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Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar as respostas bioquimicas e histopatoldgicas de ratos fémeas alimentados por 15 dias
com dietas contendo Spirulina cepa LEB 18 no tamanho de micrdmetro (Sm) e nandmetro (Sn), dieta aproteica (A) e
dieta controle (C) contendo caseina. Foram utilizadas 24 fémeas recém-desmamadas (21 dias) da linhagem Wistar /
UFPEL. As analises realizadas foram: lipidios nas dietas, excrementos e figado, calculo da digestibilidade lipidica,
determinacfes bioquimicas séricas do colesterol total e fragbes (LDL, HDL e VLDL) e triacilglicerdis e glicemia, e
avaliacdo histopatolégica dos figados. As dietas contendo Spirulina LEB 18 nos tamanhos micro e hanométricos ndo
alteraram parametros bioquimicos (colesterol total e fragdes, triacilglicerdis e glicose) de ratos Wistar em
crescimento. Dados fisioldgicos e bioquimicos de ratos submetidos a dieta (A) indicam comprometimento do
metabolismo lipidico, devido a auséncia de proteina, o que reflete diretamente em lesbes hepaticas bastante
heterogéneas quanto ao padrdo e intensidade em relacdo (aos) as demais dietas, e pode ser devido & deposicao lipidica
mais evidenciada em uma dieta aproteica, provavelmente causada por deficiéncia de proteinas e, portanto, pelo
declinio na producao e exportagdo de lipoproteinas pelo figado.

Palavras-chave: Figado; Rattus norvegicus; Spirulina.

Abstract

The aim of the study was to evaluate the biochemical and histopathological responses of rats fed for 15 days on diets
containing Spirulina strain LEB 18 in micrometer size (Sm) and nanometer (Sn), an aproteic diet (A) and a control
diet (C) containing casein. 24 recently weaned (21 days) female rats of the Wistar/UFPEL strain were used. The
analyses carried out were: lipids in the diets, (excreta) feces and liver, and calculation of lipid digestibility, serum
biochemical determinations of total cholesterol and fractions (LDL, HDL and VLDL) and triacylglycerols and blood
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glucose, and histopathological evaluation of the livers. The diets containing Spirulina LEB 18 in the micro and
nanometer sizes did not alter biochemical parameters (total and fractions cholesterol, triacylglycerols and glucose) of
Wistar rats in growth. Physiological and biochemical data from rats subjected to diet (A) indicate an impairment in the
metabolism of lipids, due to the absence of protein in it, which directly reflected in hepatic lesions that were very
heterogeneous regarding the pattern and intensity in relation to the other diets, and may be due to lipid deposition
more evidenced in an aproteic diet, probably caused by protein deficiency and therefore the decline in production and
export of lipoproteins by the liver.

Keywords: Liver; Rattus norvegicus; Spirulina.

Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar las respuestas bioquimicas e histopatolégicas de las ratas alimentadas durante 15
dias con dietas que contenian la cepa de Spirulina cepa LEB - 18 en tamafio de micrémetro (Sm) y nanémetro (Sn),
una dieta aproteica (A) y una dieta de control (C ) que (contiene) contenia caseina. Se utilizaron 24 ratas hembras
destetadas recientemente (21 dias) de la cepa Wistar / UFPEL. Los analisis realizados fueron: lipidos en las dietas,
excretas (e) y higado, y célculo de la digestibilidad de los lipidos, determinaciones bioquimicas séricas de colesterol
total y fracciones (LDL, HDL y VLDL) y triacilgliceroles y glucosa en sangre, y evaluacién histopatologica de los
higados. Las dietas que contenian Spirulina cepa LEB-18 en los tamafios micro y nanométricos no alteraron los
parametros bioquimicos (colesterol total y fracciones, triacilgliceroles y glucosa) de ratas Wistar en crecimiento. Los
datos fisiologicos y bioquimicos de las ratas sometidas a la dieta (A) indican un deterioro en el metabolismo de los
lipidos, debido a la ausencia de proteinas, que se refleja directamente en las lesiones hepaticas que eran muy
heterogéneas con respecto al patrén y la intensidad en relacion con el otro. dietas, y puede deberse a la deposicion de
lipidos mas evidenciada en una dieta aproteica, probablemente causada por deficiencia de proteinas y, por lo tanto, la
disminucion en la produccion y exportacion de lipoproteinas por el higado.

Palabras clave: Higado; Rattus norvegicus; Spirulina.

