéria; ensaio in vivo; ratos Wistar,

Spirulina.

INTRODUCAO

O uso da proteina unicelular (SPC), ou seja, células secas de micro-
organismos, como leveduras, bactérias e microalgas (ZEPKA et al., 2010), na alimentacao
humana é frequente ha milhares anos. Nas ultimas décadas a engenharia bioquimica tem
se dedicado ao desenvolvimento de novos métodos de processamento para fins
alimenticios. As cianobactérias, atualmente cultivadas em sistemas de grande escala, sao

fontes economicamente viaveis de proteina para uso na alimentacdo, pois muitas vezes
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atendem aos requisitos desse nutriente na dieta e, além disso, através delas é possivel
obter outros produtos destinados ao consumo humano (KUHAD et al., 1997).

Cianobactérias como fonte de proteina unicelular tem certas vantagens sobre a
utilizacdo frente a outros micro-organismos devido ao seu rapido crescimento e
quantidade e qualidade da proteina (MOLINA; BELARBI & ACIEN-FERNANDEZ, 2002).
Dentre essa esta a do género Spirulina (Arthrospira), que contém cerca de 60 a 70% das
proteinas, acidos nucléicos e aminoacidos recomendados pela FAO (Food and Agriculture
Organization) (PELIZER; DANESI & RANGEL, 2003). Contém ainda beta-caroteno e ferro
absorvivel, além de outros minerais e altos niveis de vitaminas, compostos fendlicos,
acido gama-linolénico e outros &acidos graxos essenciais (BELAY; MIYAKAWA &
SHIMAMATSU, 1993; VON DER WEID; DILLON & FALQUET, 2000).

Atualmente no Brasil a Spirulina é classificada como novo ingrediente e seu
consumo diario ndo deve ultrapassar 1,6g/individuo (BRASIL, 2009). No entanto o FDA
(Food and Drug Administration), apos classificar esta microalga como GRAS (Generally
Recognized as Safe), sugere que a ingestéo diaria deva ser de acordo com o aporte fisico
do consumidor, podendo variar de 0,1 a 6g e a estimativa média de consumo é
3g/individuo/dia (FDA, 2003). Segundo Becker (2007), entre os fatores que limitam o uso
de proteina unicelular na alimentacdo humana esta a presenca da parede celular, a qual
pode influenciar na digestibilidade e absorcdo, e ainda o alto conteido de &cidos
nucléicos, cuja degradacédo leva a producéo de &cido Urico, que pode precipitar e formar
cristais de urato de sodio, resultando em extrema sensibilidade das articulacbes e
depdsito de pedras nos rins, como demonstrado ou evidenciado em algumas pesquisas.

O grande interesse na utilizacdo da Spirulina como fonte alternativa de proteina
levou o0 grupo a estudar a acdo dessa microalga no organismo de ratos Wistar,
constantemente utilizados em pesquisas hormonais, psicolégicas, imunoldgicas e
nutricionais. O objetivo da pesquisa foi avaliar o valor nutritivo e possiveis efeitos
adversos de diferentes niveis de ingesta diaria da microalga Spirulina, utilizando ratos

como modelo experimental.
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MATERIAL E METODOS

Biomassa microalgal
Foi utilizada a microalga Spirulina cepa LEB-18, produzida pela Universidade
Federal do Rio Grande, Brasil (MORAIS et al., 2008).

Modelos biolégicos

24 Rattus norvegicus Wistar/UFPel, machos, recém desmamados (21 dias),
com peso médio de 70g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas,
Brasil (UFPel) foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=6), sendo alojados em

gaiolas de arame galvanizado.

Dietas

Foram preparadas quatro dietas seguindo as determinagfes da AIN-93G
(Reeves et al.,1993), com teor protéico ajustado para 10%, sendo as fontes protéicas:
1) Dieta controle (C): caseina comercial; 2) Dieta S1: 8,8%(w/w) de Spirulina; 3) Dieta
S2: 17,6%(w/w) de Spirulina; 4) Dieta S3: 26,4%(w/w) de Spirulina (Tabela 1). A
formulacdo da dieta controle (C), apesar da recomendacédo de ingestdao de 20% de
proteinas para roedores em crescimento, foi calculada a fim de apresentar 10% deste
nutriente (MILLER & BENDER, 1995; SGARBIERI, 1996; JOOD & SINGH, 2001). E
importante salientar que para obtencdo da dieta C com 10% de proteina foram
adicionados: 120g de caseina ja que essa nao se apresentava pura (>85% de
proteina), o restante dos ingredientes conforme preconizado por Reeves et al. (1996) e
o amido de milho adicionado para completar 1000g de dieta. Para formulacdo das
dietas S1, S2 e S3 o calculo foi baseado na composi¢ao proximal da biomassa (Tab.1),
na quantidade de ingestdo diaria por roedores (20g/rato/dia) (SOUZA-SOARES;
MACHADO & RODRIGUES, 2009) e no limite estabelecido pela ANVISA como
consumo maximo diario de Spirulina (1,6g/individuo/dia) (BRASIL, 2009).
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Tabela 1. Composicéo das dietas Controle (C), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de
Spirulina) e S3 (26,4% de Spirulina)

Ingredientes Dietas/Tratamentos

(9-kg™) C S1t S21 S3
Spirulina  LEB-18 (56%
proteina; 7,4% lipidios; - 88,0 176,0 264,0

10,7% cinzas; 9,5% fibra)

Caseina (>85% de

proteina) 120,0 50,5 1,5 -
Oleo de soja 70,0 63,5* 57,0% 50,5*
Mistura de minerais? 35,0 25 5% 16,0 6,5
Mistura de vitaminas? 10,0 10,0 10,0 10,0
L- cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Farelo de trigo 50,0 43,5* 37,0* 30,5*
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Amido de milho® 609,5 613,5 597,0 533,0

lPara obtencdo de 10% de proteina, valor minimo necessario ao desenvolvimento de
roedores, as dietas experimentais S1 e S2 foram suplementadas com caseina,

2Preparado conforme AIN-93G (Reeves et al., 1993);

3Adicionado para completar a dieta;

*Descontada a quantidade intrinseca da microalga.

Métodos analiticos

A composicdo proximal da biomassa e das dietas foi determinada
conforme métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2000), com excecao de lipidios totais, os quais foram determinados por método de
Bligh & Dyer (1959). As fezes dos animais foram avaliadas quanto ao teor de
nitrogénio total (AOAC, 2000).

Experimento in vivo

O experimento foi realizado durante 45 dias, sendo os 5 primeiros para
adaptacdo dos animais ao ambiente. O laboratério permaneceu sob condi¢cdes de luz
(fotoperiodo de 12h) e temperatura (22+2°C) controladas, como também sob
renovacdo de ar por sistema de exaustdo. As dietas foram ofertadas diariamente
(20g/rato), assim como a sua pesagem remanescente para determinacdo da ingesta
diaria. O peso corporal dos animais foi registrado a cada 7 dias para avaliacdo do
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ganho de peso. A execucao do experimento seguiu as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA e foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Universidade Federal de Pelotas — RS, Brasil (processo n® 23110. 008077/2009-22).

Avaliagao nutricional

Foram realizadas as seguintes determinacfes para avaliagdo da qualidade
das dietas em estudo: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), dado pela razédo entre
o ganho de peso e a quantidade total de dieta ingerida durante o experimento;
Quociente de Eficiéncia Protéica (PER), calculado através da razdo entre ganho de
peso e a quantidade total de proteina consumida e Digestibilidade Protéica Aparente
(DA protcica), Obtida através do calculo: [nitrogénio ingerido — nitrogénio excretado nas
fezes/nitrogénio ingerido]100 (SGARBIERI, 1996).

Andlise hematoldgica e bioquimica

Ao término do experimento, apds 0s animais serem submetidos a um jejum
de 12h, foi realizada sedacdo em campula com éter etilico, sendo imediatamente feita
coleta de sangue por puncdo cardiaca. Cerca de 1mL do sangue foi disposto em
eppendorf com anticoagulante EDTA e destinado para analise de hemograma em
contador hematolégico automético (POCH-100iVDiIFF, SYSMEX®); o restante
centrifugado a 1000g x 15 min a 4°C em tubos de ensaio para obtencéo do soro que foi
armazenado a -18°C (LEMOS, 1999) para posterior analise em avaliador bioguimico
LabMax 240 (LABTEST DIAGNOSTICA S.A)).

Andlise estatistica
Foram realizadas analises de variancia (ANOVA), seguidas do teste de
Tukey para comparagcao entre as medias num nivel de significancia de 5% (p<0,05),

utilizando-se o software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado na Tabela 2, ndo ha diferenca entre os tratamentos
quanto aos teores de proteinas, cinzas e fibra bruta, fato desejavel para a execugéo
do experimento, uma vez que estes foram previamente estabelecidos conforme a

AIN-93G. A média do teor protéico obtido entre as dietas (11,2%) é desejavel, pois
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apesar da recomendacdo de 20% de proteinas em dietas para roedores em
crescimento (Reeves et al., 1993) Miller & Bender (1995), Sgarbieri (1996) e Jood &
Singh (2001) preconizam que fontes protéicas apresentam maior utilizacdo por
roedores nesta quantidade. Quanto maior a concentracdo de proteinas na dieta
menor serd o Quociente de Eficiéncia Protéica (PER), o qual € um indicativo da sua
qualidade nutricional (SGARBIERI, 1996).

Tabela 2. Composicdo proximal das dietas C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2
(17,6% de Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina)

Determinagao Dietas

(%) C S1 S2 S3
Umidade 10,65+0,10°  9,00+0,25" 11,45+1,05° 11,60+0,08°
Proteina 11,40+1,40* 10,47+0,75%  11,58+1,40% 11,57+0,65°
Lipidios 7,10+0,30%  7,40+0,102 7,5540,252 8,00+0,30"
Fibra bruta 4,25+0,08*  5,36+0,10° 5,45+0,08% 5,50+0,10°
Cinzas 10,60+0,07* 10,50+0,02%*  10,75+0,01% 10,95+0,25%

Média de 3 repeti¢cbes +desvio padrao;
Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo teste
de Tukey (p<0,05).

Quanto ao teor de umidade algumas dietas diferiram entre si, o que
provavelmente se deve a nao uniformizacdo do processo de secagem, visto que todas
as dietas apos peletizacdo foram encaminhadas a estufa com circulacdo de ar a
50+1°C/24h. O teor de lipidios mostrou-se mais elevado nas dietas elaboradas com
Spirulina, embora somente a S3 tenha apresentado niveis significativamente maiores
(p<0,05). Segundo Becker (2004) os acidos graxos correspondem a maior fracao
lipidica das microalgas e, em algumas espécies, os poliinsaturados representam 25 a
60% dos lipidios totais. Radmann & Costa (2008), que estudaram o conteudo lipidico
e composicdo de acidos graxos de diferentes microalgas, encontraram 25,73% de
acido linolénico na biomassa de Spirulina LEB-18, entre os acidos graxos presentes.

Ao se compararem as respostas nutricionais (Tabela 3) do tratamento
controle (C) com os demais se observa que: o consumo alimentar total foi menor
(p<0,05) no tratamento S1; as respostas de peso final, ganho de peso, consumo
alimentar total, quociente de eficiéncia protéica (PER) e de digestibilidade protéica
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aparente (DAp) do tratamento S2 foram inferiores (p<0,05); assim como a
digestibilidade protéica aparente no tratamento S3.

Analisando os tratamentos com diferentes niveis de Spirulina observa-se
gue 0 maior consumo ocorreu no tratamento S3, evidenciando uma aceitacdo da
microalga pelos animais (p<0,05). Apesar de o consumo ter sido inferior no
tratamento S1, este diferiu positivamente dos demais (p<0,05) quanto ao CEA e
PER, demonstrando melhor eficiéncia. Segundo Chaud, Sgarbieri & Vicente (2008) a
reducado da eficiéncia alimentar ocorre devido a diminuicdo metabdlica do organismo
frente a determinada dieta, causando estagnacdo ou reducdo do peso corporal.
Mitchell et al. (1990), apds tratarem ratos Wistar machos durante 60 dias para avaliar
o efeito de diferentes concentragdes (0%; 2,7%; 10,7%; 18,7% e 26,7%) de Spirulina
maxima sob os niveis de vitaminas A e E constataram que o CEA foi inversamente
proporcional a ingestdo da biomassa. Rogatto et al. (2004) analisaram uma dieta
com 17% de Spirulina em substituicdo total a proteina da dieta controle (caseina) em
ratos machos jovens Wistar durante cinco semanas e obtiveram CEA de 0,21, valor
este semelhante ao encontrado nos tratamentos com 17,6% e 26,4% de Spirulina
(0,23 e 0,22; respectivamente) neste trabalho.

