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RESUMO

SILVA, C. C. Efeitos da suplementacio da Spirulina platensis sobre parimetros de
ansiedade e memoria na prole de ratas tratadas durante a lactacio com diferentes
tamanhos de ninhadas. 2015. 49f Trabalho de Conclusdo de Curso (Gradua¢ao em

Nutri¢ao) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2015.

A Spirulina platensis (SP) é uma alga que apresenta na sua composi¢do um alto teor de
proteinas, cerca de 60-70% do seu peso seco, também possui carboidratos, lipidios, vitaminas
e sais minerais e outros fotonutrientes. Objetivou-se com esse estudo avaliar os efeitos da
desnutricdo multicarencial e da suplementacdo da Sp sobre pardmetros de ansiedade e
memoria da prole de ratas com diferentes tamanhos de ninhadas tratadas durante lactagao.
Foram formados quatros grupos de animais: um grupo Controle Normal (Con N) tratado com
agua destilada; um grupo Spirulina Normal (Spiru N), tratado com solugdo de 8% de SP; um
grupo Controle Grande (Con G), tratado com agua destilada; e um grupo Spirulina Grande
(Spiru G), tratado com solugdo de 8% de SP, o aumento do tamanho foi para induzir uma
desnutri¢do multicarencial, por competicao de nutrientes. Os animais receberam agua e ragao
ad libitum. A solu¢do de SP foi ofertada por gavagem na propor¢do de 2ml/100g de peso.
Para avaliar parametros de ansiedade foram realizados os seguintes testes: Teste do Campo
Aberto, cujos parametros avaliados foram ambulagdo, levantar-se, grooming e defecagdo e
Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), onde avaliou-se o niimero de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos fechados e abertos e mergulho de cabega. Para medir alteragdes na
memoria foram utilizados: Teste da Habituacdo ao Campo Aberto onde se avaliou ambulagao
como um indice de facilitagdo de memoria e o teste de Reconhecimento dos Objetos, onde se
analisou a memoria a curto e em longo prazo. Os dados demonstraram que os animais do
Spiru N apresentaram aumento no grooming comparado ao Con G. No LCE o Spiru N e G
entraram menos nos bracos fechados e Con G e Spiru G permaneceram mais tempo nos
bragos fechados e realizaram menos mergulho de cabeca (p<0,05). O Teste da Habituacao,
ndao mostrou diferengas estatisticas. Os testes de Reconhecimento de Objetos em curto prazo
ndo apresentaram diferencas estatisticas, mas na memoria em longo prazo houve uma maior
exploragdo do objeto novo comparado ao familiar no grupo Con N. Essa explorag¢do do objeto
novo foi diminuida no grupo Con G comparado ao Con N e ao Spiru G (p<0,05). O modelo

de desnutricdo multicarencial utilizado nesta pesquisa foi eficiente para induzir aumento da



ansiedade e danos na memoria em longo prazo na prole de ratas tratadas durante a lactagdo.
Por outro lado, a suplementacdo de ratas lactantes com a Sp ndo se mostrou eficiente para
reverter os danos ansiogénicos, mas sim para reverter os danos relacionados & memoria em

longo prazo causados pela competicdo de nutrientes pelo aumento do tamanho da ninhada.

Palavras - chave: Spirulina platensis. Lactagdo. Desnutricdo multicarencial. Memoria.
Ansiedade.



ABSTRACT

SILVA, C. C. Effects of Supplementation with Spirulina platensis on anxiety and
memory parameters in the offspring of rats treated during lactation with different litter

size.

Spirulina platensis (SP) is an algae. Contents in its composition a high content of protein,
about 60-70%, also has carbohydrates, lipids, vitamins and minerals and other fotonutrientes.
The objective of this study was to evaluate the effects of malnutrition multicarencial and
supplementation of SP on anxiety parameters and memory of the offspring of mice with
different size litters treated during lactation. Four groups of animals were formed: one Normal
control group (Con N) treated with distilled water; a Regular Spirulina group (Spiru N),
treated with 8% Sp solution; a Great control group (Con G), treated with distilled water; and a
Grand Spirulina group (Spiru G), treated with 8% Sp solution, increasing the size was to
induce a multicarencial malnutrition, by competing for nutrients. The animals received food
and water ad libitum. The Sp solution was supplied by gavage at the ratio of 2ml/100g. To
evaluate parameters of anxiety were performed the following tests: Test Field Open, whose
parameters evaluated were ambulation, get up, grooming and defecation and Test of Elevated
Plus Maze (EPM), which evaluated the number of entries and time of permanence in closed
and open arms and head-dipping. To measure changes in memory were used: Habituation in
the Open Field Test for assessment ambulation as a memory index and the facilitation and the
Object Recognition Test, where were examined the short and long term memory. The data
showed that the animals of the Spiru N demonstrated an increase in grooming compared to
Con G. In the EPM the Spiru N and G entered less in the closed arms and Con G and Spiru G
staying longer in the closed arms and performed less diving head (p<0.05). The test of
habituation showed no statistical differences. The object recognition test in short term showed
no statistical differences, but in long-term memory there was a further exploration of the new
object compared to family in Con group N. This exploration of the new object was decreased
in Con G group compared to the Con N and Spiru G (p <0.05). The model multicarencial
malnutrition used in this study was efficient to induce increased anxiety and memory
impairments in the long term in the offspring of female rats treated during lactation. More

over, supplementation of lactating rats with Sp was not anxiogenic effective to reverse the



damage, but to reverse the long-term memory related damage caused by competition of

nutrients by increased litter size.

Key words: Spirulina platensis. Lactation. Multicarencial malnutrition. Memory. Anxiety.
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1 INTRODUCAO

A Spirulina platensis (Sp), pertence ao filo Cyanobactéria ou divisdo Cyanophyta, que
¢ um grupo composto de bactérias que obtém energia por meio do processo de fotossintese. A
denominag¢do de Cyanobactéria ¢ devido a sua cor azul, que ¢ composta dos pigmentos
naturais, clorofila (verde), ficocianinas (azul) e carotendides (laranja), desta forma a Sp pode
ser chamada de algas azuis ou algas verde-azuladas (ARRUDA et al., 2013).

A Sp cresce em 4guas alcalinas e ricas em sais minerais em lagos da Africa, Asia,
América do Sul e do Norte e existem na Terra ha 3,5 bilhdes de anos. Possui um alto teor de
proteinas (cerca de 60-70% do seu peso seco) e também possui carboidratos (10 a 20%),
lipidios (5 a 15%), vitaminas e sais minerais e outros fotonutrientes, como o acido graxo
essencial (4acido y linolénico), antioxidantes, sulfolipides, glicolipides e polissacarideos
(BABADZHANOV et al.,, 2004; YADA et al., 2005; AYOUB, 2007; ARRUDA et al., 2013).
Devido a essa rica composi¢do nutricional, a Sp pode ser introduzida na alimentagdo como
alimento e como suplemento em dietas desequilibradas, visto que, estudos comprovam a
inocuidade de seu uso por seres humanos, tanto que os 6rgaos regulatorios, tais como o Food
and Drug Administration (FDA) classificam-na como Generally Recognized as Safe (GRAS),
0 que garante seu uso como alimento sem riscos a saude e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), desde 2009, libera o consumo em determinados limites didrios (FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 2003; SCAPIN, 2005; BRASIL, 2009).

