UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
CURSO DE BACHARELADO EM NUTRICAO

IOHRANA BRAZ DO NASCIMENTO

SUPLEMENTACAO COM SPIRULINA (Arthrospira platensis)
EM RATAS LACTANTES E MANIPULACAO DO
TAMANHO DA NINHADA : uma avaliacao da maturacao
reflexa e somatica da prole

Cuité/PB
2015



IOHRANA BRAZ DO NASCIMENTO

SUPLEMENTACAO COM SPIRULINA (Arthrospira platensis) EM RATAS
LACTANTES E MANIPULACAO DO TAMANHO DA NINHADA : uma avaliacao
da maturacao reflexa e somatica da prole

Trabalho de Conclusido de Curso apresentado a Unidade
Académica de Sadde da Universidade Federal de
Campina Grande, como requisito obrigatério para
obtengdo do titulo de Bacharel em Nutricdo, com linha
especifica em Nutricdo Experimental.

Orientador (a): Dr. Juliana Késsia Barbosa Soares

Co-orientador (a): Marilia Ferreira Frazdo Tavares de
Melo

Cuité/PB

2015



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA NA FONTE
Responsabilidade Msc. Jesiel Ferreira Gomes — CRB 15 — 256

N244s Nascimento, lohrana Braz do.

Suplementagdo com Spirulina (Arthrospira platensis)
em ratas lactantes e manipulagdo do tamanho da ninhada:
uma avaliagdo da maturacao reflexa e somatica da prole. /
lohrana Braz do Nascimento. — Cuité: CES, 2015.

53 fl.

Monografia (Curso de Graduacdo em Nutricdo) — Centro
de Educacéao e Saude / UFCG, 2015.

Orientadora: Juliana Késsia Barbosa Soares.
Coorientadora: Marilia Ferreira Frazao Tavares de Melo.

1. Suplementacgdo. 2. Spirulina (Arthrospira platensis). 3.
Neurodesenvolvimento. |. Titulo.

CDU 615.874.2




IOHRANA BRAZ DO NASCIMENTO

SUPLEMENTACAO COM SPIRULINA (Arthrospira platensis) EM RATAS
LACTANTES E MANIPULACAO DO TAMANHO DA NINHADA : uma avaliag¢do da
maturacdo reflexa e somatica da prole

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a Unidade
Académica de Sadde da Universidade Federal de
Campina Grande, como requisito obrigatério para
obten¢do do titulo de Bacharel em Nutricdo, com linha
especifica em Nutricdo Experimental.

Aprovado em de de

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr. Juliana Késsia Barbosa Soares
Orientadora (Curso de Bacharelado em Nutricao - UAS/CES/UFCG)

Mestranda Mikaelle Albuquerque De Souza
Examinadora (Programa de P6s Graduagdao em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos -
UFPB)

Mestranda Michelly Pires Queiroz
Examinadora (Programa de P6s Graduacao em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos -
UFPB)

Cuité/PB

2015



Dedico este trabalho a minha mae,

Claudione, meus avos maternos, Ione e Claudionor,
e a minha irma Larissa, sem vocés nada disso seria
possivel. Obrigada pelo apoio, carinho, amor,
compreensao e incentivo. Essa vitéria nao € s6
minha, é nossa!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me possibilitado estd firme, durante toda
essa trajetdria, caminho esse que ird me levar a realizagdo dos meus sonhos.

A minha mae e aos meus avds maternos que, com muito afeto e apoio, nao
mediram esfor¢os para que eu chegasse até esta etapa de minha vida.

A toda a minha familia, que € a melhor familia do mundo! Minhas primas, primos,
irmas, pai, sobrinhos, tios, em especial minha tia Ildezia Braz, por me acompanhar mais
de perto, obrigado por todo apoio, todo carinho, todo amor que vocés sempre me deram,
pelas palavras de incentivo e por sempre acreditarem em mim. Amo muito voces.