Em relacdo a digestibilidade da proteina microalgal observa-se que o
anico tratamento que se mostrou semelhante ao C foi o S1. Becker (2007), que
estudou microalgas como fonte de proteina encontrou valores mais elevados para
DA (83,9), no entanto valores mais baixos para PER (1,78). De acordo com Vieira &
Bion (1998) proteinas originadas de diferentes fontes e usadas em diferentes
propor¢cdes podem resultar em variagdes nas concentracbes de aminoacidos
limitantes, os quais interferem na sua eficiéncia e utilizacdo pelo homem e animais.

Em relacdo a digestibilidade da proteina microalgal observa-se que o

Unico tratamento que se mostrou semelhante ao C foi o S1. Becker (2007), que
estudou microalgas como fonte de proteina encontrou valores mais elevados para DA
(83,9), no entanto valores mais baixos para PER (1,78). De acordo com Vieira & Bion
(1998) proteinas originadas de diferentes fontes e usadas em diferentes propor¢cdes
podem resultar em variagdes nas concentracdes de aminoacidos limitantes, os quais

interferem na sua eficiéncia e utilizacdo pelo homem e animais.
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Tabela 3. Respostas ponderais e nutricionais de ratos Wistar alimentados por 40
dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de Spirulina), S3
(26,4% de Spirulina)

: ~ Tratamentos
Determinacao

C S1 S2 S3

Pesoinicial () 70.65%11,15%  70,33:7,10°  68,33:8,80°  73,65+7,10°

Peso final (g) 253,33+27,35* 263,65+20,00° 200,35+19,25° 232,65+14,50%

?‘;‘nho de peso 182 65+3500° 175,33+20,90° 134,33+14,05° 156,15+15,75%
g

Figado(g)/peso 0,034+0,003% 0,033+0,003° 0,034+0,003*  0,033+0,001%
corporeo(q)

Consumo  total 622 10+22,30*° 573,45+26,60° 575,85+30,25°  654,25+24,00°
alimentar (g)

COIHSL.JITIO diario 0 1,25 2,55 4,30
Spirulina (g)

CEA 0,28+0,05% 0,32+0,04° 0,230,04* 0,22+0,03*
PER 2,55+0,50% 2,90%0,30° 2,00£0,25° 2,05%0,20%
DA(protéica) 75,45+2,85%  61,50+11,70®° 43,50+11,70°  60,30+7,45"

Média de 6 repeti¢cbes +desvio padrao;

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo
teste de Tukey (p=<0,05);

*Ap0s 5 dias de adaptacao

CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;

PER: quociente de eficiéncia protéica;

DA(protéica). digestibilidade protéica aparente.

Biomassas microalgais possuem elevados teores de acidos nucléicos, os
quais tém sido relatados como cerca de 4-6%. Devido a inabilidade do organismo
humano para metabolizar o acido urico proveniente do metabolismo das purinas, o
aumento no consumo de acidos nucléicos pode levar a altos niveis de acido Urico no
organismo, podendo promover o aparecimento de enfermidades como a gota
(BECKER, 1988; ARAUJO, FACCHINETTI & SANTOS, 2003). Os valores para acido
urico (Tabela 4), se for tomada como referéncia a faixa de variacdo 1,2 — 7,5mg.dL™
descrita como padrao para ratos (Mitruka & Rawnsley, 1981), estdo todos dentro da
faixa de normalidade. Da mesma forma, quando comparado a valores obtidos em

outros estudos com ratos machos Wistar utlizados como controle, o teor de acido Urico
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foi de 1,77mg.dL™ (VILELA, SGARBIERI & ALVIM, 2000), 1,40mg.dL™* (RODRIGUES
et al., 2006), 1,48mg.dL' (DUARTE et al., 2009) e 1,32mg.dL™* (DENARDIN et al.,
2009).

N&o foram verificadas diferencas entre os tratamentos para 0s niveis
de uréia, proteinas plasmaticas totais, albumina, atividade das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransaminase (ALT). A fracdo de nitrogénio
nao protéico No soro ou No sangue € composta por todas as substancias nitrogenadas
gue ndo sejam proteinas. Seu principal componente é a uréia, a qual representa cerca
de 45% do total e é o recurso mais utilizado para avaliagdo do funcionamento renal de
mamiferos (DEVLIN, 2007). Esta é sintetizada no figado a partir da amonia derivada
predominantemente de proteinas e aminoacidos.

De acordo com Guyton (1981), a amobnia liberada na desaminacdo de
aminoécidos é quase totalmente removida do sangue mediante a conversdo em uréia,
entdo, se essencialmente toda a uréia é formada no figado, na auséncia do mesmo ou
na presenca de alguma doenca hepatica grave, a amonia se acumula no sangue. Pelo
fato da Spirulina apresentar alto teor de nitrogénio total, a determinacdo de niveis
séricos de uréia é importante para verificacdo ou ndo de anomalias como insuficiéncia
renal. E preconizado por Ori, Seguro & Rocha (1990) niveis séricos de uréia em ratos
em torno de 300mg.dL™ para que seja diagnosticada insuficiéncia renal, o que nao
ocorreu com 0s grupos do presente estudo. De acordo com Miller (1993), niveis baixos
de uréia podem ser indicativos de insuficiéncia hepatica grave, nefrose, desnutricdo
e/ou hemodiluicdo, o que ndo ocorreu neste trabalho.

Para fins de avaliacdo do funcionamento renal € bastante pertinente realizar
a determinacdo dos niveis de creatinina juntamente com de uréia, pois seus niveis
aumentam a medida que ocorre a diminuicdo do funcionamento dos rins (MILLER,
1993). Neste estudo, verificou-se que o0s niveis de creatinina ficaram numa faixa de
0,34 — 0,44mg.dL™, ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos, exceto
para 0 S2, o qual apresenta uma quantidade intermediaria de Spirulina.
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Tabela 4. Respostas dos niveis bioquimicos do sangue de ratos Wistar alimentados por
40 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de Spirulina), S3

(26,4% de Spirulina)

Tratamentos
Determinacéo
C S1 S2 S3

Acido urico 1,63+1,01° 1,36+0,54° 1,20+0,89° 1,20+0,892
(mg.dL™)
Uréia a a a a

. 74.83+1521°  62,50+11,74°  57.59+7.06 59,16+7,80
(mg.dL™)
Creatinina 0,44+0,06° 0,44+0,05° 0,34+0,04° 0,42+0,07°
(mg.dL™)
gbd“Lrﬂ')”a 3,21+0,18° 3,32+0 112 3,21+0,252 3,34+0,10°
g‘ét'LI)Ota's 6.20+0,26° 6,300,212 6,00+0,16" 6.11+0,22%
?USI) 185,66+115,95° 208.50+55,24% 319,33+254,82° 294.65+228,78%
ALT a . a .
U.dL) 32.65+18,55°  2815+3.90°  41.65+2032°  38,00+18.62
AST/ALT 5,60+0,35° 7.45+1 907 6,85+2,85° 7.05+3,00°

Média de 6 repeticdes +desvio padréo;

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo

teste de Tukey (p<0,05);
AST: aspartato aminotransferase;
ALT: alanina aminotransaminase.

S&o diversos os estudos com ratos machos Wistar que obtiveram valores para
creatinina dentro da faixa citada anteriormente (ALVES, 2006; ANTHONY et al., 2006;
RODRIGUES et al.,, 2006). Consideracdes teoricas e praticas tém mostrado que a
determinacdo de creatinina pode ser melhor empregada do que as concentracoes de

uréia, pois quanto mais elevados os teores de creatinina no plasma maior a excrecdo da

mesma pelos tabulos renais (MILLER, 1993).

Sabe-se que ha uma grande diversidade de proteinas séricas com funcdes
especificas e distintas que, em conjunto, atuam na manutencao da pressao osmotica do
plasma, defesa e transporte de moléculas. Sua avaliacdo fornece importantes dados
acerca de condi¢des clinicas como o estado de hidratacdo, existéncia de doencgas
inflamatorias e metabolismo protéico, podendo a sua diminuicdo em animais saudaveis

ser um indicativo de restricdo no aporte de aminoacidos, seja pelo consumo de dietas
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pobres em proteina, seja pela ingestdo de alimentos com contetdo protéico satisfatério,
mas contendo fatores que dificultam os processos de digestédo e absorcdo (CAMPELLO
et al., 2009).

De acordo com a literatura ratos sadios apresentam proteinas séricas entre
5,6 — 7,5¢9.dL™ e teor de albumina na faixa de 3,4 — 4,3g.dL™ (MORTON et al., 1993;
SOUZA-SOARES, MACHADO & RODRIGUES, 2009). Os resultados obtidos estdo de
acordo com os encontrados por Rogatto et al. (2004), os quais verificaram a influéncia
da ingestdo de Spirulina sobre o metabolismo de ratos exercitados. Os valores
encontrados para proteinas plasmaticas totais e albumina encontram-se nas faixas 6,00
- 6,30g.dL™" e 3,21 — 3,34g.dL™, respectivamente, sugerindo semelhanca com a dieta
controle. Porém o teor de albumina para os grupos C, S1 e S2 situam-se levemente
abaixo do minimo estabelecido como normal (3,4g.dL™). Estes resultados se aproximam
daqueles obtidos por Santos et al. (2004); Anthony et al. (2006) e Campello et al. (2009),
0s quais utilizaram ratos machos com pesos e idades semelhantes aos do presente
experimento.

Tém sido correlacionadas alteracdes nas atividades teciduais e sanguineas
com a qualidade da proteina ingerida e a integridade morfol6gica e funcional de alguns
orgdos (MELO et al., 2008). Os niveis séricos das atividades da aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransaminase (ALT) n&o revelaram valores
estatisticamente diferentes aos do grupo controle, levando a crer ndo ter havido lesdo
no tecido hepatico dos animais. No entanto, todos 0s grupos, inclusive o controle,
apresentaram valores de AST superiores aos valores de referéncia de outros estudos
em condicbes semelhantes a este (CABALLERO-CORDOBA, 1996; VILELA,
SGARBIERI & ALVIM, 2000; ANTHONY et al., 2006; MELO et al., 2008).

Com relacdo a ALT os resultados encontrados sdo muito semelhantes aos
dos autores citados anteriormente. Segundo Devlin (2007), a ALT ocorre nos
hepatocitos em concentracfes mais elevadas que a AST, portanto, a determinacéao de
sua atividade no soro sanguineo é um diagndstico de lesdo hepatica mais eficaz.
Ainda, conforme citado por Caballero-Cérdoba & Sgarbieri (2000), a relacdo AST/ALT
pode dar uma idéia do grau de lesdo do hepatdcito. Uma relagéo inferior a 1,0 sugere
lesdo citoplasmatica do hepatécito (hepatite infecciosa aguda, mononucleose
infecciosa, obstrugdes extra-hepaticas), ja quando a relacdo é superior a 1,0 revela
leses citoplasmaticas mitocondriais do hepatécito (cirrose, esteatose, injurias

produzidas por drogas, hepatite cronica). Essas informac¢des sugerem a presenca de



44

lesdes citoplasmaticas e/ou mitocondrial do hepatdcito, visto que a relacdo AST/ALT
variou entre 5,60 - 7,45.

A fim de confirmar ou ndo esses danos hepatocelulares, determinou-se a
relacdo peso figado (g)/peso corpéreo (g), obtendo-se valores na faixa de 0,033+0,003
—0,034+0,003 (Tabela 3), os quais nao apresentaram diferenca significativa e estdo em
acordo com outros estudos (CABALERRO-CORDOBA, 1996; SHONS et al., 2009;
SILVA, 2009). O fato de um unico parametro estudado indicar lesbes hepaticas pode
ser explicado pela alta concentracdo da AST nas hemdacias, onde a ocorréncia de
hemolise prejudica o teste fornecendo resultados falsamente elevados (MILLER, 1993).

Uma série de investigacdes tem demonstrado que componentes da
microalga Spirulina como ficocianina (RICHMOND, 1990; HENRIKSON, 1995),
vitamina A, ferro absorvivel, compostos fendlicos, acidos graxos essenciais (BELAY;
MIYKAWA & SHIMAMATSU, 1993; VON DER WEID; DILLON & FALQUET, 2000;
COLLA; MUCCILLO-BAISCH & COSTA, 2008), exercem acdes fisiolégicas muito
importantes no organismo. Substancias como nucleotideos e oligossacarideos podem
atuar como moduladores do sistema imunoldgico, aumentando a resisténcia dos
organismos as infec¢bes por bactérias e virus (VILELA, SGARBIERI & ALVIM, 2000).
Um grande numero de peptideos provenientes das proteinas dos alimentos evidencia
apresentar propriedades funcionais como imunoestimuladora (MILLS; ALCOCER &
MORGAN, 1992).