Em paises subdesenvolvidos, tem-se uma grande caréncia de alimentos protéicos, com
alta prevaléncia de desnutricdo, e a Sp vem sendo uma possibilidade para as populagdes
pobres, auxiliando nos casos de desnutri¢io (ALVES; DAMASO; PAI, 2008 ARRUDA et al.,
2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 30% da populagdo mundial
esta desnutrida e 40.000 criangas morrem todos os dias devido a desnutricdo e doengas
relacionadas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Quando a desnutricdo ocorre
nos primeiros anos de vida, estd pode provocar alteragdes com consequéncias graves sobre o
organismo, podendo apresentar irreversibilidade mesmo com recuperagdo nutricional
(MEDEIROS et al., 2008).

Em experimentos com ratos submetidos a desnutricdo no inicio da vida, periodo que
corresponde ao estagio mais vulneravel do desenvolvimento cerebral, foi possivel observar
alteracdes de eventos de maturagdo cerebral que conduziu a alteracdes comportamentais, nas

fungdes cognitivas, disturbios no aprendizado e na memoria. Essas alteracdes podem atingir
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também pardmetros de ansiedade (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002; SILVA;
ALMEIDA, 2006).

Sendo assim a baixa ingestdo de proteina durante a fase inicial da vida pode alterar a
anatomia do cérebro, fisiologia e bioquimica, causando danos permanentes (WANG; XU,
2007). As principais alteragdes estruturais se referem ao cerebelo, sistema hipocampal, ao
menor nimero e tamanho de células cerebrais, assim como alteragdes na ramificagdo
dendritica e na camada de mielina dos neurénios e redu¢do do peso do cérebro (WALKER,
2005; SILVA; ALMEIDA, 2006). Ja as alteracdes fisioldgicas e bioquimicas, promovem
altera¢des no nivel de neurotransmissores € no niimero e na afinidade de alguns receptores de
varios sistemas de neurotransmissdo, como o serotoninérgico, o dopaminérgico, o gabaérgico
e o colinérgico (SILVA; ALMEIDA, 2006).

A desnutricdio pode levar ao aparecimento de comorbidades psiquiatricas e
comportamentais que podem ser vistas em adultos e criangas, como depressdo e ansiedade.
Outras enfermidades, entretanto, aparecem especificamente na infancia, como autismo,
transtornos de aprendizagem e transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (PORTO et
al., 2010).

Dependendo do grau da desnutri¢do, do periodo e do tempo e de ocasional posterior
reabilitacdo nutricional, pode ser que ndo haja alteragdes anatomicas ou mesmo doencas
focais equivalentes a lesdes microscOpicas, nem mesmo retardo mental evidente ou
psicopatologias detectaveis (SCHWEIGERT; SOUZA; PERRY, 2009).

Com base nos estudos citados, a desnutricdo ¢ um problema de relevante importancia
para ser combatida, revertida e evitada, por causar danos para o organismo, principalmente na
fase inicial da vida, onde ¢ necessario ter uma ingestdo de calorias e principalmente proteina
adequada por ser constituinte das células de todo o organismo, visto que a falta de proteina
leva a desnutricdo protéica, promove, especialmente no sistema nervoso, alteracdes
anatomicas, fisioldgicas e neuroquimicas sérias, comprometendo todo o desenvolvimento
cerebral sobre os aspectos de ansiedade, memoria e aprendizagem. Desta forma, ¢ importante
investigar as consequéncias da desnutrigdo sobre um cérebro em desenvolvimento, mais
ainda, se a suplementacdo alimentar nesta fase pode reverter possiveis danos.

Sendo assim, a presente pesquisa teve por finalidade avaliar os efeitos da desnutri¢ao
multicarencial causada pelo aumento do tamanho da ninhada sobre os parametros de
ansiedade, memoria e locomogao da prole de ratas tratadas durante a lactagdo com Sp e se

essa suplementacdo reverteria os possiveis danos causados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da desnutricdo multicarencial e da suplementacdo da Sp sobre
parametros de ansiedade e memoria da prole de ratas com diferentes tamanhos de ninhadas

tratadas durante lactagao.

2.2 Objetivos especificos

e Validar o método de inducdo de desnutricdo multicarencial por competicdo de
nutrientes aumentando-se o tamanho da ninhada;

e Avaliar a atividade locomotora e parametro de ansiedade na prole utilizando
metodologias especificas;

e Medir a capacidade de Habituagdo do animal em longo prazo, como um indice de
facilitacdo da memoria;

e Analisar alteracdes na memoria em curto e em longo prazo na prole.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Spirulina platensis

A microalga Sp ¢ uma Cyanobactéria filamentosa que forma tricomas cilindricos
multicelulares com 1 a 12pum de diametro e se dispdem em forma espiralada, atingindo até
Imm de comprimento. Através da fotossintese a Sp, converte os nutrientes do meio em
material celular, liberando oxigénio (COLLA, 2002).

A reprodugdo da Sp ocorre por fissdo transversal binaria, onde hd a formacdo do
hormogonio (tricoma) que se destaca dando origem a um novo filamento. Sua célula possui
uma membrana plasmatica cercada por multi-camadas da parede celular, Gram-negativas,
caracterizadas com uma fileira de poros ao redor do tricoma separados por septos que sao
visiveis por microscopia (Figura 1) (TOMASELLI; GIOVANNETTI; TORZILLO, 1993).

A Sp possui envoltorio celular mais parecido com uma bactéria do que com uma alga,
ou seja, suas paredes celulares s3o mais digeriveis, uma vez que sdo formadas por
mucopolissacarideos e ndo por celulose, o que representa vantagem do ponto de vista de
preservacdo da integridade de componentes, como vitaminas e acidos graxos poliinsaturados

(TOMASELLI; GIOVANNETTI; TORZILLO, 1993; BABADZHANOV et al., 2004).

Figura 1- Imagem microscopica optica e eletronica da microalga Spirulina platensis.

Fonte: VONSHAK, 1997; SHIMAMATSU, 2004.

Essa microalga apresenta-se como uma alternativa na producao de biomassa alimentar
em regides aridas com escassez de adgua por responder bem a radiacdo solar intensa e altas
temperaturas entre 35 e 40 °C, sendo que a temperatura minima na qual o seu crescimento se

realiza, estd entre 15 e 18 °C durante o dia, mas a noite a Sp pode tolerar temperaturas
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relativamente baixas, crescer em aguas alcalinas e com alta salinidade (8,5 a 200g.L-1)
(RICHMOND; SOEDER, 1986; COZZA; COSTA, 2000).

Ao contrario de outras microalgas, a Sp, apresenta baixa susceptibilidade a
contaminacdo em seu cultivo por outros microrganismos devido ao alto pH necessério ao
seu desenvolvimento, estando inicialmente em torno de 8,0 e podendo atingir pH 11,0
(BARROS; SASSI, 2007). E essencialmente fotoautotrofica, isto é, através da fotossintese,
obtém energia da luz para a fixacdo de carbono necessario a construcdo de biomassa. Como
subproduto da reacdo, a microalga libera oxigénio na atmosfera (CHRONAKIS, 2001).