Aos meus amigos, Ana Cristina, Claudiana Nunes, Erick Bernard, Jonathan
Figueredo e Izabela Cristina, companheiros de trabalho e irmdos na amizade que fizeram
parte da minha formacao e que vao continuar presentes em minha vida.

A minha orientadora, Juliana Késsia, por todo apoio, paciéncia, confianga e pelo
empenho dedicado a elaboracdo deste trabalho.

As minhas colegas de pesquisa, Cristiane Cosmo e Rita de Caéssia, que
compartilharam alegrias, angustias, conhecimentos, ideias, nas infinitas manhas, tardes e
noites no Lanex e Labrom. Foi uma convivéncia maravilhosa e enriquecedora.

Ao auxiliar do Lanex, Jaciel, por todo apoio, incentivo, por sempre estd presente
durante toda a pesquisa e que fez o possivel e o impossivel para nos ajudar nos momentos
mais dificeis da pesquisa, ele se tornou um grande amigo, que levarei para toda a vida.

A todos os professores do curso de Nutricdo, por me proporcionar o
conhecimento.

A Klailda e a todos da Biblioteca pela dedicagdo, presteza e principalmente pela
vontade de ajudar.

A banca, pelas considera¢des que tanto engrandece o meu trabalho.
Ao CNPq pelo apoio financeiro.

A equipe do laboratério de Nutricio Experimental da Universidade Federal de
Campina Grande, campus - Cuité, pela colaboracdo no decorrer desta pesquisa.

E a todos que, de maneira direta ou indireta, contribuiram de alguma forma para a
realizacdo deste trabalho, meu muito obrigado.



Descobri como é bom chegar quando se tem
paciéncia. E para se chegar, onde quer que seja,
aprendi que nio € preciso dominar a forca, mas a
razio. E preciso antes de qualquer coisa, querer.

(Amyr Klink)



RESUMO

NASCIMENTO, I. B. do. Suplementacio com Spirulina (Arthrospira platensis) em
ratas lactantes e manipulacio do tamanho da ninhada : uma avaliacio da
maturacao reflexa e somatica da prole. 2015. 53 f. Trabalho de Conclusdo de Curso

(Graduagao em Nutri¢do) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2015.

A insuficiéncia protéica na nutricdo humana € um dos problemas dos paises
subdesenvolvidos, por isso, faz-se necessdrio aumentar e diversificar as fontes de
proteinas e desenvolver novas fontes convencionais. Nesse sentido a spirulina apresenta-
se como alternativa no aporte desses nutrientes. Mesmo sendo o uso da spirulina
amplamente relatado na alimentacdo humana, ainda existe uma lacuna cientifica a
respeito do uso dessa microalga pelas mulheres no periodo gestacional. Objetivou-se com
esta pesquisa avaliar os efeitos dietéticos da suplementagdo de spirulina em ratos com
ninhadas manipuladas durante a lactacdo sobre a maturacdo reflexa, somadtica e
parametros fisicos da prole. Utilizou-se ratas primiparas, da linhagem Wistar, com idade
de 90 dias e peso de 250 + 50 g para obtenc¢do dos ratos lactentes. Durante a lactacado (21
dias), os grupos experimentais receberam suplementacdo com solugdo de 8% de spirulina
e os grupos controle dgua destilada por meio de gavagem. Todos os grupos receberam as
solugdes na propor¢do de 2ml/100 g do peso do animal. Os animais utilizados receberam
dieta padrdo e dgua ad libitum. Foram formados dois grupos controle: CON N (formado
por ninhadas de 6 filhotes); CON G (formado por ninhadas de 12 filhotes); SPI N
(formado por ninhadas de 6 filhotes) e SPI G (formado por ninhadas de 12 filhotes). Para
a avaliacdo do desenvolvimento dos neonatos observou-se os seguintes reflexos:
Desaparecimento da Preensdo Palmar (DPP), Recuperacdo Postural de Decubito (RD),
Aversdao ao Precipicio pelas Vibrissas (APV), Aversdo ao Precipicio (AP), Geotaxia
Negativa (GN), Resposta ao Susto (RS) e Recuperacdo do Decubito em Queda Livre
(RPQL). O tempo méiximo de observacdo para cada teste foi de 10 segundos. Os
parametros somdticos mensurados foram: Abertura do Pavilhdo Auricular (APA),
Abertura do Conduto Auditivo (ACA), Erup¢do dos Dentes Incisivos Superiores (EIS) e
Inferiores (EII), Abertura dos Olhos (AO), Aparecimento dos Pelos Epidérmicos (APE) e
Comprimento da Cauda (CC). O grupo CON G apresentou menor peso corporal e menor