1. Introducéo

A Spirulina platensis tem sido extensivamente estudada e destaca-se por sua qualidade nutricional, indice proteico de
alto valor bioldgico, aminoéacidos essenciais, além de outros componentes como vitaminas, minerais e acidos graxos essenciais,
principalmente &cido gama-linolénico e B-caroteno (Belay, 1997, Machado et al., 2017). Além destes compostos, suas células
apresentam produtos do metabolismo secundario, que induzem efeitos fisiolégicos, como, por exemplo, 0s compostos
fendlicos (&cido cafeico, clorogénico, salicilico, trans-cindmico), tocoferol e pigmentos (carotenoides, ficocianina e clorofila),
a0s quais sdo atribuidas suas propriedades potencialmente funcionais (Assis, 2012; Machado et al., 2015). Ao mesmo tempo,
apresenta algumas vantagens sobre outras algas, como aumento da palatabilidade, sem problemas na digestdo nem toxicidade
aparente para os seres humanos, o que ndo ocorre com algas como Chlorella e Scenedesmus (Contreras et al.1979).

A microalga Spirulina possui atividade antioxidante e propriedade hipocolesterolémica, é classificada como GRAS
(geralmente reconhecido como seguro) pelo FDA (Food and Drug Administration), que garante seu uso como alimento sem
riscos & salde. No Brasil, a Spirulina tem sido utilizada principalmente na produgéo de cépsulas para dietas de emagrecimento,
embora muitos estudos mostrem outros usos, como controle do metabolismo do colesterol e de suas fragcBes (Rodriguez-
Hernandez et al., 2001).

De acordo com Cushen (2012), a nanotecnologia tem sido uma ajuda potencial aos avangos na producédo de alimentos
de qualidade com propriedades funcionais aprimoradas. Os provaveis beneficios do uso dessas nanoparticulas em alimentos
estdo relacionados a facilidade de alcancar 6rgdos devido ao aumento da absorcdo, auxiliando os efeitos nutricionais e
funcionais em comparagdo com o tamanho macrométrico do material. Assim, estima-se que a ingestdo de Spirulina em
tamanho nanométrico possa trazer mais beneficios para o organismo pelo consumo desta microalga.

O objetivo deste estudo foi avaliar as altera¢des bioquimicas e histopatoldgicas no figado de ratos Wistar / UFPel

alimentados com dieta contendo Spirulina cepa LEB -18 nos tamanhos de micrémetro e nandmetro.
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2. Material e Métodos

A presente pesquisa caracterizou-se como um estudo laboratorial (quantitativo) e qualitativo, com isso os métodos
qualitativos sdo aqueles nos quais é importante a interpretacdo por parte do pesquisador com suas opinides sobre o fenémeno
em estudo, assim como a torna-se importante a pratica reflexiva de énfase social que se investiga e do processo de investigacdo
(Pereira, et al. 2018).

2.1 Material

A biomassa da microalga Spirulina cepa LEB-18 foi fornecida pelo Laboratdrio de Engenharia Bioquimica (LEB),
isolada da lagoa Mangueira (33 © 302 133 S, 53 ° 082 593 W), localizada em Santa Vitéria do Palmar, RS, Brasil (Morais et al,
2008) e suplementada com 20% do meio Zarrouk (Costa, Colla, Duarte- Fllho, 2004). Os ingredientes para a preparacéo de
dietas foram comprados no comércio ou em empresas especializadas. No entanto, a mistura mineral (Reeves et al., 1993) foi
obtida por pesagem e homogeneizacdo dos minerais p.a., enquanto a mistura vitaminica foi adquirida em farmacia de
manipulacéo.

2.2 Métodos
2.2.1 Preparacdo de Spirulina de tamanho nanométrico

A Spirulina cepa LEB-18 foi fornecida seca na forma de péletes e posteriormente foi triturada em moinho de bolas
(Modelo Q298-2) e peneirada em agitador de peneiras, de malha 200 mesh, para homogeneizacdo do tamanho de particula,
atingindo um tamanho de particula de 88 pm. Apos foi acondicionada a vacuo em embalagens de polietileno de alta densidade
(PEAD), com capacidade para 500 g, e armazenada sob refrigeracdo a temperatura de = 7 ° C, até 0 momento da analise.