A Sp ¢ um produto totalmente de origem bioldgica. Considerada como GRAS, pode
ser adicionada em alimentos preparados na quantidade de 0,5-3g/por¢do (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2003). Em maio de 2009, a Spirulina passou a fazer parte da Lista de
Novos Ingredientes (enquadrada nos Alimentos com Alega¢des de Propriedades Funcionais
e/ou de Saude, Novos Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e Probidticos) aprovada

pela ANVISA, a qual limita a sua ingestao diaria em 1,6g por individuo (BRASIL, 2009).

3.1.1 Composicao nutricional da Spirulina platensis

A Sp possui um alto teor de proteina, cerca de 60-70% do seu peso seco, enquanto que
a carne e os peixes contém cerca de 15-20%; a soja, 35%; o leite desidratado, 35%; os
amendoins, 25%; os ovos, 12%; e os graos, 8-14%, cujo valor nutricional da mesma
relaciona-se com a qualidade de seus aminoacidos, pois contém todos os aminodcidos
essenciais, como, fenilalanina, triptofano, valina, leucina, isoleucina, treonina, lisina, histidina
e metionina, € 0s ndo-essenciais como, glicina, alanina, prolina, tirosina, serina, acido
aspartico, acido glutdmico, asparagina, cisteina, glutamina e arginina. Apresenta limitadas
quantidades dos aminoacidos metionina e cisteina, que sdo aminodcidos que contém enxofre e
lisina, quando comparadas as proteinas da carne, ovos e leite. Porém, a concentragdo
apresentada nesta microalga ¢ superior as quantidades encontradas nos cereais, nas sementes e
nas verduras dos aminodcidos metionina e cisteina. Ja a quantidade de lisina presente na Sp €
superior a de todas as proteinas vegetais, exceto as encontradas nas leguminosas. A Sp
também apresenta o acido o-diaminopimélico derivado da lisina, caracteristico de certas
paredes celulares de algumas bactérias (RICHMOND; SOEDER, 1986; UNITED NATIONS
ORGANIZATION FOR FOOD AND AGRICULTURE, 1990; BABADZHANOV et al.,
2004; ARRUDA et al., 2013).
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A Sp apresenta quantidades maiores de aminoacidos essenciais do que quantidades
teoricas em proteina dietética recomendada para criangas em idade de 2-5 anos (UNITED
NATIONS ORGANIZATION FOR FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION,
1990), com excecdo da lisina apresentando 2,95% em relagdo a 5,8% na dieta protéica
recomendada para crianga pela FAO (MORAIS et al., 2009).

Esta Cyanobactéria apresenta ainda na sua composicdo, altas concentragdes de pro-
vitamina A, vitaminas do complexo B como, Bl (tiamina), B2 (riboflavina), B3
(nicotinamida), B5 (4cido pantoténico), B6 (piridoxina), B7 (biotina) B9 (4cido félico), B12
(cianocobalamina) e inositol, e também contém as vitaminas C, D, E (tocoferol), além de -
caroteno. Com relacdo a vitamina B12, que ¢ deficiente em alimentos de origem vegetal,
sendo mais presente em alimentos de origem animal, a Sp se destaca por apresentar um alto
teor dessa vitamina e da vitamina B9 que ¢ necessaria para a formagdo das células e para o
bom funcionamento dos sistemas, cardiovascular e nervoso. Além das vitaminas presentes, a
Sp € uma rica fonte de minerais, tendo como os principais: potassio (0,64 a 1,54 %), célcio
(0,13 a 0,14 %), fosforo (0,67 a 0,9 %), e também possui o cromo, o cobre, 0 magnésio, o
manganés, o selénio, o sddio, o ferro absorvivel e o zinco, que sdo necessdrios para a
manutencdo do metabolismo, para a conservacdo da pele e das mucosas e para o
desenvolvimento normal dos ossos e dos dentes (BECKER et al., 1986; BELAY et al., 1993;
BROWN et al, 1999; TOKUSOGLU; UUNAL, 2003; COLLA; MUCCILLO-BAISCH;
COSTA, 2008; ARRUDA et al., 2013).

Ela ainda apresenta cerca de 10 a 20% de carboidratos, 5 a 15% de lipideos, entre eles
acidos graxos essenciais poli-insaturados, 6mega 3 e 6, sendo os das familia dmega 3: o o-
linolénico, precusor na biossintese de outros acidos graxos do tipo 6mega 3, acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), ambos altamente insaturados; € os da
familia O6mega 6: acido y-linolénico (GLA), dihomo-y-linolénico e linoléico essencial,
caracteristico de alimentos de origem vegetal e precursor do acido araquidonico que também ¢
do tipo dmega 6. Além de apresentar os acidos graxos da familia monoendico: palmitoléico,
oléico, erucico (BABADZHANOV et al., 2004; AYOUB, 2007; PHILIPPI, 2008; ARRUDA
et al., 2013).

Entre os pigmentos que constitui a Sp, estdo a ficocianina (20%) e 0,37% de
carotenoides ¢ a clorofila (BABADZHANOYV et al., 2004; ARRUDA et al., 2013).

A importancia nutricional da Sp ¢ determinada pela variedade dos nutrientes que a mesma

contém, alguns dos quais ndo sdo sintetizados pelo organismo humano. Devido a essa
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variedade, torna-se um alimento completo, podendo-se dizer que a Sp ¢ o alimento com maior

numero de diferentes nutrientes por unidade de peso (PHANG et al., 2000).

3.1.2 Spirulina platensis e recuperac¢ao do estado nutricional

A Sp e os seus constituintes possuem varias propriedades nutricionais e terapéuticas
que fazem dela, um apropriado suplemento alimentar, uma fonte potencial para ser utilizada
na preven¢ao e no tratamento de diversas enfermidades e na recuperacao do estado nutricional
(AMBROSI et al., 2008).

Apods a liberagdo da ANVISA no Brasil em 2009 do consumo da Sp para seres
humanos, varios estudos cientificos tém sido realizados para verificar seus efeitos biologicos.
A partir deste ponto sdo mostrados estudos relevantes nesta area:

O estudo de Moreira et al. (2013), analisou os efeitos do uso da Sp na recuperagdo do
estado nutricional de ratos submetidos a desnutricao, sobre os pardmetros de crescimento,
bioquimica e aspecto hematolégico. Para a realizacdo do experimento, foram administradas
cinco dietas a base de formulacdo para roedores em crescimento American Institute of
Nutrition (AIN -93G) descrita por Reeves, Nielsen e Fahey (1993), como dieta controle (C):
93G adaptado para 12% de proteina; dieta aproteica (A): nenhuma proteina agregada; dieta
S1: Spirulina 8,8%; dieta S2: Spirulina 17,6%; e dieta S3: Spirulina 24,4%. Os resultados do
estudo mostraram que as diferentes concentragdes de Sp permitiram a recuperacdao do estado
nutricional dos ratos Wistar e que a dieta com concentragdo de 8,8% de Sp foi mais eficiente,
com resposta equivalente para o controle e superior as outras.