comprimento de cauda comparado com o0 CON N. O SPI G no 14° dia apresentou menor



peso comparado ao CON N, no 21° dia maior peso comparado ao CON G, e maior
comprimento de cauda durante as trés ultimas semanas também comparado com o CON
G (p<0,05). O SPI N, apresentou maior comprimento de cauda no 7° dia comparado aos
dois grupos controles, no 14° dia comparado a todos os grupos e no 21° dia comparado
apenas ao CON G. Pode-se observar que o CON G apresentou retardo no DPP, RD, APV,
GN e EIS comparado ao CON N. Com relagdo ao SPI N houve antecipagdo no DPP,
APV, GN, APA, ACA, EIS, EIl e AO comparado ao CON G e retardo na RS comparado
ao CON N. No SPI G, observou-se antecipacdo na RD comparado a todos os grupos,
aceleracdo no DPP e GN, retardo no APV comparado ao CON G, aceleracao na APA
comparado aos dois grupos controles, bem como da AO (p<0,05). Nesse mesmo grupo o
ACA apresentou-se retardado comparado ao SPI N e antecipa¢do na EIS comparado ao
CON G. Além disso, a RS foi retardada neste mesmo grupo quando comparado ao CON
N (p<0,05). Conclui-se que a suplementacdo com spirulina durante a lactagdo conseguiu
reverter alguns danos sobre parametros fisicos, maturacao reflexa e somética, induzidos

pela desnutri¢do provocada na prole pelo aumento no tamanho da ninhada.

Palavras chaves: Spirulina; Lactacdo; Neurodesenvolvimento.



ABSTRACT

NASCIMENTO, I. B. do. Supplementation with Spirulina ( Arthrospira platensis ) in
lactating rats and manipulation of litter size : an assessment of reflex and somatic
maturation in the offspring. 2015. 53 f. Final Paper (Nutrition Degree) - Federal University
of Campina Grande, Cuité, 2015.

Protein failure in human nutrition is one of the problems of developing countries, so it is
necessary to increase and diversify sources of protein and develop new conventional
sources. Accordingly spirulina is presented as an alternative to supply those nutrients.
Even though the use of widely reported spirulina for human consumption, there is still a
scientific gap regarding the use of this microalgae by women during pregnancy. The
objective of this research was to evaluate the effects of dietary spirulina supplementation
in rats with litters manipulated during lactation on the reflex and somatic maturation and
physical parameters of the offspring. We used primiparous rats Wistar, with 90 days old
and weight 250 = 50 g for obtaining lactating rats. During lactation (21 days) the
experimental groups were supplemented with 8% of spirulina solution and control groups
with distilled water by gavage. All groups received the solutions in the proportion of
2ml/100 g of animal weight. Experimental animals received standard diet and water ad
libitum. Two control groups were formed: CON N (six puppies by litters); CON G
(twelve puppies by litters); SPI N (six puppies by litters) and SPI G (twelve puppies by
litters). For evaluating the development of newborns we observed the following reflexes:
disappearance of palm grasp (PG), and appearances of the following responses: righting
reflex (RR), cliff avoidance (CA), vibrissae placing (VP), negative geotaxis (NGQG),
auditory startle (AS) and free-fall righting (FR). The maximum observation time was 10
seconds. The somatic parameters were measured: ear unfolding (EU), auditory conduit
opening (ACO), eye opening (EO), eruption of superior incisors (ESI), eruption of
inferior incisors (EII), fur appearance (FA) and tail length (CC). The CON G group had
lower body weight and shorter tail compared to the CON N. SPI G on the 14th day
showed less weight compared to the CON N, on the 21st day more weight compared to
CON G, and longer length of tail during last three weeks also compared with CON G (p
<0.05). The SPI N, showed a greater length of the tail on day 7 compared to two control
groups, at day 14 compared to all groups and at day 21 compared to only CON G. It may