Os elementos figurados incolores do sangue dos mamiferos séo
conhecidos como leucdcitos e desempenham papel essencial no mecanismo de
defesa do organismo contra ac¢des infecciosas (MILLER, 1993). Conforme visto na
Tabela 5, a maioria dos parametros analisados para determinacdo do leucograma
nao se diferenciou estatisticamente do grupo controle, exceto os valores obtidos
para eosinofilos. Os resultados encontrados para leucoécitos totais podem ser
considerados normais quando comparados com a faixa preconizada por Sanchis &
Silbiger (1986 apud Souza-Soares, Machado & Rodrigues, 2009), ou seja, 6000 a
17000/mm?3 e ainda quando comparado ao estudo de Santos; Madruga & Bion
(2004), os quais encontraram 6350leucocitos/mm3. Dentre os leucocitos totais 0s
linfécitos estdo presentes em niveis mais elevados, representando cerca de 50 a
95% (ANTHONY et al, 2006). Desse modo os valores obtidos se enquadram com o
recomendado, visto que os grupos C, S1, S2 apresentam 72,65; 83,0; 65,5 e

75,35%, respectivamente.
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Uma elevagdo dos niveis de neutrofilos indica infecgcbes causadas por
bactérias, 0 que ndo ocorreu no presente estudo, uma vez analisados os dados
obtidos para neutréfilos bastonetes e segmentados ja que todos os tratamentos
apresentaram resultados estatisticamente iguais e considerados normais conforme
citado por Santos; Madruga & Bion (2004). Bastonetes e segmentados constituem
juntos 10 a 42% do leucograma, sendo que 0s n segmentados representam
praticamente todo o somatério. Portanto, os valores semelhantes estatisticamente
(p=<0,05), atingidos nesse trabalho, estdo de acordo com a literatura.

Os resultados encontrados neste trabalho para niveis de mondcitos ndo
apresentaram diferenca significativa entre os grupos, como também estédo de acordo
com outros estudos. De acordo com Sanchis & Silbiger (1986 apud Souza-Soares,
Machado & Rodrigues, 2009), os mondcitos representam 0 a 3% dos leucdcitos
totais. Santos; Madruga & Bion (2004) e Duarte et al. (2009), que avaliaram niveis
da série branca em ratos Wistar jovens e machos, encontraram valores na faixa de
1,2a2,7%.

Basdfilos desempenham importante papel nas respostas imunitarias
corporais, pois ao menor contato com uma substancia alergénica liberam
mediadores quimicos, como a histamina, a qual atrai as demais células de defesa
(MILLER, 1993). No presente estudo encontrou-se 0% de baséfilos para todos os
tratamentos, como citado na literatura. Sanchis & Silbiger (1986 apud Souza-Soares,
Machado & Rodrigues, 2009) e Anthony et al. (2006) preconizam como valores
normais a faixa entre 0 e 1% de basdfilos. Segundo Feldman; Zinkl & Jain (2000), a
funcdo primordial dos eosinodfilos € combater substancias toxicas e portanto estardo
presentes em maior quantidade nos locais onde ocorrem reagbes antigeno -
anticorpo e nos pontos de penetracdo de substancias estranhas ao organismo.

Quanto aos valores de eosinofilos, o grupo C diferiu dos demais,
apresentando eosinofilia (p<0,05). De acordo com Sanchis & Silbiger (1986 apud
Souza-Soares, Machado & Rodrigues, 2009) e Anthony et al. (2006), eosindfilos
devem estar presentes em torno de 0 a 3%, portanto os resultados obtidos para os
tratamentos com Spirulina estdo dentro da faixa considerada normal. A eosinofilia
encontrada no tratamento C pode ser indicativa de alergia alimentar, possivelmente
atribuida a caseina. Bernard; Negroni & Chatel (2000); Rozenfeld et al. (2002); Silva
(2007) apontaram a caseina, entre outras proteinas do leite de vaca, com um dos

agentes mais frequientemente envolvidos nas reacdes alergénicas.



46

O valor do hematdcrito reflete a massa total de células na unidade de
volume de sangue, mostrando fundamental importancia no estudo de todos os tipos
de anemia, além disso, seus resultados estdo menos sujeitos a erros do que a
contagem de hemacias (MILLER, 1993). Neste trabalho o tratamento com maior
quantidade de Spirulina (S3) adicionada a dieta apresentou niveis de hematdcrito
mais elevados do que a dieta controle (C), mostrando sua eficiéncia, no entanto nao
diferiu dos demais tratamentos com a microalga.

Valores de hematocritos para roedores variam entre 36 e 48%
(HARKNESS & WAGNER, 1993), comprovando assim niveis fisiologicos de
hematdécrito em todos os grupos e concordando com outros estudos (BOAVENTURA
et al., 2003; DUARTE et al., 2009). A média de hemoglobina do grupo que ingeriu a
dieta com maior nivel de Spirulina (S3) foi significativamente maior que a do grupo
controle (C), no entanto ndo diferiu das demais dietas adicionadas de Spirulina,
concordando com os resultados do hematdcrito. Os niveis de hemoglobina em todos
os tratamentos podem ser considerados normais quando comparados com outros
estudos. Harkness & Wagner (1993) relatam que valores médios de hemoglobina
para roedores oscilam de 11 a 18%. Kappor & Mehta (1993) testaram o0 uso de
Spirulina numa concentracdo semelhante ao tratamento S3 (24%) em associagao
com produtos vegetais e encontraram teores de hemoglobina aumentados.

Volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média
(HCH) indicam o tamanho das hemacias e a concentracdo de hemoglobina dentro
das hemacias, respectivamente. Os valores encontrados para VCM néo diferiram
entre si como também estdo dentro da faixa de 58,2 e 59,3% encontrada em ratos
alimentados com dietas adicionadas de Spirulina platensis por Marco (2008). Em
relacdo aos niveis de HCM, apenas a dieta S1 e S2 foram estatisticamente
diferentes, no entanto todos os tratamentos adicionados de Spirulina foram
semelhantes ao controle. Santos; Madruga & Bion (2004); Duarte et al. (2009) e
Marco (2008) encontraram valores inferiores aos do presente estudo.

Eritrécitos ou hemécias sdo os elementos figurados mais presentes no
sangue e sua baixa contagem indica deficiéncia em ferro e estado anémico. Para os
grupos C, S1, S2 e S3 foram encontrados valores que estdo compreendidos na faixa
sugerida por Sanchis & Silbiger (1986), citado por Souza-Soares, Machado &
Rodrigues (2009), de 7 a 10milhdes/mm3. Marco (2008) adicionou somente 2% de
Spirulina platensis as dietas ofertadas a ratas Wistar, concluindo que hé viabilidade
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de utilizacdo de multimisturas adicionadas da microalga frente a prevencdo de

anemia ferropriva.

Tabela 5. Respostas dos indices hematoldgicos do sangue de ratos Wistar
alimentados por 40 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6%
de Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina)

Tratamentos*
Determinacéo
C S1 S2 S3
Leucocitos t 6,60+1,30° 6,75+2,75° 5,60+2,90° 5,65+1,90°
(103/mms)
I("E;OCItOS 72,65+5,80°  83,00+6,45" 65,50£32,35"  75,3546,05"
n bastonetes
(%) ° ° ’ i
?fyj)e gmentado 51 3547,10°  15,15:5,55° 14,65+8,40" 20,50+6,15°
'(\‘/’I/g)nOCItOS 2,15+1,50° 1,35£1,20° 2,50+2,35° 3,85£1,15°
Basodfilos
(%) ° ° ’ i
(EOZ)SInOfIIOS 3,85+0,75° 0,50+0,85" 0,65+0,80" 0,3520,50"
g/i)matocmo 43,80+1,45%  45,001,15% 45,95+1,15% 46,75+2,10°
Z"/i)mogbbma 14,10+0,40°  14,65+0,40% 14,60+0,20" 14,90+0,55"
VCM (%) 57,70+2,30°  59,00+0,95° 58,25+2,10° 57,50£1,45°
HCM (%) 32,20+0,45% 32,50+0,40° 31,60+0,30° 31,90+0,45%
(Elr(l)tg/orﬁlr:nosi 7,60+0,45° 7,60+0,20° 7,90£0,15% 8,10£0,20"
Plaquetas = 1063 654269,45° 1040,35:80,85% 1143,00£79,80° 985,65+155,25°
(20°/mm?)

Média de 6 repeticdes +desvio padrao;
Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo
teste de Tukey (p=<0,05).

Em relacdo as plaquetas, componentes responsaveis pela coagulacdo do
sangue, pode-se dizer que os valores encontrados (1143 — 985mil/mms3) sé&o
superiores aos da literatura. Sanchis & Silbiger (1986), citado por Souza-Soares,

Machado & Rodrigues (2009), preconizam valores entre 702 e 796mil/mms3 e Duarte et
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al. (2009) uma faixa de 720 a 746mil/mms3 para ratos sadios. Essa elevagdo néo
necessariamente indica algum problema no sangue dos animais, pois de acordo com
Van der Meer; Mackenzie & Dinnissen (2003) e Comar; Danchura & Silva (2009),
apesar da contagem de plaquetas automatizada (CAP) ser mais precisa e exata que a
contagem de plaquetas por microscopia (COM), ha um risco potencial para contagens
falsamente baixas ou altas. Fragmentos eritrocitarios, fragmentos citoplasmaticos de
células leucémicas, microcitos com volume proximo ao limite de corte, lipemia,

bactérias e leveduras podem conduzir a resultados falsamente aumentados.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstram que as dietas com 8,8,
17,6 e 26,4% de Spirulina cepa LEB-18 resultaram no adequado desenvolvimento de
ratos Wistar/UFPel, sem a ocorréncia de reacdes adversas nas respostas
bioguimicas, hematolégicas, nutricionais e fisioldgicas. A dieta com 8,8% de Spirulina
foi a mais eficiente, apresentando respostas equivalentes ao controle e superiores aos

demais.
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ARTIGO 2 - INFLUENCIA DE DIETAS COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE
Spirulina NO DESENVOLVIMENTO CORPORAL E PERFIS LIPIDICO E
GLICIDICO DE RATOS WISTAR

Spirulina € uma cianobactéria que vem sendo produzida e estudada devido as suas
propriedades nutricionais e benéficas a saude. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
influéncia de dietas acrescidas de diferentes concentracdes de Spirulina LEB-18 no
desenvolvimento corporal e nos perfis lipidico e glicidico de ratos Wistar. No presente
estudo foram preparadas quatro dietas isoprotéicas (12% proteina): 1) Dieta controle
(AIN93G); 2) Dieta S1, 8,8%(w/w) de Spirulina; 3) Dieta S2, 17,6%(w/w) de Spirulina; 4)
Dieta S3, 26,4%(w/w) de Spirulina. Durante 40 dias as dietas foram distribuidas, de
acordo com o respectivo tratamento, a 24 ratos Wistar (n=6) e avaliada através de
respostas nutricionais, obtidas pelo desenvolvimento dos animais, como também por meio
do estudo bioquimico do sangue e soro. O tratamento com 8,8% de Spirulina se mostrou
equivalente ao controle, apresentando respostas mais adequadas de coeficiente de
eficiéncia alimentar, medidas de crescimento e lipidios séricos. Ja 0 S2 nao foi capaz de
promover um desenvolvimento corporal semelhante ao controle, além de elevar os niveis
de colesterol total e LDL-c, enquanto que S3 apresentou somente valores inferiores de
HDL-c, quando comparado ao controle e mostrou-se semelhante aos demais tratamentos
adicionados de Spirulina.

Palavras-chave: efeito metabdlico; ensaio bioldgico; lipidios séricos; Rattus norvegicus;

Spirulina.

INTRODUCAO

As microalgas séo fontes economicamente viaveis de proteina para uso na
alimentacdo. Destaque a cianobactéria Spirulina (Arthrospira), que contém cerca de 60
a 70% das proteinas, acidos nucléicos e aminoacidos recomendados pela FAO (Food
and Agriculture Organization) (PELIZER; DANESI & RANGEL, 2003). Contém ainda
beta-caroteno e ferro absorvivel, além de outros minerais e altos niveis de vitaminas,
compostos fendlicos, acido gama-linolénico e outros acidos graxos essenciais (BELAY;
MIYAKAWA & SHIMAMATSU, 1993). Tem sido bastante estudada devido a presenca
de compostos, como a ficocianina e compostos fendlicos, que Ihe conferem atividade

antioxidante frequentemente associada a capacidade de prevencdo e reducdo dos
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danos causados por hiperlipidemias (MIRANDA et al., 1998, ESTRADA; BESCOS &
VILLAR DEL FRESNO, 2001, BHAT & MADYASTHA, 2001; REDDY et al., 2003;
NAGAOKA et al., 2005).