Alves, Mello e Voltarelli (2005), também avaliou os efeitos da Sp como fonte protéica
em ratos, os quais foram submetidos a desnutricdo protéica e posterior recuperagdo
nutricional. O estudo foi realizado em duas etapas. Na primeira (fase de desnutri¢do), os ratos
foram separados em dois grupos, de acordo com a dieta recebida dos 28 aos 60 dias de idade,
grupo controle e grupo desnutrido, respectivamente, que receberam 17% e 6% de proteina na
forma de caseina na dieta. Apos o periodo de desnutri¢do protéica, foi iniciada a 2° etapa (fase
de recuperacdo nutricional), onde os ratos foram separados em 3 grupos, de acordo com a
dieta recebida do 60° ao 90° dia de idade. O grupo controle foi alimentado com dieta contendo
17% de proteina dos 28 aos 60 dias de idade e mantidos na mesma dieta dos 61 aos 90 dias;
grupo recuperado com caseina; alimentados com a dieta contendo 6% de proteina na forma de
caseina dos 28 aos 60 dias e com a dieta contendo 17% de proteina na forma de caseina dos

61 aos 90 dias; e o grupo recuperado com Sp: alimentados com a dieta contendo 6% de
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proteina na forma de caseina dos 28 aos 60 dias e com a dieta com 17% de proteina na forma
de Spirulina dos 61 aos 90 dias. Ao final do experimento, concluiram que ambas as dietas
empregadas (caseina e Spirulina) na recuperagdo nutricional dos ratos foram igualmente
eficazes e isso demonstra que o potencial protéico da Sp na recuperacao protéica dos ratos foi
tao eficiente quanto o da caseina, que ¢ considerada uma proteina padrao.

Outro estudo avaliou a a¢do da Sp como fonte proteica na recuperacdo do estado
nutricional de ratos machos adultos. Foram estudados 48 animais, divididos em quatro
grupos del2 animais de acordo com a dieta: aos grupos CC (controle caseina) e CS (controle
Spirulina) foi administrada dieta a base de caseina e Spirulina, respectivamente, com a
concentragdo protéica de 12%, durante todo o experimento. Os grupos RC (recuperado
caseina) e RS (recuperado Spirulina) receberam dieta desequilibrada, com 7% de proteina
(caseina) durante 60 dias e posteriormente foram recuperados com dietas contendo caseina
(12%) e Spirulina (12%) durante 90 dias, perfazendo um total de 150 dias do estudo.
Concluiram que durante a desnutricdo proteica (dieta com 7% de proteina) houve diferengas
estatisticas entre os grupos RC e RS e, posteriormente o grupo RC teve perda de peso
significativamente superior ao RS. No periodo de recuperagdo, durante o qual os grupos
receberam dieta com 12% de proteina, o ganho de peso foi significativamente maior no grupo
recuperado com a fonte proteica proveniente da Sp (grupo - RS), entre o intervalo da 10*a 18*
semanas. Posteriormente, ndo apresentou diferenca estatistica em relagdo ao grupo RC, porém
este apresentou um ganho de peso inferior em todo o periodo de recuperacdo. A recuperagao

do peso com a Sp comprova a sua eficiéncia como fonte alimentar (DONATO et al., 2010).

3.2 DESNUTRICAO E SEUS EFEITOS SOBRE O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O estado nutricional de um individuo pode ser caracterizado a partir da disponibilidade
e da utilizagdo de nutrientes para obtengdo da energia de que ele necessita em nivel celular.
Desta forma o estado nutricional é considerado normal quando a oferta de nutrientes,
advindos da alimentag@o, supre as necessidades metabdlicas normais. Quando ocorre um
desequilibrio nutricional e esta disponibilidade se torna insuficiente para atender a demanda
do organismo, ocorrerdo alteragdes organicas e um quadro favordvel ao surgimento de
doengas carenciais, sendo a desnutri¢do uma das mais sérias (MEDEIROS et al., 2008).

Na espécie humana, a desnutricdio nos primeiros anos de vida pode levar a
consequéncias assoladoras sobre os sistemas organicos, podendo levar a danos irreversiveis,

mesmo apos periodo de recuperagao nutricional, pois durante esta fase da vida, o
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desenvolvimento € rapido e as necessidades caldricas e nutricionais sao maiores (MEDEIROS
et al., 2008).

A privacdo dietética de proteina durante a infancia pode levar a diversos efeitos sobre
a anatomia do cérebro, fisiologia e bioquimica com danos permanentes. O cérebro passa por
um rapido crescimento, que ocorre a partir do terceiro trimestre da gravidez até 24 meses ap0s
0 nascimento nos seres humanos e ocorre a partir do 15° dia de gestacdo até 21 dias apods o
nascimento, em ratos. Se ocorrer o déficit nutricional nesta fase, a estrutura e a fungdo do
cérebro podem ser comprometidas (WANG; XU, 2007).

Um estudo foi realizado para investigar os efeitos da desnutricdo induzida por uma
Dieta Bésica Regional (DBR) sobre o desenvolvimento motor de ratos. A DBR ¢ uma dieta
composta de 7,87% de proteinas que ¢ compativel com dietas fornecidas a pessoas pobres do
Nordeste do Brasil. Ratas foram tratadas com DBR durante a lacta¢do e o desenvolvimento da
atividade motora foi avaliado na prole. Os ratos desnutridos tiveram um atraso na maturagao e
evolucdo da atividade locomotora. Os resultados mostram que a deficiéncia na maturagdo esta
relacionada a deficiéncia protéica no periodo critico de desenvolvimento do cérebro,
mostrando os efeitos deletérios induzidos pela DBR no desenvolvimento e maturacao
somatico do SNC. Os primeiros 21 dias apds o nascimento se configuram como o periodo
critico, onde a desnutricdo em ratos provoca um atraso de padrdes motores e neuro-
comportamentais (BARROS et al., 2006).

Mendonga et al. (2004), analisou a dieta DBR versus a dieta comercial em ratas
gestantes e lactantes, na distribuicdo dos astrdcitos no hipotdlamo e obteve como resultados,
alteracdes na gliogénese e proliferacao de células gliais, provocadas pela dieta DBR. Outro
estudo tratando ratos machos e fémeas com a DBR durante 60 dias, observou desorganizagao
na mieliniza¢do do nervo 6ptico (ALMEIDA et al., 2005).

Ja Vilela et al. (2005), analisou a dieta DBR versus a dieta comercial em ratas
gestantes, lactantes e concluiu que a DBR causou alteragdes nas estruturas dos ciclos
circadianos e dimensdes e densidade no SNC.

Experimentos com ratos submetidos a desnutricdo no inicio da vida possibilitaram
observar alteragdes tais como a reducdo do peso corporal e determinadas alteracdes no
desenvolvimento cognitivo. Porém, h4 outras alteragdes estruturais e funcionais que sdo mais
sutis e ocorrem em determinados periodos de desenvolvimento mais acelerado do cérebro,
sendo, dependendo de sua natureza, passiveis de reversibilidade diante de reabilitagdo
nutricional. Entre as alteragdes estruturais, as principais se referem ao cerebelo, sistema

hipocampal, a0 menor nimero e tamanho de células cerebrais. Além disso, alteracdes na
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ramificacdo dendritica na camada de mielina dos neurdnios e redugdo do peso do cérebro
(WALKER, 2005; SILVA; ALMEIDA, 2006).

Com relacdo as alteracdes neuroquimicas, a desnutricdo protéica provoca alteragdes no
nivel de neurotransmissores € no nimero ¢ na afinidade de alguns receptores de varios
sistemas de neurotransmissdo, como o serotoninérgico, o dopaminérgico, o gabaérgico € o
colinérgico. Ja do ponto de vista funcional, a desnutricdo modifica aspectos como emocao,
motivacdo e ansiedade, como também altera os processos que estdo relacionados com a
memoria e aprendizagem (SILVA; ALMEIDA, 2006).