be noted that the delay introduced CON G PG, RR, VP, NG and ESI compared to CON
N. Regarding the SPI N there was anticipation in PG, VP, NG, EU, ESI, EIl and ACO
compared to CON G and delay in the AS compared to CON N. In SPI G , there was
anticipation in the RR compared to all groups, accelerating the CA and NG, delayed VP
compared to CON G, acceleration in EU compared to two control groups, as well as ACO
(p <0.05). In this same group introduced EU delayed compared to the SPI N and
anticipation in the ESI compared to CON G. Furthermore, the AS in the same group was
delayed when compared to CON N (p <0.05). It was concluded that supplementation with
spirulina during lactation was able to reverse damage to some physical parameters, and
somatic reflex maturation induced by malnutrition caused by an increase in the offspring

litter sizes.

Key words: Spirulina; Lactation; Neurodevelopment.
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1 INTRODUCAO

Nos estados carenciais, sobretudo cronicos, a auséncia de determinados substratos
mais que outros, repercutem intensamente sobre o equilibrio dindmico normal,
demonstrando com isso, uma hierarquia bioquimica, imperceptivel quando o organismo
se mantém em homeostase. Dentro dessa hierarquia, destacam-se as proteinas, que
compdem Orgaos e tecidos além de atuar quase na totalidade das reacdes metabdlicas
(SILVA et al., 1999).

As proteinas s@o as moléculas mais abundantes das células vivas, que contém
entre 30% e 70% do peso seco total da célula; sdo componentes celulares muito
importantes, que se formam a partir da informacgdo genética da célula e, posteriormente,
dirigem a sua maquinaria metabdlica (TOKUSOGLU; UNAL, 2003).

A proteina € essencial para a maturagdo do sistema nervoso, sua disponibilidade
depende do seu consumo adequado. Sendo assim uma baixa ingestdo de proteina afeta o
desenvolvimento fetal durante a gravidez e consequentemente a nutricio durante a
lactacao (CARVALHO et al., 2013).

Uma nutricdo materna deficiente durante a gestacdo leva ao retardo do
crescimento intra-uterino fetal (RCIU) do organismo em desenvolvimento e estd
associada com resultados desfavordveis para a prole. Além disso, estudo examinando os
efeitos da desnutricao pré e pds-natal sobre anatomia e fisiologia do cérebro em humanos
e em ratos mostram que a gestacdo € um periodo altamente vulneravel (PENNINGTON et
al., 2001).

A deficiéncia nutricional materna no periodo critico de crescimento e
desenvolvimento da prole é capaz de interferir na funcdo dos sistemas organicos em
decorréncia de alteragdes no padrdo de eventos celulares, que levam a consequéncias
deletéricas tanto na aquisicdo de padrdes fisioldgicos maduros do organismo quanto na
decorréncia de reagdes metabdlicas necessdrias a manutencdo da homeostase fisioldgica.
(BELLUSCIO et al., 2014).

Estudo investigando os efeitos da desnutricdo induzida por uma Dieta Bésica
Regional (DBR) em ratos durante a lactacdo constatou nos ratos desnutridos atraso no
desenvolvimento reflexo e na evolugdo da atividade locomotora da prole (BARROS et

al., 2000).



A insuficiéncia protéica na nutricdo humana é um dos problemas dos paises
subdesenvolvidos, por isso, é necessdrio aumentar e diversificar as fontes de proteinas e
desenvolver novas fontes ndo convencionais (CHEL-GUERRERO et al., 2002). Nesse
sentido, as microalgas, em especial a spirulina, apresentam-se como alternativa no aporte
desses nutrientes (CARVAJAL, 2009).