Atualmente no Brasil a Spirulina é classificada como novo ingrediente e seu
consumo diario ndo deve ultrapassar 1,6g/individuo (BRASIL, 2009). Segundo Becker
(2007), entre os fatores que limitam o uso de microalgas na alimentacdo humana esta a
presenca da parede celular, a qual pode influenciar na digestibilidade e absorcéo, e
ainda o alto contetudo de acidos nucléicos, cuja ingestdo em excesso pode levar ao seu
acumulo no organismo humano com consequéncias eventualmente negativas.

A partir do limite estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(BRASIL, 2009) estabeleceu-se o objetivo desta pesquisa, que € avaliar a influéncia de
dietas acrescidas de diferentes concentracdes de Spirulina LEB-18 no desenvolvimento

corporal e nos perfis lipidico e glicidico de ratos Wistar.

MATERIAL E METODOS

Biomassa microalgal
Foi utilizada a microalga Spirulina cepa LEB-18, produzida pela
Universidade Federal do Rio Grande, Brasil (MORAIS et al., 2008).

Modelos biolégicos

24 Rattus norvegicus Wistar/UFPel, machos, recém desmamados (21 dias),
com peso médio de 70g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas,
Brasil (UFPel) foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n=6), sendo alojados em

gaiolas de arame galvanizado.

Dietas

Foram preparadas quatro dietas seguindo as determinagdes da AIN-93G
(Reeves et al.,1993), com teor protéico ajustado para 10%, sendo as fontes protéicas:
1) Dieta controle (C): caseina comercial; 2) Dieta S1: 8,8%(w/w) de Spirulina; 3) Dieta
S2: 17,6%(w/w) de Spirulina; 4) Dieta S3: 26,4%(w/w) de Spirulina (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo das dietas Controle (C), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de
Spirulina) e S3 (26,4% de Spirulina)

Ingredientes Dietas/Tratamentos

(9-kg™) C S1t S21 S3
Spirulina  LEB-18 (56%
proteina; 7,4% lipidios; - 88,0 176,0 264,0

10,7% cinzas; 9,5% fibra)

Caseina (>85% de

proteina) 120,0 50,5 1,5 -
Oleo de soja 70,0 63,5* 57,0% 50,5*
Mistura de minerais? 35,0 25 5% 16,0 6,5
Mistura de vitaminas? 10,0 10,0 10,0 10,0
L- cistina 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Farelo de trigo 50,0 43,5* 37,0* 30,5*
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0
Amido de milho® 609,5 613,5 597,0 533,0

lPara obtencdo de 10% de proteina, valor minimo necessario ao desenvolvimento de
roedores, as dietas experimentais S1 e S2 foram suplementadas com caseina;

2Preparado conforme AIN-93G (Reeves et al., 1993);

3Adicionado para completar a dieta; *Descontada a quantidade intrinseca da microalga.

A formulacgéo da dieta controle (C), apesar da recomendacéo de ingestéao de
20% de proteinas para roedores em crescimento, foi calculada a fim de apresentar 10%
deste nutriente (MILLER & BENDER, 1995; SGARBIERI, 1996; JOOD & SINGH, 2001).
E importante salientar que para obtencdo da dieta C com 10% de proteina foram
adicionados: 120g de caseina ja que essa nado se apresentava pura (>85% de
proteina), o restante dos ingredientes conforme preconizado por Reeves et al. (1996) e
o amido de milho adicionado para completar 1000g de dieta. Para formulacdo das
dietas S1, S2 e S3 o calculo foi baseado na composicdo proximal da biomassa (Tab.1),
na quantidade de ingestdo diaria por roedores (20g/rato/dia) (SOUZA-SOARES;
MACHADO & RODRIGUES, 2009) e no limite estabelecido pela ANVISA como
consumo maximo diario de Spirulina (1,6g/individuo/dia) (BRASIL, 2009).
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Métodos analiticos

A composicdo proximal da biomassa e das dietas foi determinada
conforme métodos descritos pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2000), com excecado de lipidios totais, os quais foram determinados por método de
Bligh & Dyer (1959). As fezes dos animais foram avaliadas quanto ao teor de
nitrogénio total (AOAC, 2000).

Experimento in vivo

O experimento foi realizado durante 45 dias, sendo os 5 primeiros para
adaptacdo dos animais ao ambiente. O laborat6rio permaneceu sob condi¢cbes de luz
(fotoperiodo de 12h) e temperatura (22+2°C) controladas, como também sob
renovacdo de ar por sistema de exaustdo. As dietas foram ofertadas diariamente
(20g/rato), assim como a sua pesagem remanescente para determinacdo da ingesta
diaria. O peso corporal dos animais foi registrado a cada 7 dias para avaliagdo do
ganho de peso. A execucdo do experimento seguiu as normas do Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal — COBEA e foi aprovado pela Comissdo de Etica da
Universidade Federal de Pelotas — RS, Brasil (processo n°® 23110. 008077/2009-22).

Parametros ponderais dos animais
No decorrer do experimento foi realizada pesagem diaria da dieta
remanescente no comedouro para determinacdo do consumo alimentar. Da mesma
forma o peso corporal dos ratos foi registrado semanalmente para calculo do ganho
de peso dos mesmos. Ao final do experimento os animais foram avaliados
biometricamente através do peso corporal final, comprimento vértice-cOccix,
comprimento dos membros toracicos, medida da circunferéncia abdominal, peso da
gordura corporal (mesentérica, renal e inguinal) e do figado (AGUILA; APFEL &
MANDARIM-E-LACERDA, 1997).
Avaliagao nutricional
Foram realizadas as seguintes determinagbes para avaliagdo da
qualidade das dietas em estudo: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), dado
pela razdo entre o ganho de peso e a quantidade total de dieta ingerida durante o
experimento; Quociente de Eficiéncia Protéica (PER), calculado através da razao
entre ganho de peso e a quantidade total de proteina consumida e Digestibilidade
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Lipidica Aparente (DAjpica), Obtida através do calculo: [lipidio ingerido — lipidio
excretado nas fezes/lipidio ingerido]100 (SGARBIERI, 1996).

Andlise bioquimica do sangue e soro

Ao término do experimento, ap0s 0s animais serem submetidos a um
jejum de 12h, foi realizada sedagdo em campula com éter etilico, sendo
imediatamente feita coleta de sangue por puncdo cardiaca. Imediatamente a
sedacéo, aliquotas de sangue foram destinadas a determinacdo de glicemia direta
em glicosimetro ACCUTREND GCT (Laboratérios Roche do Brasil®) e o restante
centrifugado a 1000g x 15 min a 4°C, em tubos de ensaio, para obtengédo do soro
que foi congelado a -18°C (LEMOS, 1999) para posterior analise em avaliador
bioguimico LabMax 240 (LABTEST DIAGNOSTICA S.A)).

Analise estatistica
Foram realizadas Analises de Variancia (ANOVA), seguidas do teste de
Tukey para comparacao entre as médias num nivel de significancia de 5% (p<0,05),

utilizando-se o software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se compararem as respostas dos parametros ponderais e nutricionais
dos tratamentos com Spirulina (S1, S2 e S3) com as do controle (C) (Tab. 2) pode-
se verificar que: S3 ndo apresentou diferenca em relacdo aos parametros
analisados; S2 apresentou valores inferiores de peso final, ganho de peso, consumo
alimentar total e medidas de vértice-coccix, circunferéncia abdominal e coeficiente
de eficiencia alimentar (CEA); o consumo alimentar do tratamento S1 foi
significativamente menor (p<0,05); ndo houve diferenca significativa quanto a
digestibilidade lipidica aparente (DAjipidica)-

Observa-se ainda que, entre os trés tratamentos com Spirulina, 0s
animais do grupo S2 apresentaram peso final, ganho de peso, veértice-coccix,
membros toracicos, e circunferéncia abdominal e CEA inferiores (p<0,05) aos

animais do grupo S1.
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Tabela 2. Respostas ponderais e nutricionais de ratos Wistar alimentados por 40
dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de Spirulina), S3
(26,4% de Spirulina)

Tratamentos

C S1 S2 S3

Peso inicial (g)* 70,65+11,15*  70,33+7,10% 68,33+8,80% 73,65+7,10°%
Peso final (g) 253,33+27,35% 263,65+20,00° 200,35+19,25° 232,65+14,50%
Ganho peso (g)  182,65+35,00 175,33+20,90° 134,33+14,05° 156,15+15,75%

Consumo total
alimentar ()

Consumo diéario

622,10+22,30° 573,45+26,60° 575,85+30,25° 654,25+24,00%

o 02 50,45+2,35°  101,33+5,30° 172,70+6,30¢
Spirulina (g)
zgt)'fe'cocc'x 20,85£0,80*  20,98+0,35  19,60+0,85°  20,25:0,80%
Membros 13,30+0,65®  13,35+0,40°  12,55+0,40°  13,15+0,40%
toracicos(cm)?

Circunferéncia
abdominal (cm)
Gordura total

16,10+1,05° 16,00+0,85% 13,9520,65" 14,95%1,15%

(9)/peso 0,023+0,017* 0,023+0,016* 0,020+0,008%° 0,020+0,013%
corpéreo(q)

CEA 0,28+0,05% 0,32+0,04° 0,23+0,042 0,22+0,032
DA (ipidica) 78,25+3,55  75,60+3,50°  69,45+3,55° 75,25+3,70%

Média de 6 repeticdes +desvio padrao;

Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenca significativa entre as dietas pelo teste
de Tukey (p=<0,05);

*Apos 5 dias de adaptacao

CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;

PER: quociente de eficiéncia protéica;

DA(lipidica). digestibilidade lipidica aparente.

O tratamento S3 mostrou-se semelhante ao S1 e S2. Contudo, o
tratamento com 8,8% (w/w) de Spirulina apresentou resultados mais proximos aos
do grupo controle. Apesar de o consumo ter sido inferior no tratamento S1, este
diferiu positivamente dos demais (p<0,05) quanto ao Coeficiente de Eficiéncia
Alimentar (CEA), demonstrando melhor conversdo do alimento ingerido. Segundo
Chaud, Sgarbieri & Vicente (2008) a reducao da eficiéncia alimentar ocorre devido a
diminuicdo metabdlica do organismo frente a determinada dieta, causando

estagnacéo ou reducdo do peso corporal. Mitchell et al. (1990), apds tratarem ratos
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Wistar machos durante 60 dias para avaliar o efeito de diferentes concentracdes
(0%; 2,7%; 10,7%; 18,7% e 26,7%) de Spirulina maxima sob os niveis de vitaminas
A e E constataram que o CEA foi inversamente proporcional a ingestdo da
biomassa.

De acordo com Vieira & Bion (1998) proteinas originadas de diferentes
misturas e usadas em diferentes propor¢cdes podem resultar em variacbes nas
concentracfes de aminoacidos limitantes, os quais interferem na eficiéncia de sua
utilizacdo pelo homem e animais. Rogatto et al. (2004) analisaram uma dieta com
17% de Spirulina em substituicao total a proteina da dieta controle (caseina) em ratos
machos jovens Wistar durante cinco semanas e obtiveram CEA de 0,21, valor este
semelhante ao que se encontrou nos tratamentos com 17,6% e 26,4% de Spirulina
(0,23 e 0,22; respectivamente).

Proteinas de menor qualidade ou combinacéo de diferentes proteinas que
apresentam deficiéncias em aminoacidos essenciais serdo preferencialmente
destinadas a vias metabdlicas de catabolismo. Apds a degradacdo das proteinas
ingeridas em seus aminoacidos no trato gastrintestinal, estes alcancam o figado
através da corrente sanguinea. Chegando ao figado, o primeiro passo no catabolismo
dos aminoacidos € a remoc¢ao dos grupos amino através da acdo de transaminases,
resultando na formacgédo de glutamato e unidades de trés e quatro atomos de carbonos
(a-cetoacidos). Estes esqueletos carbbénicos provenientes da desaminacdo dos
aminoacidos sdo convertidos em glicose, através da gliconeogénese, a qual podera
ser utilizada para suprir as necessidades energéticas das células ou ser armazenada

na forma de &acidos graxos através do metabolismo hepético (LEHNINGER, 2006).