A Spirulina cepa LEB-18 com didmetro de 88 micrometros foi dissolvida em tampéo fosfato de sodio pH 7,0, 0,2 M,
com subsequente aquecimento em banho-maria, com vortice e homogeneizagdo em um Ultra-Turrax a 10.000 rpm por 20

minutos, até a uniformidade das particulas em tamanho nandmetricos (1x10-°nm) (Ax et al 2013, Machado et al. 2015).

2.2.2 Preparacdo das dietas

As dietas foram formuladas, como mostrado na Tabela 1, para atender as necessidades basicas de um rato durante o
crescimento (Reeves et al., 1993). Foram preparadas quatro dietas, sendo uma de controle (C) contendo caseina, uma aproteica
(A) e duas dietas contendo Spirulina cepa LEB-18: uma com a microalga em tamanho micormétrico (Sm) e a outra em
tamanho manomeétrico (Sn). As dietas seguiram as recomendacdes do AIN-93 (American Institute of Nutrition) para roedores
(Reeves et al., 1997).
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Tabela 1. Dietas experimentais elaboradas e administradas durante 15 dias a ratos fémeas da cepa Wistar/UFPel (g Kg?).

**Dietas

*Ingredientes C A Sm Sn
Spirulina cepa LEB-18 _ _ 200 -
Spirulina Nanometrica - - - 80
Caseina 160 _ - 80
Oleo de soja 70 70 70 70
Mistura mineral 35 35 35 35
Mistura vitaminica 10 10 10 10
L- cistina 3.0 3.0 3.0 3.0
Bitartarato de Colina 25 25 2.5 25
Sacarose 100 100 100 100
Farelo de trigo 50 50 50 50
Amido de milho 569.5 729.5 529.5 569.5

* Fontes de nutrientes: caseina comercial (SIGMA), L-cistina, bitartarato de colina, mistura mineral, mistura de vitaminas (farmécia de
manipulagdo), 6leo de soja, sacarose, farelo de trigo e amido de milho comprados em lojas locais.**Dieta: C = Controle; A = Aproteica; Sm
= Spirulina micrometrica; Sn= Spirulina nanometrica

Fonte: Reeves et al. (1993), adaptado.

2.2.3 Ensaio biologico

O bioensaio foi realizado no Laboratorio de Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas
e de Alimentos, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), com aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal de
Pelotas e Experimentacdo Animal (CEEA) sob o numero de registro 23110.000978 / 2010-91. Foram utilizadas 24 ratas
fémeas recém-desmamadas (21 dias) (Rattus norvegicus), da (linhagem) cepa Wistar / UFPEL do viveiro da Universidade
Federal de Pelotas, pesadas e colocadas aleatoriamente em gaiolas metabodlicas individuais, onde receberam a dieta controle
(C) por 4 dias como periodo de adaptacao as condi¢fes ambientais.

Apobs o periodo de adaptacéo, os animais foram pesados e redistribuidos em quatro grupos (n = 6) por sorteio,
obtendo-se 0 peso médio dos grupos de 56 g, aproximadamente. As dietas isocaléricas foram fornecidas em 20g/dia e agua ad
libitum, durante 15 dias. Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais, em ambiente com temperatura
constante (24° C £ 2° C), troca de ar por exaustdo a cada 12h e iluminacdo adequada (ciclo claro e escuro de 12 horas). Durante
o0 periodo experimental de 15 dias, os restos das dietas foram pesados todos os dias, e os ratos semanalmente, para verificar o
consumo e o ganho de peso. Nesse periodo, também foi realizada a coleta de fezes para posterior determinagdo dos lipidios
pelo método de Bligh e Dyer (1959) adaptado por Aradjo (2009). No final do experimento, os animais foram mantidos em

jejum por 12 horas e eutanasiados por decapitacao.

2.2.4 Remocao do figado e avaliagéo bioquimica

Apos a eutanasia, aliquotas de sangue foram coletadas e imediatamente depositadas em fitas especiais para medicao
de glicose e lidas no equipamento Accu-Chek Advantage 11 (Roche®). O sangue restante foi coletado e centrifugado a 1000 x
g por 15 minutos a 4 °C, separando o soro que foi congelado (-20 °C) para a determinacéo de triacilglicerois e colesterol total e
VLDL, HDL, LDL e minerais em Equipamento Biosystems BTS -310" semi-automatico com uso de reagentes e instrumentos
reativos da Biosystems®.