A maturagdo do SNC depende de raizes genéticas, da complexidade e do grau da
estimulagdo ambiental e de uma alimentacdo adequada. A desnutricdo ndo faz parte dos
fatores genéticos, mas se configura como uma das principais causas que afetam o

desenvolvimento cerebral (SCHWEIGERT; SOUZA; PERRY, 2009).

Atraso em apenas poucos eventos neurologicos isolados, resultantes da desnutrigao,
podem ser causa de reagdo em cadeia, amplificando erros funcionais
(KAWAGUCHI; HAMA, 1988, apud MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002, p.
473). Interferéncias temporais na progressio dos processos morfoldgicos,
fisiologicos e bioquimicos de desenvolvimento do SNC, podem levar a déficit
funcional permanente (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002).

Dependendo do grau da desnutri¢do, do periodo e do tempo e de ocasional posterior
reabilitacdo nutricional, pode ser que ndo haja alteragdes anatomicas ou mesmo doencas
focais equivalentes a lesdes microscOpicas, nem mesmo retardo mental evidente ou
psicopatologias detectaveis. Porém, pode resultar em condigdes sub-otimizadas permanentes
do desenvolvimento intelectual e comportamental. Assim, lesdes focais expressivas
contribuem menos do que desequilibrio no sistema de neurotransmissores para alteragcdes
funcionais tardias (SCHWEIGERT; SOUZA; PERRY, 2009).

Morgane, Mokler e Galler (2002), ressaltam a necessidade de diferenciar em relacao
ao cérebro, o retardo do desenvolvimento normal, que apenas se tornou lento, do
desenvolvimento anormal. A conclusdo dos autores ¢ que a desnutricdo leva ao
desenvolvimento anormal significativo, incluindo desequilibrio de neurotransmissores, € nao
simplesmente um retardo no desenvolvimento normal.

Os estudos experimentais em animais com desnutrigdo mostraram que a desnutri¢do
protéica pode causar alteragdes na funcdo, fisiologia e anatomia do cérebro e que esta

desnutri¢do pode ser passivel de reversao quando tratada a tempo com uma fonte de proteina
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que se assemelhe com a caseina que ¢ considerada proteina padrdo de alto valor biologico e
capaz de reverter algumas dessas alteragoes.

A Sp ¢ um alimento que apresenta uma composicdo nutricional rica em
micronutrientes € macronutrientes, principalmente em proteina, que se configura como uma
alternativa de suplementagdo protéica em pessoas que apresentam um quadro de desnutrigdo,

de modo a evitar os seus efeitos nocivos no corpo e especialmente no cérebro.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Fémeas primiparas, da linhagem Wistar, obtidas no biotério de criacdo do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), com idade de 90
dias e peso de 250 + 50 g foram utilizadas para obtencdo dos ratos lactentes. Durante o
acasalamento, cada fémea foi mantida com um macho; os animais foram mantidos no
Laboratério de Nutrigdo Experimental (LANEX) do Centro de Educagdo e Saude (CES) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) — campus Cuité, até confirmacdo da
prenhez através do esfregaco vaginal. Posteriormente, as ratas prenhas foram alojadas em
gaiolas-maternidade individuais de polipropileno, em condi¢des-padrdo: temperatura de 22
+1°C, com ciclo claro-escuro (12 h; inicio da fase clara as 6 h), umidade de £+ 65%, recebendo
racdo e agua ad libitum, desde o primeiro dia de gestacdo até o final da lactagdo. As ninhadas
foram padronizadas em 6 filhotes e 12 filhotes, de acordo com os grupos experimentais
formados. O desmame foi realizado aos 21 dias pos-natal. O protocolo experimental seguiu as
recomendagdes éticas do National Institute of Health (Bethesda, USA), com relagdo aos
cuidados com os animais. Todos os procedimentos foram analisados pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais- CEUA/UFCG, com a finalidade de cumprir a Lei 11.794/2008 que
regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de animais. O presente trabalho foi

aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa, com o niimero de protocolo 241-2015.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos:
e Controle Normal (Con N), com ninhada padrao (6 filhotes);
e Spirulina Normal (Spiru N), com ninhada padrao (6 filhotes) e recebendo solugdo com
8% de Sp;
Controle Grande (Con G), com grande ninhada (12 filhotes);

Spirulina Grande (Spiru G), com grande ninhada (12 filhotes) e recebendo solugdo
com 8% de Sp;

O ntmero total de animais do experimento foi 48, sendo 12 por grupo, foi utilizado
apenas ratos machos. A determinacdo do tamanho da ninhada foi baseado no estudo de

Rocha-de-Melo et al. (2006).
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A suplementacdo com Sp foi administrada apenas durante os 21 dias de lactagdo
(2mL/ 100g de peso) diariamente por meio de gavagem no periodo da manha . Foi utilizado
Sp liofilizada da marca Fazenda Tamandu4 embalagem de 1Kg. Uma por¢ao de 1,5g fornece
5Kcal; 0,3g de carboidratos; 0,8g de proteinas; 0,1g de gorduras totais; 0,04g de gorduras
saturadas; 0,09 de fibra alimentar; 3mg de calcio; 0,3mg de ferro e 19mg de sodio. Os
grupos controle receberam (2mL/ 100g de peso) diariamente por meio de gavagem no periodo
da manha de agua destilada. Todos os animais experimentais e controles tiveram acesso a

agua e ragdo ad libitum.

4.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os testes para a avaliacdo comportamental realizadas nos animais para ambos os
grupos iniciou-se a partir dos 35 dias de vida dos mesmos.

Para todos os testes os animais possuiram uma identificagdo por meio de numeros em
placas de papéis que foram colocadas em locais que pudesse ser captados pelo video. A cada
animal testado o aparelho foi limpo antes de iniciar e depois de concluido o teste com alcool a
70° e papel absorvente e a cada troca de animal com alcool a 10° e papel absorvente.

Em todos os testes as sessdes foram filmadas com uma camera de video instalada em
um suporte acima do aparato e conectada a um computador. Posteriormente, os videos foram

analisados e as categorias comportamentais identificadas e registrada manualmente.

4.3.1 Testes de ansiedade

4.3.1.1 Teste do Campo Aberto

O procedimento baseia-se em submeter o animal a um ambiente desconhecido, do qual
a fuga ¢ impedida por paredes circundantes. O animal foi colocado no centro do Campo
Aberto onde os pardmetros avaliados foram: ambulagdo (nimero de cruzamentos dos campos
pelo animal com as quatros patas); levantar-se (nimero de vezes que o animal se levantou e
andou na arena somente com as patas posteriores); grooming (tempo de comportamentos de
autolimpeza no qual o animal passou as patas sucessivas vezes na cabega ou ficou se
lambendo); defecagdo (numeros de bolos fecais ao final do tempo de observacdo). Tanto a
ambulagdo quanto o levantar-se, o animal ao realizar bastante estes processos menos ansioso

ele se encontrava, ja ao realizar muita vezes o processo de grooming e defecagdo mais ansioso
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o animal se encontrava. O tempo de observacdo para os parametros foi de 10 minutos
(MONTGOMERY, 1955 apud SANTOS, 2008; RACHETTI et al., 2012). E foi realizado
entre as 14:00—-18:00h.