A hiperlipidemia caracteriza-se por uma série de disturbios ocasionados
pelo excesso de substancias, dentre estas o colesterol, triacilgliceréis e lipoproteinas
do plasma sanguineo, como HDL (lipoproteina de alta densidade), LDL (lipoproteina
de baixa densidade) e VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa), sendo um
importante fator de risco no desenvolvimento de doencas cardiacas e de
arteriosclerose. Comparando-se os tratamentos com Spirulina (S1, S2 e S3) ao
controle (C) observa-se que o S1 nao diferiu significativamente; S2 causou niveis de
colesterol total e LDL-c mais elevados (p<0,05); S3 resultou em HDL-c inferior
(p=<0,05). Os tratamentos n&o diferiram quanto aos triacilglicerdis e glicose sanguinea
(Tab.3).
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Tabela 3. Respostas dos niveis bioquimicos do sangue de ratos Wistar alimentados
por 40 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de Spirulina),
S3 (26,4% de Spirulina)

Tratamentos
Determinacéao

C S1 S2 S3

Colesterol

1 70,15+8,49% 64,50+10,83% 88,83+3,90° 64,50+11,15%
total (mg.dL™)

(Hn?g'- i 3050+3.70°  28.15+3.90®  34,16+1,72° 23 65+2,33
LDL a a b ab
(ma.dL 23.15+9.05 20,65+12,20 39,15+3.15 27 35+4.85

LDL/HDL 0,75+0,30% 0,70+0,35° 1,14+0,15° 1,15+0,20%
VLDL a . a a
(ma.dL 16,60,6,65 15,50+6,15 15,56+4,27 13.26+5,34

(Trggcélf_'l')cero's 70,95+1655°  77,50+30,70°  78,00+21,30°  66,35+26,75
(Grl:godsﬁl) 107,33+2530° 9950+1525°  88,00+17,95°  98.83+2091%

Média de 6 repeticdes +desvio padrao;
Letras distintas em uma mesma linha indicam diferenga significativa entre as dietas pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Se for tomado como referéncia o valor médio de colesterol total (46mg.dL™)
em Rattus norvegicus sadios descrito por Mitruka & Rawnsley (1981), os tratamentos
S1 e S3 apresentam as melhores respostas. Vilela, Sgarbieri & Alvim (2000), ao
avaliarem os niveis séricos de lipidios em ratos Wistar, com 21 dias, sob acdo de uma
dieta com extrato protéico de leveduras em substituicdo a caseina, constataram que
esta (58mg.dL™ de colesterol total) se comportou semelhantemente ao controle com
caseina (60mg.dL™* de colesterol total). Marco (2008), em seu estudo sobre a
biodisponibilididade de nutrientes em multimisturas, obteve respostas de colesterol total
préximas as encontradas nos grupos S1 e S3. No mesmo estudo 0s animais que
consumiram uma multimistura com adicao de farelo de arroz e Spirulina apresentaram
64,5mg.dL™ de colesterol total.

Denardin et al. (2009) encontraram 62,67 e 72,93mg.dL™ de colesterol total

em ratos Wistar alimentados com dieta com arroz e macarrdo em substituicdo a
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caseina, respectivamente. Bertolin et al. (2009), autores que estudaram o efeito da S.
platensis no perfil lipidico de ratos Wistar, ndo encontraram alteracéo significativa ao
tratar os animais com dieta hipercolesterolémica acrescida de Spirulina por 60 dias,
sugerindo que a microalga associada a uma dieta rica em colesterol ndo altera os
niveis lipidicos. Assim como para o colesterol total, os valores para LDL-c também se
apresentaram elevados (p<0,05) nos animais do tratamento S2, ou seja, houve
propor¢céo entre os valores, fato esperado uma vez que essa fracao representa cerca
de dois tercos do colesterol total (MILLER, 1993).

Bertolin et al. (2009) ndo avaliaram os niveis de LDL-c individualmente e sim
em somatério ao valor de VLDL-c, obtendo 60,1mg.dL™. Ao somar-se os resultados
obtidos de LDL-c e VLDL no presente estudo encontra-se os seguintes valores: 39,75;
36,15; 54,71 e 40,61mg.dL™ para C, S1, S2 e S3, respectivamente. Estes valores,
guando calculados os seus percentuais em relagdo ao do colesterol total, mostram
indices de 56,7 % (dieta controle), 56,0 %( S1), 61,6% (S2) e 62,8 % ( S3) em relacdo
aos mesmos, permitindo uma resposta mais harménica entre as dietas. Assemelham-
se aos obtidos por Bertolin et al. (2009) para as dietas fornecidas durante 30 e 60 dias,
respectivamente, que foram 61,5 e 76,7 % (controle), 34,6 e 69,5 % (hiperlipidica com
5% de colesterol) e 41,8 e 60,7 % (hiperlipidica com 5% de Spirulina), indicando, nas
respostas , o efeito da duracdo do experimento, e que a presenca de Spirulina na dieta
hiperlipémica, em funcdo deste, ndo foi efetiva. Evidenciam, também, a tendéncia
hiperlipémica das dietas contendo caseina.

Na patogénese da aterosclerose, a lipoproteina de alta densidade (HDL-c)
apresenta um importante papel protetor, pois transporta o excesso de colesterol das
artérias e corrente sanguinea até o figado onde é metabolizado e eliminado sob a forma
de &cidos e sais biliares (VAZ et al., 2006; DUARTE et al., 2009). Na Tab. 3 observa-se
gue o tratamento com maior percentual de Spirulina (S3) apresentou niveis de HDL-c
inferiores (p<0,05) ao controle. Bertolin et al. (2009) encontraram niveis de HDL-c igual a
12,3mg.dL™ nos animais do grupo controle e 32,3mg.dL™ nos animais alimentados com
dieta hipercolesterémica acrescida de Spirulina.

De forma semelhante ao que foi relatado anteriormente, em relacdo aos
valores de colesterol total, os dados para colesterol HDL deste trabalho, quando
considerados seus percentuais indicam 43,5% (C), 43,6% (S1), 36,5% (S2) e 36, 6%
(S3) assemelhando-se aos de Bertolin, 2009, que foram, respectivamente 38,9 e 19,7%
(c) ,56,7 e 27,5 (hiperlipidica) e 45,6 e 32,5 % (hiperlipidica + 5% de Spirulina). Estes
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valores , quando calculados os seus percentuais em relagdo aos de colesterol total,
mostram indices de 56,7 % (dieta Controle), 56,0 % (S1), 61,6% (S2) e 62,8 % (S3) em
relacdo aos mesmo. Vilela, Sgarbieri e Alvim (2000) relatam que uma dieta com extrato
protéico de leveduras em substituicdo a caseina, comportou-se semelhantemente (45
mg.dL™) & com caseina (50mg.dL™) quanto ao teor de HDL-c presente no soro de ratos
Wistar.

Embora, ainda ndo tenha sido determinada a relacdo LDL/HDL ideal para
roedores e o valor estipulado para humanos nédo possa ser comparado diretamente,
convenciona-se que esta relacdo deva ser a menor possivel para indicar uma
caracteristica benéfica. O tratamento S1 apresentou relacdo LDL/HDL inferior (p<0,05) a
S2 e S3. Contudo, as trés dietas acrescidas de Spirulina comportaram-se de forma
semelhante a dieta controle, como também apresentaram valores superiores aos
encontrados por Silva (2009). O autor citado, ao avaliar biologicamente uma dieta & base
de leite caprino, encontrou 0,43 e 0,30 mg.dL™ em ratos fémeas Wistar alimentados com
dietas controle e experimental, respectivamente. Triacilglicerdis sdo os lipidios presentes
em maior quantidade na alimentacao e constituem a forma de armazenamento de todo o
excesso de nutrientes, seja carboidrato, proteina ou o préprio lipidio, representando a
maior reserva energética dos mamiferos (VAZ et al., 2006).

Os tratamentos C, S1, S2 e S3 nédo diferiram quanto aos niveis de
triacilgliceréis, sendo estes apresentados numa faixa de 66,35 a 78,00mg.dL™. De
acordo com dados preconizados pela equipe do Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sédo Paulo (FMUSP, 2010) triacilgliceréis devem estar
presentes no soro de Rattus norvegicus sadios em torno de 66,35 & 78,00mg.dL™. Nos
trabalhos de Marco (2008) e Bertolin (2009), citados anteriormente, foram encontrados
61,00 e 165mg.dL™, respectivamente.

Os valores encontrados para glicose sanguinea apresentaram-se entre 88,00
e 107,33mg.dL™?, ndo revelando diferenca significativa entre os tratamentos. Mitruka &
Rawnsley (1981); Harkness & Wagner (1993) sugerem que Rattus norvegicus devem
apresentar niveis glicémicos entre 50 e 135mg.dL™ para serem considerados sadios,
portanto todos os tratamentos obtiveram respostas de acordo com o recomendado.
Rogatto et al. (2004) avaliaram a influéncia de uma dieta com 17% de Spirulina sobre o
metabolismo de ratos exercitados e obtiveram 73 e 117mg.dL™ de glicose sanguinea

para 0s animais em repouso e exercitados, respectivamente. Ratos alimentados com
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multimistura (farelo de arroz + Spirulina) durante 42 dias apresentaram, em média,
88,7mg.dL™ de glicemia (MARCO, 2008).

A utilizacdo da Spirulina como alimento tem sido bastante discutida na
literatura devido ao fato de ser boa fonte de proteina, vitaminas, minerais e acidos
graxos poliinsaturados (ROGATTO et al., 2004; AMBROSI et al., 2008). Segundo Colla;
Muccilo-Baisch & Costa (2008) a presenca de compostos antioxidantes, como
ficocianina, compostos fendlicos, e acidos graxos poliinsaturados podem ser o0s
principais responsaveis pela diminuicdo dos niveis lipidicos. A capacidade antioxidante
de extratos de Spirulina foi
avaliada por Miranda et al. (1998) no plasma de ratos Wistar adultos, os quais
receberam uma dose diaria de 5mg/dia do extrato por 2 e 7 semanas. Os autores
consideraram que as quantidades de acidos fendlicos, a-tocoferol e [p-caroteno

presentes na Spirulina foram responsaveis pela reducéo dos niveis lipidicos dos animais.

CONSIDERACOES FINAIS

Ao se analisar, de forma geral, as respostas obtidas nos tratamentos C, S1,
S2 e S3, verifica-se que as diferentes concentracdes de Spirulina cepa LEB-18 (8,8, 17,6
e 26,4%) agiram diferentemente sobre o desenvolvimento corporal e niveis bioquimicos
determinados. O tratamento com 8,8% de Spirulina se mostrou equivalente ao controle,
apresentando respostas mais adequadas de CEA, medidas de crescimento e lipidios
séricos. JA o S2 ndo foi capaz de promover um bom desenvolvimento corporal
comparativamente ao controle, além de elevar os niveis de colesterol total e LDL-c,
enquanto que S3 apresentou somente valores inferiores de HDL-c, quando comparado

ao controle (p<0,05).
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ARTIGO 3 - Spirulina COMO FONTE PROTEICA NA RECUPERACAO
NUTRICIONAL DE RATOS Wistar

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos da Spirulina como fonte de proteina durante
a recuperacao nutricional de ratos submetidos a desnutricdo protéica. Para inferir sobre
este efeito, foram analisadas respostas referentes ao desenvolvimento corpora, perfil
bioquimico do soro e hemograma dos animais em estudo. Nesta pesquisa, 23 Rattus
norvegicus Wistar/UFPel, numa primeira fase (desnutricdo), receberam uma dieta
aprotéica (AIN-93G adaptada) durante 10 dias. Apds este periodo os animais foram
separados em 4 grupos de acordo com a fonte protéica (fase de recuperacéo): Controle
(C), caseina 12%; Spirulina nivel | (S1), 8,8% de Spirulina + 5,0% de caseina; Spirulina
nivel Il (S2), 17,6% de Spirulina + 0,15% de caseina e Spirulina nivel Il (S3), 26,4% de
Spirulina. A fase de recuperacéao (fase Il) durou 30 dias, sendo monitorado, diariamente o
consumo de dieta e semanalmente o peso corporal dos animais, em ambas as fases. O
tratamento S1 apresentou maiores valores de CEA e PER (p<0,05). As diferengas
significativas entre os tratamentos ocorreram, principalmente, nos niveis de lipidios
séricos, sendo observado que a dieta S2 causou um maior aumento destas respostas
(p<0,05). Contudo, estes resultados demonstram que as diferentes concentracdes de
Spirulina LEB-18 permitiram a recuperacao nutricional dos animais.

Palavras-chave: desnutricdo protéica; ratos; recuperacao nutricional; Rattus norvegicus;

Spirulina.

INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 30% da
populacdo mundial é subnutrida e 40.000 criancas morrem a cada dia devido a
desnutricdo e doencas relacionadas (WHO, 2007). No Brasil, segundo dados
apresentados pela Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) em duas décadas, o
Nordeste, regido do pais mais afetada pela caréncia nutricional, teve uma reducao de
mais de trés vezes nos indices de desnutricdo em criangcas de cinco a nove anos, no
entanto este problema permanece, comprometendo o desenvolvimento destas criangas
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2010).

Seja qual for a causa da desnutricdo, o organismo gera respostas conforme
o tempo em que é submetido a caréncia de nutrientes. De acordo com Rogatto et al.



71

(2004), a utilizacdo de substratos energéticos diminui 0 gasto energético quando a
ingestdo de energia € reduzida. Esta automodulacdo entre consumo e gasto € mantida
até um momento em que 0 gasto energético ndo pode mais ser compensado pela
ingestao insuficiente. Dessa forma, 0 organismo utiliza-se de suas reservas de gordura, 0
gue resulta em perda de tecido adiposo e peso corporal.

Os metabolismos de carboidratos e proteinas também sofrem com a caréncia
nutricional, apresentando reducdo dos estoques de glicogénio e proteinas no muasculo e
figado. Ao mesmo tempo, podem ser observadas maiores concentracfes de lipidios
hepéticos em funcéo da deficiéncia do transporte de gorduras. As alterac6es metabdlicas
geradas pela insuficiéncia protéica podem ser as mais diversas possiveis no organismo,
desde uma reducdo do peso corporal até uma diminuicdo do sistema imunologico
(QUEVEDO et al., 2002).

Segundo Alves; Voltarelli & Mello (2005) ha décadas a desnutricdo protéica
vem preocupando autoridades ligadas aos setores de salde publica, principalmente a
OMS, cujos técnicos tém debatido a descoberta e 0 emprego de novas fontes protéicas
bem como as normas a serem seguidas para seu uso na alimentacdo humana. Nesse
sentido micro-organismos tém sido constantemente estudados como possiveis fontes
protéicas. Cianobactérias como fonte de proteina tem certas vantagens sobre a utilizacao
frente a outros micro-organismos devido ao seu rapido crescimento e quantidade e
qualidade da proteina (MOLINA; BERLARBI & ACIEN-FERNANDEZ, 2002).

Dentre as microalgas, a do género Spirulina (Arthrospira) contém cerca de
60 a 70% das proteinas, acidos nucléicos e aminoacidos recomendados pela FAO (Food
and Agriculture Organization) (PELIZER; DANESI & RANGEL, 2003). Contém ainda beta-
caroteno e ferro absorvivel, além de outros minerais, e altos niveis de vitaminas,
compostos fendlicos, acido gama-linolénico e outros acidos graxos essenciais (BELAY;
MIYAKAWA & SHIMAMATSU, 1993; VON DER WEID; DILLON & FALQUET, 2000).

Atualmente, no Brasil, a Spirulina é classificada como novo ingrediente e seu
consumo diario ndo deve ultrapassar 1,6g/individuo (BRASIL, 2009). O FDA (Food and
Drug Administration), apés classificar esta microalga como GRAS (Generally Recognized
as Safe), sugere uma média de ingestao diaria igual a 3g/individuo (FDA, 2003). Segundo
Becker (2007), entre os fatores que limitam o uso de proteina unicelular na alimentacao
humana esta a presenca da parede celular, a qual pode influenciar na digestibilidade e
absorcao, e ainda o alto conteudo de &cidos nucléicos, cuja ingestdo em excesso pode

levar ao acumulo no organismo humano com conseqiiéncias eventualmente negativas.
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A presente pesquisa foi delineada para avaliar os efeitos da Spirulina na
recuperacgdo nutricional de ratos submetidos a desnutricdo protéica, sobre o crescimento

e aspectos bioquimicos e hematologicos do sangue.

MATERIAL E METODOS

Biomassa microalgal
Foi utilizada a microalga Spirulina cepa LEB-18, produzida pela Universidade
Federal do Rio Grande, Brasil (MORAIS et al., 2008).

Modelos bioldgicos
Foram utilizados 23 Rattus norvegicus Wistar/UFPel, machos, recém
desmamados (21 dias), com peso médio de 70g, gentiimente cedidos pelo Biotério

Central da Universidade Federal de Pelotas, Brasil (UFPel).

Dietas

Cinco dietas (Tab. 1), baseadas na formulacdo para roedores em crescimento
(AIN93G) descrita por Reeves et al. (1993), foram preparadas semanalmente no
Laboratério de Processamento de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
da UFPel: Dieta controle (C): AIN93G adaptada para 10% de proteinas; Dieta aprotéica
(A): sem adicao de proteina; Dieta S1: 8,8% (w/w) de Spirulina; Dieta S2: 17,6% (w/w) de
Spirulina e Dieta S3: 26,4% (w/w) de Spirulina. A formulacéo da dieta controle (C), apesar
da recomendacédo de ingestdo de 20% de proteinas para roedores em crescimento, foi
calculada a fim de apresentar 10% deste nutriente (MILLER & BENDER, 1995;
SGARBIERI, 1996; JOOD & SINGH, 2001). E importante salientar que para obtencdo da
dieta C com 10% de proteina foram adicionados: 120g de caseina jA que essa hao se
apresentava pura (>85% de proteina), o restante dos ingredientes conforme preconizado
por Reeves et al. (1996) e o amido de milho adicionado para completar 1000g de dieta.
Para formulacéo das dietas S1, S2 e S3 o célculo foi baseado na composi¢ao proximal da
biomassa (Tab.1), na quantidade de ingestdo diaria por roedores (20g/rato/dia) (SOUZA-
SOARES; MACHADO & RODRIGUES, 2009) e no limite estabelecido pela ANVISA como
consumo maximo diario de Spirulina (1,6g/individuo/dia) (BRASIL, 2009).
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Experimento in vivo

O experimento foi realizado durante 45 dias, sendo os 5 primeiros para
adaptacdo dos animais ao ambiente. Ao término do periodo de adaptacdo os animais
foram pesados e deu-se inicio a FASE | do experimento (desnutricdo). Nesta fase cada
animal recebeu diariamente 20g de dieta aprotéica (A) e agua ad libitum durante 10 dias
consecutivos. Apds este periodo os animais foram pesados e redistribuidos por sorteio
em quatro grupos: C (n=6); S1 (n=5); S2 (n=6) e S3 (n=6), dando inicio a FASE II. Nesta
fase, que compreendeu 30 dias de estudo, cada rato recebeu diariamente 20g da
respectiva dieta com adicdo de proteina, visando a recuperacgéo nutricional. Durante todo
0 ensaio in vivo os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas de aco inoxidavel e o
laboratorio permaneceu sob condicdes de luz (fotoperiodo de 12h) e temperatura
(22+2°C) controladas, como também sob renovacdo de ar por sistema de exaustao.
Semanalmente foi realizado rodizio da posicdo das gaiolas, para uniformizar as condi¢des
ambientais. A execucdo do experimento seguiu as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA , tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica da
Universidade Federal de Pelotas — RS, Brasil (processo n® 23110. 008077/2009-22).

Parametros ponderais dos animais

No decorrer do experimento (Fases | e ll) foi realizada pesagem diaria da
dieta remanescente no comedouro para determinacédo do consumo alimentar. Da mesma
forma o peso corporal dos animais foi registrado semanalmente para avaliagdo do ganho
de peso dos mesmos. Ao final do experimento os animais foram avaliados
biometricamente através da medida do peso corporal, comprimento vértice-céccix,
comprimento dos membros toracicos, medida da circunferéncia abdominal, peso da
gordura corporal (mesentérica, renal e inguinal) e do figado (AGUILA; APFEL &
MANDARIM-DE-LACERDA, 1997).

Andlise das dietas e fezes

As dietas e fezes dos animais recuperados de todos 0s grupos tiveram seus
teores protéicos determinados, em triplicata, através do método Kjeldahl (AOAC, 2000).
O fator utilizado para converséao do nitrogénio foi 6,25 para todas as amostras. As fezes

analisadas foram coletadas durante os sete ultimos dias do experimento.
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Tabela 1. Formulacdo das dietas C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de
Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina) e A (aproteica)

Dietas/Tratamentos

Ingredientes (g.kg™) c st sz S3 A

Spirulina LEB-18 (56% proteina; 7,4%
lipidios; 10,7% cinzas; 9,5% fibra)

- 88,0 176,0 264,0 -

Caseina (>85% de proteina) 120,0 50,5 15 - -
Oleo de soja 70,0 63,5+ 57,0+ 50,5* 70,0
Mistura de minerais?2 35,0 25,5 16,0 6,5* 35,0
Mistura de vitaminas? 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L- cistina 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Farelo de trigo 50,0 435 37,00 30,5 50,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Amido de milho3 609,5 6135 597,0 533,0 729,55

1Para obtencdo de 10% de proteina, valor minimo necesséario ao desenvolvimento de
roedores, as dietas experimentais S1 e S2 foram suplementadas com caseina;

2Preparado conforme AIN-93G (Reeves et al., 1993);

SAdicionado para completar a dieta;

*Descontada a quantidade intrinseca presente na microalga.

Avaliacao nutricional
Foram realizadas as seguintes determinacfes para avaliacdo da qualidade
protéica das dietas em estudo: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA), dado pela
razao entre o ganho de peso (g) e a quantidade total de dieta ingerida durante o
experimento (g); e Quociente de Eficiéncia Protéica (PER), calculado através da razéo
entre ganho de peso (g) e a quantidade total de proteina consumida (g) (SGARBIERI,
1996).

Andlise hematoldgica e bioquimica

Ao término do experimento, apds 0s animais serem submetidos a um jejum
de 12h, foi realizada sedacdo em campula com éter etilico, sendo imediatamente feita
coleta de sangue por puncéo cardiaca. Cerca de 1mL do sangue foi disposto em
eppendorf com anticoagulante EDTA e destinado para analise de hemograma em
contador hematolégico automatico (POCH-100iVDiIFF, SYSMEX®); o restante
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centrifugado a 1000g x 15 min a 4°C em tubos de ensaio para obtenc&o do soro que foi
armazenado a -18°C (LEMOS, 1999) para posterior andlise em avaliador bioquimico
LabMax 240 (LABTEST DIAGNOSTICA S.A)).

Andlise estatistica
Foram realizadas andlises de variancia (ANOVA), seguidas do teste de
Tukey para comparacdo entre as meédias num nivel de significancia de 5% (p=<0,05),

utilizando-se o software Statistica 7.0 (Statsoft, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme visto na Tab. 2, ap@s periodo de desnutricdo (Fase I), os ratos dos
diferentes grupos apresentaram pesos iniciais proximos, evidenciando uma distribuicéo
uniforme entre 0s quatro tratamentos para posterior recuperacao protéica (Fase II).
Pesos finais e ganhos de peso total também nédo apresentaram diferenca significativa.

Em relacdo ao consumo alimentar observa-se que o grupo S3 apresentou

valores superiores ao C (p<0,05), no entanto diferiu negativamente quanto ao PER.
Apesar de o consumo ter sido inferior no tratamento S1, este diferiu positivamente
dos demais (p<0,05) quanto ao CEA e PER, demonstrando melhor eficiéncia.
Segundo Chaud; Sgarbieri & Vicente (2008) a reducao da eficiéncia alimentar ocorre
devido a diminuicdo metabdlica do organismo frente a determinada dieta, causando
estagnacédo ou reducao do peso corporal.

Mitchell et al. (1990), apos tratarem ratos Wistar machos durante 60 dias

para avaliar o efeito de diferentes concentracdes (0%; 2,7%; 10,7%; 18,7% e 26,7%)
de S. maxima sob os niveis de vitaminas A e E, constataram que o CEA foi
inversamente proporcional a ingestdo da biomassa. Rogatto et al. (2004) analisaram
uma dieta com 17% de Spirulina em substituicdo total a proteina da dieta controle
(caseina) em ratos machos jovens Wistar durante cinco semanas e obtiveram CEA
de 0,21, valor este semelhante ao encontrado nos tratamentos com 17,6% e 26,4%
de Spirulina (0,23 e 0,22; respectivamente) neste trabalho. De acordo com Vieira &
Bion (1998) proteinas originadas de diferentes misturas e usadas em diferentes
propor¢cdes podem resultar em variacbes nas concentracdes de aminoacidos

limitantes, os quais interferem na sua eficiéncia e utilizacdo pelo homem e animais.
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Tabela 2. Respostas ponderais e nutricionais de ratos Wistar desnutridos apés
recuperacdo por 30 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2 (17,6% de
Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina)

Tratamentos*
Determinacéo
C S1 S2 S3
Peso inicial (g)** 56,00+7,80% 54,40+4,95% 56,33+3,90? 54,65+13,30%
Peso final (g) 189,35+11,50* 200,00+40,65* 165,00+12,25* 188,00+15,45%

Ganho de peso (g) 118,35+13,30° 130,00+34,35* 97,00+11,20* 117,00+14,10°

Consumo ab b ac c
_ 407,95+46,20°° 439,20+66,40° 560,65+16,60* 626,45+34,30
alimentar (g)

Vértice-cocceix
19,30+0,90% 19,90+1,15% 19,35+0,60% 20,05+1,15?
(cm)
Membros toracicos
(cm) 12,35+0,70% 12,30+0,85% 11,65+1,05% 12,50+0,80%
cm

Circunferéncia b b
_ 13,75+0,70% 14,90+1,15 12,50+1,00% 12,60+1,15%
abdominal (cm)

Gordura

0,012+0,005*  0,022+0,013*  0,020+0,007*  0,019+0,008%
corporal/peso
Figado/peso 0,035+0,004*  0,035+0,002*  0,030+0,006* 0,033+0,001?*
CEA 0,18+0,01% 0,25+0,05° 0,15+0,02% 0,17+0,01%
PER 2,10+0,13% 2,750,40° 2,00+0,25% 1,60+0,15°

Média + desvio padrao;
Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de
Tukey (p<0,05);
* Tratamentos C, S2 e S3 (n=6), S1 (n=5);
*Apos 5 dias de adaptacao.