Apos a abertura do abddémen, os figados foram coletados, lavados em solugdo salina fria (NaCl a 0,9%), secos em

papel filtro, pesados, sendo um Iébulo destinado as avaliacfes histopatoldgicas e o restante embrulhado em papel aluminio e
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congelado a -20 °C para determinacgdes subsequentes de lipidios. As carcacas, bem como os demais materiais descartaveis

utilizados, foram embaladas separadamente em sacos apropriados e enviados, através do Biotério, para descarte especializado.

2.2.5 Determinagcédo de lipidios nas fezes e digestibilidade lipidica

Para determinacdo de lipidios, primeiramente as fezes foram coletadas e armazenadas sob refrigeracédo, e apds, secas
em estufa a 50+1 °C por 48 horas. Foram moidas (almofariz e pistilo) aliquotas de 3g, provenientes de cada, animal. As
determinacOes foram realizadas, em triplicata, de acordo com Bligh e Dyer (1959) adaptado por Aradjo (2009). Os resultados

foram calculados (Eq.1) e expressos em % de lipidios.

Equacdo 1 - Calculo para a determinagdo do total de lipidios excretados (%).
PL % 4 %100

Pa(g)

PL = peso dos lipidios, Pa = peso da amostra (g)

%% Lipidios totais =

Equacao 2 — Célculo da digestibilidade lipidica

(lipidios ingeridos - lipidios excretado) X 100

% Digestibilidade lipidica = —— .
lipidios ingeridos

2.2.6 Avaliac0es histopatologicas

Foram retirados fragmentos do I6bulo direito do figado de cada animal para realizacdo da avaliacdo histopatoldgica.
As pecas retiradas foram lavadas em solucdo salina (0,9%) e fixadas em solucdo de formol tamponado (10%). Em seguida, as
pecas foram submetidas a um processo de desidratagdo em série crescente de alcoois e diafanizagdo em xilol, em tempo
previamente padronizado para todos os grupos, e entdo incluidas em parafina. Apds incluséo, foram seccionados com 5 um de
espessura e corados pelo método da Hematoxilina-Eosina para o0 exame histologico em microscépio de luz. Os procedimentos
foram realizados pela equipe do Laboratério Regional de Diagnéstico da Faculdade de Medicina Veterinaria da UFPel, sendo
as amostras avaliadas sem o conhecimento prévio dos grupos aos quais pertenciam os animais.

Através das observacdes histopatoldgicas buscou-se avaliar: a) integridade ou lesdo dos diferentes érgdos; b) presenca
de qualquer alteracdo, caracterizando o processo, a distribuicdo e a extensdo; ¢) presenca de degenera¢do gordurosa hepética

(esteatose).

2.2.7 Determinacéo de lipidios no figado
Foram pesadas amostras de 3 g dos figados, originadas da mistura de todos os figados dos animais do mesmo grupo.
A determinacgdo foi realizada, em triplicata, através do método de Bligh & Dyer (1959) adaptado por Aradjo (2009). Os

resultados foram expressos em % lipidios.

2.3AnAlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo programa Statistica, versdo 7.0 (STATISTICA, 2004). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) atraveés do teste F, a 5% de probabilidade. A comparacéo entre os grupos foi feita
utilizando-se teste de Tukey (p < 0,05).
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3. Resultados e discussao
3.1 Resultados
3.1.1 Avaliagdes bioquimicas
Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os resultados das avaliagOes séricas, de consumo de dieta, analise nas fezes, no
figado e digestibilidade lipidica das ratas alimentadas com as dietas propostas.

Tabela 2. Avaliagbes bioquimicas em ratas fémeas wistar submetidas a diferentes dietas experimentais durante 15 dias.

***AvaliagGes Dietas

Bioquimicas C A *Sm **Sn
(mg/dL™)

Colesterol total 77.66+10.872 38.33+33.92° 93.16+10.10% 83.5+13.212
HDL 31.66+4.542 28.00+15.45° 32.66+4.082 31.83+£3.71%
LDL 33.16+2.642 13.66+9.01° 44 5+8.872 37.00£13.84 ¢
VLDL 14.5+4.08° 19.66+11.49° 16.0045.05° 14.33+4.68°
Triacilglicerdis 73.00+20.66 2 99.00458.11°? 80.66+25.35? 70.00+22.292
(TG)

Glicose 102.33+15.73? 100.5+30.612 96.57+12.632 105.57+18.43?