O aparelho consiste em uma arena circular de metal (pintada de branco), medindo I1m
de didmetro, circundada por uma parede de 41 cm de altura. O piso da arena ¢ dividido em 3
circulos concéntricos (16.5, 58.5, e 97.5 cm de didmetro, respectivamente) que, por sua vez,
sdo subdivididos em um total de 16 segmentos e um circulo central. H4 também uma lampada
de 40 watts suspensa a uma altura de 46 cm do piso da arena, sendo posicionada no centro do

aparelho.

Figura 2: Aparato do Campo Aberto

Fonte: autoria propria
4.3.1.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
O animal foi colocado individualmente no centro do Labirinto cuidadosamente para

que ele pudesse explorar livremente, os parametros avaliados durante um periodo de 5

minutos foram o nimero de entradas e o tempo total de permanéncia nos bracos abertos e
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fechados, e o mergulho de cabega (Head-Dipping). A entrada nos bragos foi definida como a
entrada do animal com todas as quatro patas dentro do brago. Quanto maiores os niveis de
ansiedade, menos o animal explora os bragos abertos e realiza mergulho de cabeca,
permanecendo mais tempo e entrando nos bragos fechados (HANDLEY; MITHANI, 1984;
PELLOW et al., 1985). O procedimento foi realizado entre as 08:00—10:00.

O LCE ¢ feito de madeira e consiste em quatro bracos, sendo dois bracos com paredes
laterais e sem cobertura (bragos fechados), medindo 50 cm de comprimento por 10 cm de
largura e 40 cm de altura, colocados perpendicularmente a dois bragos desprovidos de paredes
laterais (bracos abertos) com o mesmo comprimento e largura. Cada brago ¢ posicionado a
90° do braco adjacente e cruzam-se numa area central onde o animal ¢ posicionado. O

labirinto ¢ apoiado sob um suporte com 50 cm elevado em relagdo ao solo.

Figura 3: Aparato do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: autoria propria
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4.3.2 Testes de memoria

4.3.2.1 Teste de Habituagao ao Campo Aberto

O teste consistiu em colocar o animal no centro da arena circular do Campo Aberto. O
parametro avaliado foi atividade locomotora (nimero de cruzamentos dos campos pelo animal
com as quatros patas) como indice de facilitagdo da memoria em logo prazo. A Habituagdo
ocorre com a diminui¢do da atividade locomotora pelo animal decorrente da exposicao
repetida a0 mesmo ambiente (RACHETTI et al., 2012). O tempo de observacdo para o
parametro foi de 10 minutos

Todo o procedimento foi repetido 7 dias apds a primeira exposi¢do. O teste foi

realizado entre as 14:00—18:00h.

4.3.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

O teste compreendeu de dois momentos com exposi¢des do animal ao Campo Aberto,
sendo que a segunda exposi¢do ocorreu 7 dias apds a primeira. O teste envolve 4 etapas.

Para a realiza¢do do experimento foram utilizados 4 objetos, sendo 1 para ser o objeto
familiar (A1); 1 objeto novo para o treino (A2); 1 objeto novo para o primeiro teste (A3) e 1
objeto novo para o segundo teste (A4).

A primeira etapa, a sessdo de habituag¢do, todos os animais, um por vez, foram
colocados no Campo Aberto na auséncia de objetos, ficando livres para explorar e
permaneceram por 3 minutos, apenas para se habituar ao local do teste. A segunda etapa, o
treino, ocorreu apos a sessdo de habituagdo do animal, este foi colocado de volta na arena do
campo aberto, contendo 2 objetos diferentes (Al- familiar e A2- novo), onde explorou
livremente por 10 minutos. A terceira etapa, o primeiro teste, memoria a curto prazo, ocorreu
no mesmo dia da sessdo de treino, de forma que o primeiro rato da sessdo de treino foi
colocado novamente no Campo Aberto trés horas apds a sessdo de treino, na presenca do
objeto familiar A1 e um objeto novo A3, isso ocorreu sucessivamente com todos os ratos e
este teste teve duragdo de 5 minutos. A quarta etapa, o segundo teste, memoria a longo prazo,
foi realizado 7 dias apds o teste de memoria a curto prazo. Neste teste, foi mantido o objeto
familiar A1 e um objeto novo A4. O animal foi introduzido na arena para explorar por 5
minutos. Quando o animal lembra-se do objeto familiar ele se interessa mais pelo objeto novo

e o explora mais (RACHETTTI et al., 2012).
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Para todos os testes os objetos foram colocados em lados opostos (padronizados para
todos os animais) (Figura 4) e o animal foi colocado no centro da arena do campo aberto, de
modo que nenhum dos objetos ficasse de frente pra ele. E o parametro avaliado foi o tempo
gasto para explorar cada objeto: a exploragdo foi definida como o comportamento do animal
ao cheirar ou tocar o objeto com o focinho e/ou patas dianteiras. O procedimento foi realizado

entre as 08:00—12:00h.

Figura 4 - Disposicao dos objetos utilizados no Teste de Reconhecimento dos Objetos.

Tremo femoria em curto prazo

Miemoria em longo praze

4.4 EUTANASIA

Todos os animais foram eutanasiados com 60 dias de vida através de anestesia com

Cloridrato de Ketamina e Cloridrato de Xilazina, de ambos foi utilizado 1 ml/g de peso.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS
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As andlises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Stat 3.1
utilizando o teste de One way ANOVA. O p6s teste foi Kruskal-Wallis ou de Dunn. Os dados

foram considerados significativos quando apresentaram p< 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 TESTES DE ANSIEDADE
5.1.1 Teste do Campo Aberto

Analisando os dados da ambulacdo, levantar-se, grooming e defecacdo dos animais,
percebeu-se que houve diferenca estatistica entre o grupo Spiru N versus o Con G (41,5+5,86

x 14,1£3,75) apenas com relagdo ao processo de autolimpeza (grooming), (p<0,05).
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Figura 5 - Avaliagdo de ratos Wistar no Campo Aberto sobre os pardmetros de ambulagdo, levantar, grooming ¢
defecacdo com 35 dias de vida em diferentes tamanhos de ninhadas cujas maes foram tratadas com Sp por
gavagem durante os 21 dias de lactagdo. Os Spiru N (n=12) e Spiru G (n=12) receberam uma solu¢do com
concentracao de Sp de 8% e os Con N (n=12) e Con G (n=12) receberam solugdo de agua destilada. Dados
expessos em média + erro médio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma
Stat 3.1 utilizando o teste de One way ANOVA. O pos teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Os dados foram
considerados significativos quando apresentaram p<0,05. # = diferenca Spiru N comparado com Con G.