O tratamento S1 diferiu (p<0,05) ainda dos demais adicionados de
Spirulina em relagéo a circunferéncia abdominal, apresentando valores superiores,
no entanto foi semelhante ao tratamento controle. Apesar do tratamento S1 ter
apresentado maiores valores para circunferéncia abdominal, nao diferiu
significativamente quanto a relacdo de gordura corporal por peso corpéreo,
demonstrando ndo ter havido acumulo de tecido adiposo na regido abdominal

induzido pelo consumo da alga e do 6leo de soja utilizado na elaboragédo das dietas
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(Tab. 1). Os grupos ndo apresentaram diferenca significativa também entre os
demais parametros ponderais (comprimento do vértice-coccix, medida dos membros
toracicos e relacao peso figado/peso corporeo).

Apéds 5 semanas de estudo com ratos Wistar machos alimentados com
Spirulina, Rogatto et al. (2004) encontraram valores médios de veértice-coccix iguais
a 24,6¢cm. Silva (2009) obteve medidas dos membros toracicos em torno de 11,90cm
para ratos fémea Wistar alimentados com a AIN93G. A fim de verificar algum dano
hepatocelular proveniente da dieta determinou-se a relacdo peso figado (g)/peso
corpéreo (g), obtendo-se valores na faixa de 0,033+0,003 — 0,034+0,003, os quais
nao apresentaram diferenca significativa e estdo em acordo com outros estudos
(CABALLERO-CORDOBA, 1997; SHONS et al., 2009; SILVA, 2009). De forma geral,
0os resultados apresentados na Tab. 2 evidenciam que a dieta com menor
guantidade de Spirulina, apesar de um menor consumo, apresentou respostas
nutricionais mais elevadas e consequentemente maiores valores nas respostas
relacionadas ao desenvolvimento dos animais, mesmo quando nao significativos.

Biomassas microalgais possuem elevados teores de acidos nucléicos, os
quais tém sido relatados como cerca de 4-6%. Devido & inabilidade do organismo
humano para metabolizar o acido Urico proveniente do metabolismo das purinas, 0
aumento no consumo de acidos nucléicos pode levar a altos niveis de acido Urico no
soro. Assim, podendo promover o aparecimento de enfermidades como a gota
(BECKER, 1988; ARAUJO; FACCHINETTI & SANTOS, 2003).

Os valores para acido arico (Tab. 3), se for tomada como referéncia a
faixa de variacdo 1,2 — 7,5mg.dL™ descrita como padrdo para ratos (MITRUKA &
RAWNSLEY, 1981), estdo todos dentro da faixa de normalidade. Da mesma forma,
quando comparado a valores obtidos (1,77 mg.dL™) em estudo com ratos machos
Wistar por Vilela; Sgarbieri & Alvim (2000).

A fracdo de nitrogénio n&o protéico no soro ou No sangue € composta por
todas as substancias nitrogenadas que ndo sejam proteinas. Seu principal
componente é a uréia, a qual é sintetizada no figado a partir da amonia derivada
predominantemente de proteinas e aminoacidos, sendo o recurso mais utilizado

para avaliagdo do funcionamento renal de mamiferos (DEVLIN, 2007).
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Tabela 3. Respostas dos niveis bioquimicos do sangue de ratos Wistar desnutridos
apos recuperacao por 30 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de Spirulina), S2
(17,6% de Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina)

Tratamentos*
Determinacéao
C S1 S2 S3
Acido drico 1,55+1,00% 1,90+0,90° 1,300,90° 1,4041,45°
(mg.dL™)

Uréia(mg.dL™)  69,00+10,70° 66,20+23,70° 66,65+14,40° 55,50+8,00%

Creatinina abe b . ab
) 0,32+0,05 0,37+0,04 0,27+0,04 0,38+0,06
(mg.dL™)
Proteinas be b . .
_ 6,10+0,15 6,60+0,25 5,85+0,50 5,85+0,30
totais (g.dL™)
Albumina
) 3,22+0,15% 3,45+0,15% 3,20+0,30% 3,17+0,20%
(g.dL™)
AST(u/L) 33,15+13,60°% 32,20+7,50% 47,33+34,20% 32,00+7,95?%
ALT (u/L) 392,504276,85% 424,20+242,45% 296,15+202,30° 232,85+111,45%
Glicose
L 68,00+15,45? 83,20+18,80°% 65,85+9,80% 69,00+22,652
(mg.dL™)
Colesterol 103,50+10,50°

80,50+14,65% 74,00+18,45% 86,85+11,95%

total (mg.dL™)

HDL(mg.dL™) 32,85+3,50% 29,80+6,10% 35,65+4,05% 31,35+3,70%
LDL(mg.dL™) 29,50+£10,70°  30,25+15,60*°  51,95+6,70 40,80+8,35%
LDL/HDL 0,85+0,23% 0,95+0,35% 1,45+0,25" 1,30+0,15%

VLDL(mg.dL™) 17,85+4,60° 13,95+2,60° 16,10+5,30° 14,7045,30°
Triacilgliceréis

(mg.dL™)

Ferro(ug.dL™) 93,33+13,25% 116,40+28,35° 93,15+52,25% 79,85+17,15%

89,35+23,00° 69,80+12,75% 80,50+26,50° 73,50+26,55%

Média de 6 repeticdes +desvio padrao;

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de
Tukey (p<0,05);

*Tratamentos C, S2 e S3 (n=6), S1 (n=5);

AST: aspartato aminotransferase;

ALT: alanina aminotransaminase.

De acordo com Miller (1993), niveis baixos de uréia podem ser indicativos de

insuficiéncia hepatica grave, nefrose, desnutricdo e/ou hemodiluigdo, o0 que ndo ocorreu
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neste trabalho, pois apesar dos animais pertencentes aos grupos que consumiram as
dietas com Spirulina apresentarem niveis séricos de uréia mais baixos em relacdo ao
grupo controle, a diferenca nao foi significativa. E preconizado por Ori; Seguro & Rocha
(1990) niveis séricos de uréia em ratos em torno de 300mg.dL™ para que seja
diagnosticada insuficiéncia renal, o que nao ocorreu com 0s grupos do presente
estudo.

Para fins de avaliacdo do funcionamento renal € bastante pertinente realizar
a determinacdo dos niveis de creatinina juntamente com de uréia, pois seus niveis
aumentam a medida que ocorre a diminuicdo do funcionamento dos rins (MILLER,
1993). Ao analisar a Tab. 3 observa-se que todos os tratamentos com Spirulina
apresentaram niveis de creatinina estatisticamente semelhantes ao controle, no
entanto, ao comparar entre si os tratamentos com Spirulina nota-se que S2 apresentou
valores significativamente menores (p<0,05). Neste estudo, verificou-se que 0s niveis
de creatinina ficaram numa faixa de 0,27 — 0,38mg.dL™, valores estes considerados
normais por Mitruka & Rawnsley (1981).

A determinacao de proteinas plasmaticas no soro fornece importantes dados
acerca de condic¢des clinicas, podendo a sua diminuicdo ser um indicativo de restricdo
no aporte de aminoacidos pelo consumo de dietas pobres em proteina ou pela ingestédo
de alimentos com contetdo protéico satisfatorio, mas contendo fatores que dificultam
0s processos de digestao e absor¢cdo (CAMPELLO; CARVALHO & VIEIRA, 2009). Os
valores encontrados para proteinas plasmaticas totais estdo na faixa 6,85 a 6,60g.dL™,
onde todos os tratamentos com Spirulina foram semelhantes ao controle, porém com
algumas diferencas entre si (p<0,05). Em relagdo a albumina os grupos nao diferiram.
Estes resultados se aproximam daqueles obtidos por Quevedo et al. (2002) e Rogatto
et al. (2004) em estudos com ratos machos alimentados com dietas a base de Chlorella
vulgaris e Spirulina, respectivamente.

Os niveis séricos das atividades da aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminatransaminase (ALT) nao revelaram valores estatisticamente diferentes
aos do grupo controle. No entanto, todos os grupos, inclusive o controle, apresentaram
valores de AST superiores aos valores de referéncia de outros estudos em condi¢des
semelhantes a este (CABALLERO-CORDOBA, 1997; VILELA, SGARBIERI & ALVIM,
2000; ANTHONY et al., 2006; MELO et al., 2008). Com relacdo a ALT os resultados
encontrados sao muito semelhantes aos dos autores citados anteriormente. Segundo

Devlin (2007), a ALT ocorre nos hepatdcitos em concentracfes mais elevadas que a
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AST, portanto, a determinacgéo de sua atividade no soro sanguineo € um diagndstico de
les&o hepatica mais eficaz.

Os grupos nao diferiram em relacdo aos teores de glicose sanguinea, com
respostas , entre 65,65 e 83,20mg.dL™. Em estudo semelhante realizado por Alves;
Voltarelli & Mello (2005), o efeito da Spirulina sobre o musculo esquelético de ratos
desnutridos foi avaliado. Estes autores encontraram valores em torno de 105mg.dL™
apos 30 dias de tratamento. Rogatto et al. (2004) encontraram, em ratos machos
Wistar alimentados com Spirulina, cerca de 73mg.dL™ para glicose sanguinea.
Segundo Mitruka & Rawnsley (1981) Rattus norvegicus que apresentam niveis de
glicose compreendidos na faixa 50-135mg.dL™ podem ser considerados saudaveis.

Dentre as respostas bioquimicas do sangue dos animais analisados no
presente estudo, as relacionadas aos lipidios séricos foram as que mais apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos. O tratamento S2 apresentou
valores superiores (p<0,05) ao controle para colesterol total; LDL e a relagdo LDL/HDL.
Os teores de colesterol total para este tratamento foram superiores aos relatados como
normais (56 a 76mg.dL™) por Souza-Soares; Machado & Rodrigues (2009) e também
aos obtidos por Bertolin et al. (2009). Estes ultimos autores, apds tratar ratos Wistar
machos por 60 dias com dieta hipercolesterolémica e Spirulina, encontraram
99,1mg.dL™ e 65,1mg.dL” para colesterol total em ratos submetidos & dieta
hipercolesterolémica durante 30 dias e dieta com Spirulina por mais 30 dias, nesta
ordem.

Assim como para o colesterol total, os valores para LDL também se
apresentaram elevados (p<0,05) nos animais do tratamento S2, no entanto este fato é
esperado uma vez que essa fracdo representa cerca de dois tergos do colesterol total
(MILLER, 1993). J& os valores de HDL (29,80 a 35,65mg.dL™) obtidos nesta pesquisa
nao diferiram entre si e apresentaram-se proximos ao encontrados por Bertolin et al.
(2009) em ratos submetidos a dieta hipercolesterolémica e posteriormente a dieta com
Spirulina (32,3mg.dL™).

A relacédo LDL/HDL é comumente calculada para avaliar o risco de doencas
coronarianas. De acordo com relatos mencionados por Ho et al. (2003), elevada
concentracdo de LDL evidencia processos aterogénicos, enquanto que alto nivel de
HDL tem efeito cardioprotetor. Neste estudo as relagbes LDL/HDL foram de 0,85; 0,95;
1,45 e 1,30 para os grupos C,S1, S2 e S3, respectivamente. Embora ainda ndo tenha

sido determinada a relacéo entre as lipoproteinas LDL e HDL para roedores e o valor
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estipulado para humanos ndo possa ser comparado diretamente, convenciona-se que
esta relacdo LDL/HDL seja a mais reduzida possivel (Silva, 2009). Portanto, a relagédo
obtida para os animais alimentados com a dieta S2 foi aumentada em relacéo a dieta C
(p=<0,05).