Média (n=6) + estimativa de desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p<0,05). C
= Caseina; A = Aprotéica; **Sn = Spirulina nanometrica e *Sm = Spirulina micrométrica. ***Concentragdes (mg/dL de soro) de colesterol
total, LDL - colesterol, HDL - colesterol, VLDL - colesterol, triacilglicerois e glicose (mg/dL de sangue).

Fonte: Autores.

Tabela 3. Consumo de dieta, fezes excretadas, lipidios ingeridos, excretados e no figado e digestibilidade lipidica em ratas
fémeas wistar submetidas a diferentes dietas experimentais durante 15 dias.

Dietas
Avaliagdes C A *Sm **Sn
Consumo da dieta (g/rato /dia) 13.89+0.69%  6.96+1.62°  14.04+0.78% 15,631,582
Lipidios da dieta (g/%) 560+1.16° 5.33+1.042  563£0.04% 5.58+1.09
Ingesta de lipidios (g/rato/dia) 0.77+0.19°  0.37+0.11° 0.78+0.27¢  0.80+0.30?
Lipidios totais das fezes (g/%) 13.02+0.73° 13.13+0.85% 11.56+0.57° 8.94 +0.96°
Fezes excretadas (g/rato /dia) 1.01+0.03°  0.52+0.01¢  2.53+0,04®°  1.35+0.04°
Lipidio excretado nas fezes (g/rato/dia) 0.13+0.03°  0.07+0.01°  0.29+0.05*  0.11+0.03°
Digestibilidade lipidica* (%) 83.1+1.25°  81.1+3.19°  62.8+4.16°  87.0+1.10°%
Lipidios no figado (g/%) 2.95+0.16° 8.34+0.61* 3.62+0,39® 3.73+0.62°

Média (n=6) * estimativa de desvio padrdo. *(%) Digestibilidade lipidica = (lipidios ingeridos — lipidios excretados) x 100 / lipidios
ingeridos. C = Caseina; A = Aprotéica; *Sm = Spirulina micrométrica, **Sn = Spirulina nanométrica.
Fonte: Autores.

Na Figura 1 estdo apresentados os niveis médios das determinacBes de minerais em mg/dL no soro das ratas
alimentadas com diferentes dietas experimentais durante 15 dias.
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Figura 1. Niveis médios das determinacbes de minerais (mg/dL no soro) das ratas alimentadas com diferentes dietas
experimentais durante 15 dias (média rata/dieta)
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Fonte: Autores.

3.1.2. Avaliacdo do perfil histopatologico
As Figuras 2, 3, 4 e 5 a seguir correspondem as fotos e fotomicrografias de figados das ratas fémeas alimentdas com

as diferentes dietas em estudo do grupo, Spirulina micrométrica, controle (caseina), Spirulina nanométric e aprotéica.
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Figura 2. Figado de ratos fémeas Wistar alimentadas com dieta controle (caseina) por 15 dias. (A) Foto do Idbulo direito do
figado. (B) Fotomicrografia mostrando degeneracdo vacuolar hepatica difusa moderada. (C) degeneracdo vacuolar hepética
multifocal leve e (D) degeneragdo vacuolar hepatica moderada multifocal a coalescente. Aumento na objetiva de 20x.

Fonte: Autores.

Figura 3. Figado de ratos fémeas Wistar alimentadas com dieta aproteica, por 15 dias. (A) Foto do I6bulo direito do figado.
Fotomicrografia (B) e (C) mostrando degeneragdo vacuolar hepatica difusa aguda. (D) degeneragdo vacuolar hepatica

coalescente multifocal a aguda de média zona. Aumento na objetiva de 20x.

B

Fonte: Autores.
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Figura 4. Figado de ratos fémeas Wistar alimentadas com dieta com Spirulina de tamanho micrométrico, por 15 dias. (A) Foto
do l6bulo direito do figado. (B) Degeneracdo vacuolar hepatica multifocal leve (C) Degeneragdo vacuolar hepatica difusa
moderada. (D) Degeneracao vacuolar hepatica difusa leve. Aumento na objetiva de 20x.

Fonte: Autores.

Figura 5. Figado de ratos fémeas Wistar alimentadas com dieta contendo Spirulina nanometrica, por 15 dias. (A) Foto do
I6bulo direito do figado. (B) Fotomicrografia da degeneracdo vacuolar hepatica coalescente multifocal a moderada. (C)

Degeneragédo vacuolar hepatica difusa leve. (D) Degeneracéo vacuolar hepética difusa moderada. Aumento na objetiva de 20x.