Conforme a Food and Drug Administration (2003) a spirulina é classificada como
GRAS (Generally Recognized as Safe), o que garante o seu uso como alimento sem risco
a saude. Esta classificacdo é devido a vdrias pesquisas que avaliaram as propriedades
nutricionais dessa microalga, assim como a sua inocuidade (MOREIRA, 2010). Sendo
assim, a ingestdo didria de spirulina 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.

Mesmo sendo o uso da spirulina amplamente relatado na alimentacdo humana,
tanto que a FDA e ANVISA liberam o seu consumo dentro das recomendac¢des didrias,
ainda existe uma lacuna cientifica a respeito do uso dessa microalga pelas mulheres em
periodo gestacional, assim como a influéncia que a mesma exercerd tanto na mae como
no feto durante o desenvolvimento humano.

Diante desse contexto, com o presente trabalho objetiva-se investigar em ratos se
0o tratamento materno, com suplementacdo contendo spirulina, modificard o

desenvolvimento reflexo, somdtico e parametros fisicos da prole.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos dietéticos da suplementagdo de spirulina em ninhadas manipuladas

durante a lactacdo sobre a maturacao reflexa, somdtica e parametros fisicos da prole.

2.2 Objetivos especificos

e Registrar a curva ponderal e o comprimento da cauda da prole como indicador dos
efeitos da dieta sobre o crescimento do organismo;

e Avaliar a maturagido somaética e reflexa dos neonatos.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HISTORIA E IMPORTANCIA DAS MICROALGAS

Muitas investigagdes indicam que a insuficiéncia protéica na nutricdo humana é
um dos problemas dos paises subdesenvolvidos, por isso, € necessidrio aumentar e
diversificar as fontes de proteinas e desenvolver novas fontes ndo convencionais (CHEL-
GUERRERO et al., 2002). Nesse sentido, as microalgas se apresentaram como uma
alternativa no aporte desses nutrientes.

Segundo Habib et al. (2008), no planeta terra, as algas formam uma imensa
populacdo de individuos de estrutura celular simples, das quais se conhecem,
aproximadamente, 110 mil espécies, reunidas em quatro grandes grupos, que sdo: as
cianofitas (Cyanophyceae) ou algas verde-azuladas; clorofitas (Chlorophyceae) ou algas
verdes; feofitas (Phaephyceae) ou algas pardas; rodofitas (Rhodophyceae) ou algas
vermelhas.

As algas verde-azuladas e verdes encontram-se tanto em &4gua marinha quanto
doce, porém as algas dos outros grupos sdo exclusivas de ambientes marinhos. Seu
tamanho € varidvel, algumas como a alga verde-azulada do género spirulina platensis,
sdo microscopicas e formam filamentos que medem amstromg (milésimos de milimetros)
(CARVAIJAL, 2009). As algas verde-azuladas ocupam uma posi¢do intermedidria entre
as bactérias fotossintetizantes e as algas eucaridticas. Ndo tém bacterioclorofila, porém
contém clorofila e outros pigmentos. Com sua estrutura celular procaridtica (parede
celular, ribossomos e 4dcido nucléico), classificam-se, taxonomicamente, dentro do grupo
das bactérias (Reino Procaryotae), com a denominagdo de cianobactérias (STALEY et
al., 1989).

Nesse contexto, as cianobactérias ou procaridticas tém sido consideradas
tradicionalmente dentro das microalgas. De fato, algumas dessas cianobactérias, como &
o caso da spirulina, que fornece uma das principais contribui¢des da biotecnologia das
microalgas. Assim sendo, o termo microalga ndo tem sentido taxondmico algum e, dentro
do mesmo, incluem-se organismos com dois tipos de células diferentes: as cianobactérias,
que tém estrutura celular procaridtica, e as outras microalgas, com estrutura celular
eucaridtica (RODRIGUEZ; GUERRERO, 1992).