5.1.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

5.1.2.1 Numeros de entrada nos bragos fechados ¢ abertos do Labirinto em Cruz Elevado
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A andlise do numero de entradas nos bragos abertos e fechados mostrou que houve
diferencas estatisticas com relacdo ao numero de entradas nos bragos fechados comparando os
grupo Spiru N ao Con G (6,5+0,80 x 10,3+0,70) e Spiru G ao Con G (6,2+0,80 x 10,3+0,70) e
ao Con N (6,2+0,80 x 9,2+0,70) (p< 0,05). Os animais tratados com Sp, tanto os pertencentes
a grandes ninhadas como os de pequenas ninhadas entram menos vezes nos bragos fechados,

(p<0,05). Os bragos abertos nao teveram diferenca estatisticas.
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Figura 6: Numero de entrada nos bracos fechados e abertos no Labirinto em Cruz Elevado realizado por ratos
Wistar com 49 dias de vida em diferentes tamanhos de ninhadas (N= com 6 filhotes e G com 12 filhotes por
ninhada) cujas maes foram tratadas com Sp durante a lactagdo. Os grupos Spiru N e Spiru G receberam uma
solug@o com 8% de Sp e os Con N e Con G receberam solugéo de dgua destilada. Todos os grupos continham 12
animais. Dados expessos em média + erro médio padrdo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio do
programa Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One way ANOVA. O p0s teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Os
dados foram considerados significativos quando apresentaram p<0,05. # = diferenga Spiru N versus Con G ¢
Spiru G versus Con G; *= Spiru G versus Con N.

5.1.2.2 Tempo de permanéncia dos animais nos bracos fechados e abertos do Labirinto em

Cruz Elevado

O confronto dos dados dos grupos estudados mostrou que os animais do Spiru G
permaneceram mais tempo nos bragos fechados comparados com os Con N (266,6+5,7 x
222,447,2), similar resultado observado no Con G comparado ao Con N (261,1+6,5 x

222,447,2), (p<0,05). Os bracos abertos ndo tiveram diferencas estatisticas.
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Figura 7: Tempo de permanéncia (seg) nos bragos fechados e abertos no Labirinto em Cruz Elevado de ratos
Wistar com 49 dias de vida em diferentes tamanhos de ninhadas cuja maes foram tratadas com Sp por gavagem
durante os 21 dias de lactagdo, onde os grupos Spiru N e Spiru G receberam uma concentragdo de Sp em 8% ¢
0s Con N e Con G receberam solucdo de agua destilada. Dados expessos em média + erro médio padrio. n=12
para todos os grupos. Os grupos foram divididos em N com ninhadas com 6 filhotes e G com ninhadas com 12
filhotes. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One
way ANOVA. O pos teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Os dados foram considerados significativos quando
apresentaram p< 0,05. *= diferenca Spiru G versus Con N e Con G versus Con N.

5.1.2.3 Numeros de mergulhos de cabeca no Labirinto em Cruz Elevado

A analise demonstrou que os grupos desnutridos, Spiru G (4,6+ 0,6 x 12,6+ 2,1) e Con
G (4,4« 0,8 x 12,6+ 2,1) realizaram menos mergulhos de cabe¢a comparados ao Con N,

(p<0,05).
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Figura 8: Numeros de mergulhos de cabeca no Labirinto em Cruz Elevado de ratos Wistar com 49 dias de vida
em diferentes tamanhos de ninhadas cuja maes foram tratadas com Sp por gavagem durante os 21 dias de
lactag@o, onde os grupos Spiru N (n=6 por ninhada) e Spiru G (n=12 por ninhada) receberam uma concentragao
de Sp em 8% e os Con N (n=6 por ninhada) e Con G (n=12 por ninhada) receberam solugdo de agua destilada.
Dados expessos em média + erro médio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One way ANOVA. O p6s teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Os dados foram
considerados significativos quando apresentaram p<0,05.

*= diferenca Spiru G versus Con N e Con G versus Con N.

5.2 TESTES DE MEMORIA

5.2.1 Teste de Habituacdo ao Campo Aberto

O teste da Habituagdo ndo mostrou diferencgas estatisticas ao comparar-se 0s grupos

Controles e Experimentais na primeira e segunda exposi¢des ao Campo Aberto.
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Figura 9: Teste de Habituacdo ao Campo Aberto em ratos Wistar com 42 de vida tratados durante a lactagdo em
diferentes tamanhos de ninhadas cuja maes foram tratadas com Sp por gavagem durante os 21 dias de lactagdo,
onde os grupos Spiru N (n=12) e Spiru G (n=12) receberam uma solu¢do com 8% de Sp e os grupos Con N
(n=12) e Con G (n=12) receberam solucdo de adgua destilada. Dados expessos em média +erro médio padrao.
As analises estatisticas foram realizados por meio do programa Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One way
ANOVA. O pos teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn.

5.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

5.2.2.1 Avaliagdo da memoria a curto prazo

A andlise da memoria a curto prazo ndo mostrou diferengas estatisticas nos confrontos

dos grupos.
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MEMORIA A CURTO PRAZO
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Figura 10: Avaliagdo da memoria a curto prazo por meio da exploragdo dos objetos em ratos Wistar com 53 dias
de vida em diferentes tamanhos de ninhadas cuja maes foram tratadas com Sp por gavagem durante os 21 dias de
lactag@o, onde os grupos Spiru N (n=6 por ninhada) e Spiru G (n=12 por ninhada) receberam uma concentragao
de Sp em 8% e os Con N (n=6 por ninhada) e Con G (n=12 por ninhada) receberam solugdo de agua destilada.
Dados expessos em média + erro médio padrdo. As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa
Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One way ANOVA. O p6s teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Todos os grupos
continham 12 animais por grupo.

Exploracio do objeto (seg)

5.2.2.2 Avaliagdo da memoria a longo prazo

A andlise dos dados da memdria a longo prazo mostrou que houve uma maior
exploragdo do objeto novo comparado ao familiar no grupo Con N (13,1+2,9 x 4,4+0,7). Essa
exploragdo do objeto novo foi diminuida no grupo Con G comparado ao Con N (5,040,5 x
13,1£2,9), (p<0,05).

Estatisticamente os grupos Con N (13,1£2,9), Spiru N (7,7+£0,6) e Spiru G (9,4+2,3)
sdo iguais ao explorar objeto novo. Mas, ao comparar a exploracdo do objeto novo nos grupos
Con G versus Spiru G (5,0£0,5 x 9,442,3), houve uma maior exploracio no grupo

experimenal.
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MEMORIA ALONGOPRAZO
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Figura 11: Avaliagdo da memoria em longo prazo por meio da exploragdo dos objetos em ratos Wistar com 60
dias de vida em diferentes tamanhos de ninhadas cuja maes foram tratadas com Sp por gavagem durante os 21
dias de lactagdo, onde os grupos Spiru N e Spiru G receberam uma concentragdo de Sp em 8% e os Con N e Con
G receberam solugdo de agua destilada. Dados expessos em média + erro médio padrdo. Ninhadas N foram
padronizadas com 6 filhotes e ninhadas G com 12 filhotes. O niimero total de animais por grupo foi de 12. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do programa Sigma Stat 3.1 utilizando o teste de One way
ANOVA. O pos teste foi Kruskal-Wallis ou Dunn. Os dados foram considerados significativos quando
apresentaram p<0,05. **= diferenga Con G Novo versus Con N Novo; * = diferenca Con N Novo versus Con N
Familiar.
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6 DISCUSSAO

Objetivou-se com o presente trabalho validar o método de tamanhos de ninhadas
diferentes como indutor de desnutricdo multicarencial ocasionada pela competicdo de
nutrientes como causa de alteragdes na memoria e ansiedade, bem como verificar se a
suplementacdo com a Sp seria eficiente para reverter esses danos causados. Assim, observou-
se por meio dos aparatos utilizados aumento da ansiedade e alteracdes de memoria.