B

Fonte: Autores.
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3.2 Discussdes
3.2.1Avaliages Bioquimicas

De acordo com a Tabela 2, os valores séricos do colesterol total e das fragbes dos ratos com as dietas caseina (C),
Spirulina micrométrica (Sm) e Spirulina nanométrica (Sn) ndo diferiram entre si, apenas o grupo aproteico diferiu dos demais,
apresentando desvios padrdo muito elevados. A hiperlipidemia caracteriza-se por uma série de distdrbios proporcionados pelo
excesso de substancias, dentre estas o colesterol, triacilglicerdis 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
relevante fator de risco no desenvolvimento de doencas cardiacas e de arteriosclerose (Chiattone et al., 2015).

Embora a microalga Spirulina contenha compostos antioxidantes como a ficocianina e compostos fenélicos que estdo
ligados a diminuicao do colesterol no sangue, essa agdo nao foi verificada no estudo. O pouco tempo de submissdo dos animais
as dietas e o fato de que as respostas mais conclusivas surgem nas dietas hipercolesterolémicas explicam esse comportamento.
Essas declaragcfes sdo mais evidentes ao analisar os resultados de Cheong et al. (2010), cujos coelhos foram alimentados com
uma dieta rica em colesterol, mostrando que a suplementacdo com Spirulina reduziu os niveis de triacilglicerois e LDL-
colesterol no sangue, e Colla et al. (2008), em que coelhos alimentados com dietas ricas em colesterol mostraram uma
diminuicdo em seus niveis de lipoproteinas no sangue quando alimentados com dietas adicionadas com 0,5 g / dia de Spirulina.
No entanto, Bertolin et al. (2009) estudaram o efeito de Spirulina platensis no perfil lipidico de ratos Wistar e ndo observaram
alteracBes significativas quando os trataram com dieta hipercolesterolémica e Spirulina, por 60 dias, indicando que as
microalgas associadas a uma dieta rica em colesterol ndo alteraram os niveis lipidicos.

De acordo com a literatura, um aumento nos niveis de HDL esta associado a uma maior protecdo contra a
aterosclerose, ou seja, 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 da corrente sanguinea até o figado, onde é metabolizado e
eliminado sob a forma de 4cidos e sais biliares (Duarte et al.,2009).

Enquanto um aumento na LDL esté associado ao aumento dos riscos de aterosclerose, da mesma forma, niveis altos
de colesterol e de soro VLDL indicam um aumento risco aterogénico (Grundy, et al. 2014; Batista et.al. 2018).

Na Tabela 2, observa-se que dietas com Spirulina em diferentes tamanhos resultaram em niveis de HDL semelhantes
(p < 0,05) ao controle. Chiattoni et al., (2015) encontraram niveis de HDL igual a 30,5 mg.dL-1, nos animais do grupo
controle, e em seus tratamentos 28,15; 34,16 e 23,65 mg.dL-1, nos animais alimentados com dietas acrescidas de diferentes
concentragdes de Spirulina.

A dieta aproteica aumentou as concentraces de TG e VLDL e as dietas Controle, Sm e Sn resultaram em maiores
concentragdes de LDL (Tabela 2), que podem ser associadas com a preferéncia alimentar demonstrada pelos grupos
experimentais (Di Nicolantonio et al., 2016).

Animais de diferentes grupos ndo diferiram estatisticamente em relagdo aos triacilglicerois, estando os valores de
acordo com as recomendacdes do Centro de Bioterismo da USP (FMUSP, 2011) para Rattus norvegicus saudaveis de 66,35 a
78,00 mg dL. Da mesma forma, os grupos experimentais ndo diferiram estatisticamente (p> 0,05) em relacdo a concentragio
de glicose no sangue. As maiores concentragdes, numericamente, foram observadas nos grupos submetidos as dietas (C) e
(Sn), e a menor média foi demonstrada no grupo que recebeu dieta (Sm). Provavelmente, isso se deve & influéncia dos outros
ingredientes da composi¢do da dieta (Tabela 1). Além disso, um maior teor de fibra (particularmente fibra soltvel) promove
uma camada de gel protetor no intestino, oferecendo assim um grande obstaculo & captacdo de glicose, causando menor indice
glicémico no sangue (Chaud et al., 2008). Geralmente todos 0s grupos apresentaram niveis normais de glicose no sangue para

a espécie, 50 mg dL* a 135 mg dL"* (Harkness e Wagner, 1993). Outros autores, como Aires-Neto (2005), encontraram glicose
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variando de 96 a 102 mg dL* em ratos machos e Nogueira -Junior et al. (2005), trabalhando com ratos fémeas, encontraram
glicemia menor que 130mg dL"%.