As cianobactérias ou algas cianoficeas sdo organismos pertencentes ao reino

Monera. Sao procariontes tendo, portanto, o material genético disperso na célula



(DERNER, 2006). Sao micro-organismos fotossintéticos, os 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 aplicagdes tais como
alimentacdo, producdo de energia quimica, extracdo de pigmentos entre outras
substancias celulares de interesse industrial e no tratamento de dguas residuais (BURJA,
2001).

O interesse na exploracdo das cianobactérias para producdo em larga escala para
alimentacdo humana deve-se também a 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 producao de proteina (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000).

3.2 A SPIRULINA

Originariamente, trata-se de um organismo procedente de lagoas da Africa e da
América tropical, que tem se estendido em outras zonas quentes do mundo, aproveitando
a sua capacidade de adaptacdo em lugares onde ndo podem crescer outros organismos
(HABIB et al., 2008).

A microalga spirulina é uma cianobactéria filamentosa que forma tricomas
cilindricos multicelulares com 1 a 12um de didmetro e se dispdem em forma espiralada,
atingindo até Imm 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 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 d4cidos graxos
poliinsaturados (TOMASELLI; GIOVANNETTI; TORZILLO, 1993).

Essa microalga apresenta-se como uma alternativa na produgcdo de biomassa
alimentar em regides aridas com escassez de dgua por responder bem a radiacdo solar
intensa e altas temperaturas, crescem em &aguas alcalinas e com alta salinidade (8,5 a

200g.L-1). E essencialmente fotoautotrofica, isto €, através da fotossintese, obtém
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energia da luz para a fixacdo de carbono necessdrio a constru¢do de biomassa. Como

subproduto da reacdo, a microalga libera oxigénio na atmosfera (CHRONAKIS, 2001).

Essa microalga pode ser utilizada com diversas finalidades, entre
elas, destacam-se: para se emagrecer e reduzir o apetite naturalmente,
devido a sua alta porcentagem de fenilalanina; regular os niveis de
glicose, porque contém cromo; como energético natural para criancas,
adultos, convalescentes e desportistas, por causa do seu alto valor
nutricional, baixo valor energético e baixo nivel calérico (4 cal/gr.); para
corrigir os desequilibrios metabdlicos e funcionais dos sistemas nervoso,
cardiovascular e hormonal. Inclui cofatores da sintese de
prostaglandinas. Em Biomedicina e Farmacologia, além da sua utilizagio
em dietética, apresentam efeitos hipocolesterolémicos, atividades
antibacterianas, antifiingica e antitumorais (PESANDO,1990).

3.3 ASPECTOS NUTRICIONAIS DA SPIRULINA

A spirulina € um produto totalmente de origem biolégica. Consiste na biomassa
seca da cianobactéria Arthrospira platensis, podendo ser adicionada em alimentos
preparados na quantidade de 0,5-3g/porcao (FDA, 2003).

Através da comprovagio da inocuidade da spirulina por diversas pesquisas, a FDA
(Food and Drug Administration) certificou esta microalga como sendo 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, Substiancias Bioativas e Probidticos,
estabelecendo como limite um consumo méiximo de 1,6g microalga/individuo/dia,
quantidade essa inferior as permitidas por outras nacgdes. Para registro de novos
ingredientes ou alimentos pela ANVISA é necessdrio seguir um protocolo, onde a
avaliacdo da seguranca de uso de novos ingredientes/alimentos € conduzida com base na
documentacdo apresentada pela empresa interessada, conforme disposto no item 5 da

Resolucdo n. 17/1999”.



O valor da spirulina € determinado pela variedade dos nutrientes
que contém, alguns dos quais ndo sdo sintetizados pelo organismo
humano. Tem muitos macronutrientes € micronutrientes e, devido
a sua variedade, torna-se um alimento completo, qualitativamente
e se consumida em doses elevadas também quantitativamente.
Pode-se dizer que a spirulina é o alimento com maior nimero de
elementos nutritivos diferentes por unidade de peso, e 0 organismo
s6 necessita de 20 gramas didrios dessa alga para satisfazer todas
as suas necessidades nutritivas (PHANG et al., 2000).

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.