Valores de VLDL e triacilgliceréis ndo diferiram entre os tratamentos.
Conforme apresentado na Tab. 3, os valores encontrados para a fragdo VLDL foram
17,85; 13,25; 16,10 e 14,703mg.dL'1 para os tratamentos C, S1, S2 e S3,
respectivamente. Os maiores teores de VLDL (C e S2), apesar de ndo haver diferenca
significativa, coincidem com os valores de colesterol total e triacilglicerdis. Os niveis da
fracdo VLDL s&o proporcionais aos de colesterol total e triacilglicerois, pois 0s mesmos
compdem a fracdo em 60 e 20%, respectivamente.

Os resultados encontrados demonstram que, apesar do tratamento com
8,8% de Spirulina (S1) ter apresentado valores de triacilgliceréis (TAG) mais baixos,
ndo houve diferenca significativa entre os quatro tratamentos. A média de TAG entre os
grupos foi de 78,28mg.dL™, valor inferior aos obtidos por Cerqueira et al. (2008) e
Bertolin (2009) em ratos Wistar machos.

Os grupos teste ndo apresentaram diferenca significativa para o teor de
ferro. De acordo com o Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, ratos (Rattus norvegicus) adultos da linhagem Wistar
devem apresentar teor de ferro na faixa de 154 a 279ug.dL™ (FMUSP, 2010, 2010).
Estes dados sdo confirmados pelo estudo de Santos; Madruga & Bion (2004), os quais
encontraram 254pg.dL™ de ferro em ratos submetidos & recuperacdo protéica com
dieta de caseina durante 28 dias.

O valor do hematdcrito reflete a massa total de células na unidade de
volume de sangue, mostrando fundamental importancia no estudo de todos os tipos de
anemia, além disso, seus resultados estdo menos sujeitos a erros do que a contagem
de heméacias (MILLER, 1993). Neste trabalho, os tratamentos néo diferiram quanto aos
niveis de hematécrito com resultados semelhantes aos de outros estudos
(BOAVENTURA et al.,, 2003; DUARTE et al., 2009) e dentro da faixa descrita por
HARKNESS & WAGNER (1993) para roedores, entre 36 e 48%.

Os grupos nao diferiram relativamente a hemoglobina cujos niveis podem
ser considerados normais quando comparados com outros estudos. Harkness &
Wagner (1993) relatam que valores médios de hemoglobina para roedores oscilam de
11 a 18%. Kappor & Mehta (1993) testaram o uso de Spirulina numa concentracao
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semelhante ao tratamento S3 (24%) em associacdo com produtos vegetais e
encontraram teores de hemoglobina aumentados.

Volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCH)
indicam o tamanho das hemacias e a concentragcdo de hemoglobina dentro das
hemécias, respectivamente. Os grupos estudados ndo diferiram entre si e os valores
encontrados para VCM séo semelhantes aos encontrados em ratos alimentados com
dietas adicionadas de Spirulina platensis por Marco (2009). Em relagcdo aos niveis de
HCM, a dieta S2 resultou em valores inferiores (p<0,05) aos dos grupos C e S1.
Santos; Madruga & Bion (2004); Duarte et al. (2009) e Marco (2008) encontraram
valores inferiores aos do presente estudo.

Eritrécitos ou hemacias sdo os elementos figurados presentes em maiores
guantidades no sangue e sua baixa contagem indica deficiéncia em ferro e estado
anémico. Para os grupos C, S1, S2 e S3 foram encontrados valores que estédo
compreendidos na faixa sugerida por Sanchis & Silbiger (1986), citado por Souza-
Soares; Machado & Rodrigues (2009), de 7 a 10milhées/mms3. Marco (2008)
adicionando somente 2% de Spirulina platensis as dietas ofertadas a ratas Wistar,
conclui que ha viabilidade de utilizagdo de multimisturas adicionadas da microalga
frente a prevencao de anemia ferropriva.

Em relacdo as plaquetas, componentes responsaveis pela coagulacdo do
sangue, os valores encontrados (85 —1087mil/mm3) sdo superiores aos da literatura.
Sanchis & Silbiger (1986), citado por Souza-Soares; Machado & Rodrigues (2009),
preconizam valores entre 702 e 796mil/mm? e Duarte et al. (2009) uma faixa de 720 a
746mil/mm?3 para ratos sadios. Essa elevacdo n&do necessariamente indica algum
problema no sangue dos animais. Considerando que a contagem das plaquetas foi
automatizada (CAP) e que de acordo com Van der Meer; Mackenzie & Dinnissen
(2003) e Comar, Danchura e Silva (2009), apesar desta técnica ser mais precisa e
exata que a contagem de plaquetas por microscopia (COM), ha um risco potencial para
contagens falsamente baixas ou altas. Fragmentos eritrocitarios, fragmentos
citoplasmaticos de células leucémicas, micrdcitos com volume proximo ao limite de
corte, lipemia, bactérias e leveduras podem conduzir a resultados falsamente

aumentados.
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Tabela 4. Respostas dos indices hematoldgicos do sangue de ratos Wistar

desnutridos apos recuperacdo por 30 dias com dieta C (controle), S1 (8,8% de
Spirulina), S2 (17,6% de Spirulina), S3 (26,4% de Spirulina)

Tratamentos*
Determinacéo
C S1 S2 S3

Leucdcitos t a a a a

4,64+1,95 5,50+2,05 5,08+1,08 4,75+2,05
(20%3/mm?)
Linfécitos b b b
%) 80,40+4,45? 85,00+4,35? 88,65+2,75 84,00+4,75?
0
Monocitos a a a a

2,40+1,35 1,20+0,85 1,85+1,70 3,50+1,20
(%)
Basofilos

0 0 0 0

(%)
Eosinofilos

1,40+1,65% 0,20+0,45% 0,50+0,55% 0?
(%)
Hematécrito
) 42,60+0,85% 44,00+1,90% 45,10+1,80% 42,00+6,45%
%
Hemoglobina a a a a
) 13,85+0,15 14,75+0,60 14,20+0,60 13,40+1,85
Y%
VCM
%) 59,95+1,75% 60,72+0,50° 59,10+1,85% 61,20+2,05%
0
HCM b b
) 32,50+0,75% 32,65+0,20? 31,50+0,55° 31,70+0,50%*
0
Eritrdcitos

7,10+0,25% 7,25+0,30% 7,65+0,25% 7,00+1,00%
(10%/mm3)
Plaguetas

1087,00+210,7% 981,80+92,7% 1149,65+162,4*° 850,35+285,5%
(203/mm3)

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos pelo teste de
Tukey (p<0,05); * Tratamentos C, S2 e S3 (n=6), S1 (n=5).

Os elementos figurados incolores do sangue dos mamiferos sdo conhecidos
como leucdcitos e desempenham papel essencial no mecanismo de defesa do
infecciosas (MILLER, 1993). Os

apresentaram diferenca para leucocitos totais (Tab. 4), no entanto os valores

organismo contra acodes tratamentos nao

encontram-se levemente abaixo do limite inferior preconizado por Sanchis & Silbiger



84

(1986 apud Souza-Soares; Machado & Rodrigues, 2009), ou seja, 6000 a 17000/mm? e
ainda quando comparado ao estudo de Santos; Madruga & Bion (2004), os quais
encontraram 6350leucocitos/mms3. Dentre os leucocitos totais os linfocitos estédo
presentes em niveis mais elevados, representando cerca de 50 a 95% (ANTHONY et
al, 2006). Desse modo os valores obtidos se enquadram com o recomendado, Visto
que os grupos C, S1, S2 e S3 apresentam 80,4; 85,0; 88,65 e 84,0%, respectivamente.

Nos resultados encontrados neste trabalho para niveis de mondécitos néao se
verificou diferenca significativa entre os grupos. De acordo com Sanchis & Silbiger
(1986 apud Souza-Soares; Machado & Rodrigues, 2009), os mondcitos representam 0
a 3% dos leucdcitos totais. Santos; Madruga & Bion (2004) e Duarte et al. (2009), que
avaliaram niveis da série branca em ratos Wistar jovens e machos, encontraram
valores na faixa de 1,2 a 2,7%.

Basofilos desempenham importante papel nas respostas imunitarias
corporais, pois ao menor contato com uma substancia alergénica liberam
mediadores quimicos, como a histamina, a qual atrai as demais células de defesa
(MILLER, 1993). Sanchis & Silbiger (1986 apud Souza-Soares; Machado &
Rodrigues, 2009) e Anthony et al. (2006) preconizam como valores normais a faixa
entre 0 e 1% de basdfilos, os quais ndo foram detectados nos animais em estudo,
para todos os tratamentos.

Segundo Feldman et al. (2000), a funcdo primordial dos eosinéfilos é
combater substancias toxicas e portanto estardo presentes em maior quantidade nos
locais onde ocorrem reag¢des antigeno - anticorpo e nos pontos de penetracdo de
substéancias estranhas ao organismo. De acordo com Sanchis & Silbiger (1986 apud
Souza-Soares; Machado & Rodrigues, 2009) e Anthony et al. (2006), eosinéfilos devem
estar presentes em torno de 0 a 3%. Os resultados obtidos nos mesmos estdo dentro

da faixa considerada normal, sem diferenca entre os tratamentos.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstram que as diferentes
concentracOes de Spirulina cepa LEB-18 (8,8, 17,6 e 26,4%) permitiram a recuperacao
nutricional de ratos Wistar/UFPel, relativamente aos efeitos fisioldgicos, bioquimicos e
hematolégicos estudados. A dieta com 8,8% de Spirulina foi a mais eficiente,

apresentando respostas equivalentes ao controle e superiores aos demais.
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7 CONCLUSAO GERAL

Em animais sadios, apos 40 dias experimentais, as trés concentracdes
(8,8; 17,6 e 26,4%w/w de Spirulina) foram capazes de promover o desenvolvimento
corporal, como também néo apresentaram possiveis efeitos adversos relacionados a
ingestdo de proteinas. Contudo, o tratamento S1 (8,8%w/w) apresentou respostas
nutricionais, bioquimicas e hematolégicas mais proximas ao grupo controle,
enguanto que o tratamento S2 (17,6%w/w) elevou os niveis de lipidios plasmaticos.

Em animais desnutridos, apds 30 dias sob acao das trés concentracdes
(8,8; 17,6 e 26,4%w/w de Spirulina), a recuperacédo nutricional foi evidenciada no
tratamento S1 (8,8%w/w), o qual promoveu um desenvolvimento corporal, como
também n&o alterou significativamente niveis bioquimicos e hematoldgicos. O
tratamento S2, em comparagdo com o tratamento controle, ndo proporcionou um
desenvolvimento corporal tdo adequado, bem como elevou os niveis de colesterol
dos animais.

Em ambos os experimentos a concentracdo mais elevada de Spirulina, a
S3 (26,4%w/w), mostrou-se semelhante as dietas C, S1 e S2, apresentado
respostas intermediarias.

Os resultados do presente estudo demonstram que embora a microalga
Spirulina seja uma fonte rica em nutrientes, um consumo superior ao limite
estabelecido pela ANVISA nédo foi capaz de promover melhor desenvolvimento

fisiolégico, bioquimico e hematoldgico aos animais.
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APENCIDE 1 — PARECER DO COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO
ANIMAL DA UNIVERSIDADE FED

ERAL DE PELOTAS, RS - BRASIL

UFPel

Comssan d2 Ttea am Doermartagao Arima

Pelotas, 21 de dezembro de 2009.

De: Prof. Dr. Orlando Antonio Lucca Filho
Pres. da Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA)

Para: Prof*. Rosane da Silva Rodrigues
Departamento de Ciéncia dos Alimentos

Faculdade de Ciéncias Domésticas
Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto de pesquisa intitulado: “Avaliagdo da resposta
tecidual de ratos alimentados com diferentes extratos protéicos advindos da
producio de biomassas microalgais”, processo n° 23110. 008077/2009-22 sendo de
parecer FAVORAVEL a sua execugdo considerando ser o assunto pertinente e a
metodologia compativel com os principios éticos em experimentagio animal e com os
objetivos propostos.

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 2 CEEA.

Salientamos também a necessidade deste Projeto ser cadastrado junto ao
Departamento de Pesquisa para posterior registro no COCEPE (Cddigo para Cadastro n°
CEEA 8077).

Sendo o que tinhamos para 0 momento, subscrevemo-nos.

Atenct

/
Prof. Dr. Orlan onio Lucca Filho

Presidente da CEEA