De acordo com a Tabela 3, o consumo de lipidios na dieta foi 0 mesmo para todos os grupos. A recuperacao lipidica,
ou digestibilidade lipidica, dos animais foi significativamente maior com a dieta baseada em Spirulina do tamanho
nandmetrico. Provavelmente, isso se deve a suplementacdo com caseina na formulacdo dessa dieta, assemelhando-se as dietas
controle (Tab.3).

O grupo que consumiu Spirulina do tamanho de micrometros obteve um aumento no volume de fezes excretadas e
principalmente no conteddo de lipidios excretados pelas mesmas (Tab.3).

A digestibilidade lipidica depende do pleno funcionamento de varios 6rgdos do trato gastrointestinal, e quaisquer
alteracGes relacionadas a ele podem afetar a digestdo total, absor¢do e metabolismo dos nutrientes (D’Agostin, 2001;
Kierzabaum, 2004).

Pode-se observar que as dietas controle, aproteica e nanométrica de Spirulina apresentaram percentual aproximado de
digestibilidade lipidica, enquanto que a dieta contendo Spirulina do tamanho de micrémetros apresentou uma porcentagem
menor, provavelmente devido ao teor de fibras presentes.

A maior concentracdo de lipidios hepéaticos foi encontrada nos animais que receberam dieta aproteica. Os animais
cujas dietas continham Spirulina apresentaram menor quantidade de lipidios hepaticos, caracteristica das dietas de origem
vegetal, indicando que as dietas deste estudo (Sm, Sn) apresentaram um efeito benéfico devido a menor deposicao lipidica no
figado. O mesmo ocorreu no trabalho de Torres - Duran et al. (2007) onde a Spirulina maxima fornecida por via oral

proporcionou um efeito hepatoprotetor na manutencao do perfil lipidico do figado.

3.2.2 Niveis séricos de minerais

Um grande ndmero de minerais é reconhecido como essenciais para manter a vida. Pode-se classifica-los em 2
grandes grupos, sendo a quantidade encontrada no organismo o marco divisor. Os oligoelementos sdo encontrados em
quantidade menores que 100 mg/kg de peso corpéreo total (Fe, Zn, Cu, Mn, Cr, Mo, Se, F, |, etc). Na avalia¢do do estado
nutricional dos minerais, varios fatores sdo considerados, como, por exemplo, edema e fun¢do renal. Para alguns, o Mg e o P
diminuem a sua excre¢do urindria com a menor oferta. Neste estudo os grupos contendo spirulina ndo diferiram
estatisticamente dos grupos caseina e aprotéica, porém estes grupos apresentaram diferenca entre eles com relagdo aos minerais
séricos Mg, P e Fe e Ca. Sendo que o teor de célcio encontrado no plasma sanguineo, apenas houve diferenca no grupo
aproteico. Conforme Cisternas, Vargas e Monte (2001), o nivel de céalcio em sangue humano varia de 9 -11mg/dL. Feddern
(2007) obteve valores entre 9,8 e 10,9 mg.dL™ para ratas Wistar alimentadas com dietas de diferentes misturas. Santos et
al.(2004), em sua pesquisa sobre o estudos bioguimicos e hematoldgicos em ratos sobre biodisponibilidade de minerais numa
dieta enriquecida com multimistura, verificou os niveis de minerais no soro para grupos que receberam dietas creche com
multimistura e apresentaram o teor de calcio (Ca) e magnésio (Mg) respectivamente 10,09 e 3,04, estando proximos aos deste
estudo (Mg para caseina, aproteica, spirulina micrométrica e spirulina nanometrica, respectivamente 3,29; 3,28; 3,16 e 3,11 e

Ca para caseina, aproteica, spirulina micrométrica e spirulina nanometrica , respectivamente, 10,71; 10,75; 10,33 e 10,70).

3.2.3 Avaliacéo histopatoldgica do figado
Os exames histopatolégicos de drgaos, como figado, permitem uma facil deteccdo de anormalidades em caso de
toxicidade (Bisar et al. 2017). Nesta pesquisa, a observacdo microscopica de tecido hepatico de ratos controlados e tratados

com com as diferentes dietas em estudo como: controle (caseina), aprotéica, Spirulina micrométrica e Spirulina nanométrica.
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Nas figuras (2,3,4 e 5) do l6bulo direito do figado, pode-se observar que praticamente todos 0s grupos apresentaram algum
grau de leséo hepética.