Com relacdo ao teste de Campo Aberto foi observado um aumento da atividade
ansiogénica por meio do processo de autolimepeza (grooming), no grupo Spirulina Normal
(Spiru N), sugerindo que este efeito tenha sido causado pela Sp, visto que este grupo ndo
sofreu desnutricdo por meio da competicao de nutrientes, devido ao seu numero de animais.

J& andlise da ansiedade utilizando o aparato do Labirinto em Cruz Elevado, estudos
demonstraram que ratos desnutridos com restricdo protéica durante a lactacdo entram mais
vezes € passam mais tempos nos bragos abertos e realizam com frequéncia mergulhos de
cabeca. Os autores interpretam este comportamento como uma diminui¢do da ansiedade e/ou
maior impulsividade causada pelo proprio processo de desnutricdo. Este efeito ansiolitico
sugere que a desnutricdo protéica de curto prazo pode afetar os sistemas neurais e/ou
neuroquimicos. Acredita-se que estas respostas comportamentais em situacdes ansiogénicas
podem ser causadas por estruturas limbicas como hipocampo e amigdala (SOARES;
OLIVEIRA; ALMEIDA, 2014; FRANCOLIN-SILVA et al., 2006; FRANCOLIN-SILVA;
ALMEIDA, 2004). Os resultados do presente trabalho mostraram que os grupos
suplementados com Sp entraram menos vezes nos bracos fechados comparados aos controles,
sugerindo que os animais suplementados tiveram uma reducdo da ansiedade nesse parametro
quando analisado de forma isolada. Porém, ao analisar os pardmetros juntos, o grupo de
ninhada aumentada suplementado com Sp entra menos nos bragos fechados, mas passa mais
tempo neles, como também realiza menos mergulhos de cabeca, indicando aumento da
ansiedade. J4 o grupo de ninhada aumentada normal entra mais e passa mais tempo nos bragos
fechados e realiza menos mergulhos de cabeca, também sugerindo aumento da ansiedade.
Esses dados sugerem que o modelo indutor de desnutricdo por competicdo de nutrientes
aumentando-se o tamanho da ninhada induziu efeito ansiogénico nesses filhotes e que a
suplementacdo materna com 8% de Sp durante a lactacdo ndo foi suficiente para reverter esses
danos ansiogénicos analisados em conjunto. Os observacdes nos bragos abertos nao

mostraram diferencas estatisticas.
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A Habituacdo consiste na diminuicdo da atividade locomotora, como um indice de
facilitagdo de memoria decorrente da exposi¢do repetida do animal ao mesmo ambiente
(RACHETTI et al., 2012). No presente trabalho o teste da atividade locomotora para medir a
memoria (teste de Habituagdo ao Campo Aberto), ndo foram observadas diferencas
estatisticas significantes. Mas o estudo de Barros et al. (2006), mostrou que a atividade
locomotora dos animais foram reduzidas devido a desnutricdo provocada pela dieta basica
regional no periodo da lactacdo que induziu uma desnutrigdo multicarencial. O estudo de
Valadares et al. (2010), obteve como resultado uma diminui¢do na memoria espacial, bem
como o aumento da atividade locomotora e comportamento exploratdrio nos animais
submetidos a desnutricdo protéica durante o periodo da lactacdo. O processamento da
memoria espacial envolve a participa¢do da formacdo do hipocampo, que ¢ uma importante
estrutura para a formacdo do mapa espacial cognitivo. O qual ¢ formado por meio da
informacdo sensorial recebida. Assim, a exploragdo pode corresponder a um conjunto de
comportamentos que permitam capturar as informagdes vindas de varias partes do ambiente
com caracteristicas desconhecidas que ndo correspondem aos mapas anteriores. Neste sentido,
o aumento do comportamento exploratério e locomotor do animal pode estar diretamente
relacionado com a dificuldade em reconhecer o ambiente. Valadares et al. (2010), também
sugere outra possivel explicacdo para o aumento da atividade exploratoria do animal, que
poderia ser a maior impulsividade de animais desnutridos. Este resultado pode ser visto no
estudo de Alamy et al. (2005), o qual mostrou que a desnutricdo protéico-calorica induzida
pos-desmame provocou um aumento na hiperatividade, que acarretou em um aumento na
locomo¢do no primeiro teste no campo aberto, sugerindo que os ratos desnutridos tiveram
uma diminui¢ao na emotividade para ambientes novos. No presente trabalho, a desnutri¢ao foi
induzida por competicdo por nutrientes devido ao aumento no tamanho da ninhada
diferentemente dos estudos que mantiveram o tamanho das ninhadas, mas modificaram a dieta
materna.

Com relacdo a memodria, estudos comprovam que a desnutricdo no inicio da vida
compromete o sistema hipocampal, prejudicando a retencdo de informagdes relativas ao
reconhecimento de objetos (MORGANE; MOKLER; GALLER, 2002; SILVA; ALMEIDA,
2006; BRAGA; FUKUDA; ALMEIDA, 2014). Essa hipotese ¢ refor¢ada pelos resultados das
andlises dos dados do presente estudo onde o grupo desnutrido controle (Con G) ao explorar o
objeto novo, mostrou diminui¢do da memoria, ou seja, explorou menos o objeto novo porque
ele lembrou menos do objeto familiar e foi explora-lo mais. Desta forma, o presente modelo

de desnutricdo comprometeu a fun¢do do cérebro para o armazenamento de memorias a longo
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prazo. Este resultado corroborou com os resultados do estudo de Braga; Fukuda; Almeida,
(2014) utilizando ratos que sofreram desnutri¢do protéica durante a lactacdo, onde os grupos
desnutridos tiveram comprometimento de memoria. Outro estudo analisado por Valadares et
al. (2010), ao avaliar a memoria por meio do reconhecimento de objetos, também mostrou que
os animais desnutridos apresentaram um déficit de reconhecimento de memoria. Nos animais
cujas maes receberam suplementacdo da Sp, tanto no grupo com tamanho de ninhada normal
como na aumentada, ndo houve diferenca significativa comparado ao grupo controle N. Mas,
ao comparar a exploracdo do objeto novo entre os grupos Con G e Spiru G, este teve um
comportamento diferente, explorou mais o objeto novo. Desta forma, podemos inferir que
para a memoria a longo prazo, utilizando o reconhecimento de objetos, essa suplementagdo
foi eficaz, diminuindo os danos causados pela competi¢do de nutrientes entre a prole. A

analise da avaliacdo da memoria a curto prazo ndo mostrou diferengas estatisticas
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7 CONCLUSAO

Desta forma os procedimentos experimentais utilizados no presente trabalho
permitiram concluir que o modelo escolhido como indutor de desnutricdo por competi¢do de
nutrientes, aumentando o tamanho da ninhada, foi eficiente para induzir aumento da
ansiedade no Labirinto e danos na memoria a longo prazo no Reconhecimento de Objetos na
prole de ratas tratadas durante a lactacao.

Por outro lado, a suplementacdo materna com a Sp ndo foi suficiente para reverter
esses danos ansiogénicos, mas sim para reverter os danos relacionados a memoria a longo

prazo.
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