Para ratos que receberam dietas & base de caseina, o figado apresentou 50% de lesdes leves a moderadas (Fig. 2). Os
animais que receberam dieta aproteica (Fig. 3) apresentaram lesGes hepaticas muito marcadas (100%). As lesdes hepaticas
foram muito heterogéneas em relagcdo ao padrdo e intensidade. Isso pode ser devido a reducdo / restricdo da ingestdo de
proteinas. No entanto, nos figados de ratos que receberam dieta com Spirulina nos tamanhos micrométrico (Fig. 4) e
nanométrico (Fig. 5), as lesdes correspondem a 20% (leve) a 80% (moderada).

Nos figados ndo foram observadas lesdes patoldgicas significativas. Uma das alteragdes metabdlicas nas células é o
acUmulo intracelular de substancias, como agua, lipidios, carboidratos e proteinas. O significado dessa acumulagdo
(degeneracdo) depende da causa e gravidade da deposicdo. Quando é suave, pode ndo causar efeito na funcdo celular. Um
acumulo intracelular acentuado (grave) pode prejudicar a funcdo levando & morte celular. E importante ressaltar que na
hematoxilina e eosina ndo é possivel determinar qual substancia esta se acumulando (Schild, 2011).

Ferreira - Hermosillo et al. (2010) estudaram pacientes com doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, e que receberam
4,5 g de Spirulina diariamente, por trés meses, concluiram que Spirulina pode ser considerada como um tratamento alternativo
para pacientes que sofrem de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica ou distdrbios de dislipidemia. Chen et al. (2019)
concluiram que a suplementacdo de extratos etandlicos de Spirulina na dieta de ratos Wistar machos durante oito semanas
diminuiu a ocorréncia de lesdes no figado e melhorou a anormalidade dos hepatécitos. Guzman-Gomez et al. (2018) avaliaram
a atividade das enzimas de defesa antioxidante, o nivel de peroxidacdo lipidica e as alteracGes histopatoldgicas da mucosa
géstrica de ratos Wistar machos ap6s a administracdo intragastrica de ficobiliproteinas extraidas de Spirulina Maxima na
dosagem de 100, 200 ou 400 mg / kg de corpo peso. Os autores relataram valores de indices reduzidos a respostas
inflamatorias, especialmente apds a administracdo na concentracdo de 400 mg / kg de peso corporal.

A esteatose hepética ou acumulo de gordura no figado é um distirbio metabdlico que também foi observado em
organismos submetidos a desnutricao cronica de proteina - energia. Esse aumento da concentragdo de gordura no figado ocorre
principalmente devido ao aumento de triacilglicerdis (Kumar 1972, Taylor e Ziboh 1972). Efetivamente, o grupo aproteico
mostrou expressdo aumentada de leséo hepatica (Fig. 2) acompanhada de alta concentracéo de lipidios nesse 6rgdo (Tabela 3)
e, embora ndo significativo, maior concentragéo de triacilglicerdis no sangue (Tabela 2)

As principais causas da esteatose sdo a hipoxemia (a gordura transportada para o figado ndo é oxidada e é retida);
toxicos (arsénico, cloroférmio, tetracloreto de carbono, micotoxinas) e fatores lipotropicos insuficientes (colina e metionina)
(Coelho et al., 2002).

4. Concluséo

As dietas contendo Spirulina cepa LEB-18 nos tamanhos micrométrico e manométrico ndo alteraram os parametros
bioguimicos (colesterol total e fragdes, triacilglicerdis e glicose) de ratos Wistar fémeas em crescimento. No entanto, verificou-
se que os animais apresentaram algum grau de lesdo hepatica, embora bastante heterogéneos quanto ao padrdo e intensidade.
Isso pode ser devido & deposicao lipidica registrada na dieta contendo Spirulina de tamanho nanométrico, sendo mais evidente
na dieta aproteica. Por fim, nossos resultados fornecem subsidios para estudos futuros, mais detalhados, incluindo técnicas
sofisticadas como a cromatografia gasosa para o perfil em &cidos graxos de cada dieta com fonte lipidica, assim como

determinar, pela mesma tecnica, perfil de acidos graxos teciduais, como o figado.
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