De acordo com Carvajal (2009) as proteinas da spirulina contém todos os
aminodcidos essenciais. Relativamente a estes aminodcidos, contudo, apresentam maior
valor quando comparadas a cereais. O perfil de aminoacidos da spirulina encontrado por
Morais et al. (2009) € satisfatorio, pois os 14 percentuais de aminodcidos presentes na
cianobactéria estdo préximos aos padrdes estabelecidos pela FAO.

Esta cianobactéria possui vitaminas, especialmente a vitamina A na forma de
betacaroteno, vitamina C e vitaminas do grupo B. E sabido da importancia da vitamina A
e da vitamina C como antioxidantes na prevencido de numerosas doencgas degenerativas.
A spirulina destaca-se, sobretudo, pelo seu conteido em cobalamina ou vitamina B12,
dificil de encontrar em dietas vegetarianas, e em acido félico ou vitamina B9, que é
necessario para a formacgdo das células e o bom funcionamento do coragdo e do sistema
nervoso. Outros autores indicam que a spirulina também contém uma elevada quantidade
de vitaminas do complexo B (B1, B2, B6), B-caroteno e vitamina E, além de minerais
como o zinco, o magnésio, o cromo, o selénio e o ferro, necessdrios para a manutengao
do metabolismo, para a conservacdo da pele e das mucosas e para o desenvolvimento
normal dos ossos e dos dentes, além de aminodcidos essenciais, que Sa0 necessarios em
nossa dieta e que contribuem para uma melhor nutricio humana (BROWN; JEFFREY;
GARLAND, 1989; BECKER, 1994).

Para uma microalga ser consumida e digerida, o valor nutricional dependera da
sua composi¢do bioquimica. Nesse contexto, ndo s6 a composi¢cdo de macronutrientes
como também a composicdo e a concentracdo de aminodcidos, além da composi¢cao dos

lipideos, sdo de primeira importincia no valor nutricional das microalgas. Essa



composi¢cdo bioquimica muda com as condi¢des do cultivo (temperatura e iluminacao)
(WEBB; CHU, 1982).

Embora a spirulina apresente uma grande importancia nutricional devido a sua
variedade de macro e micronutrientes, por outro lado o elevado conteido de acidos
nucléicos (RNA e DNA) nesta microalga pode ser fator limitante para o seu uso como
alimento, pois a degradacdo de parte de seus componentes termina na produgio de dcido
urico, os quais podem precipitar e formar cristais de urato de sodio, resultando em
extrema sensibilidade das articulacdes (gota) e depdsito de pedras nos rins, como

demonstrado ou evidenciado em algumas pesquisas (MOREIRA, 2010, p. 5).
3.4 ESTUDOS BIOLOGICOS COM SPIRULINA

Ap6s a liberacdo do consumo de spirulina por seres humanos, varios estudos
cientificos tém sido realizados para verificar efeitos bioldgicos sobre os mesmos. A partir
deste ponto serdo mostrados a seguir estudos relevantes nesta area:

De acordo com Hwang et al. (2011) investigaram o efeito da spirulina sobre
disfungdes de memoria, estresse oxidativo e atividade antioxidante. Para o estudo eles
utilizaram dois grupos de ratos machos. Um dos grupos foi alimentado com uma dieta
controle, enquanto o outro foi alimentado com uma dieta suplementada com spirulina. Ao
final do estudo foi observado que no grupo tratado com spirulina houve uma menor
deposicao de proteina B-amildide no hipocampo. Houve um menor indice de peroxidacao
lipidica no hipocampo e no cortéx cerebral. Foi observado um aumento na atividade de
catalase, bem como da Glutationperoxidase. Entdo, eles chegaram a conclusdao que a
spirulina platensis pode prevenir a perda de memoria possivelmente pela diminui¢do do
acimulo de proteina B-amildide, diminui¢do de danos oxidativos e pelo aumento de

atividade de catalase.

No estudo desenvolvido por Grinstead et al. (2000) observaram que uma dieta
suplementada com 2,8 gramas de spirulina 3 vezes ao dia ao longo de 4 semanas resultou
em significativa reducdo do peso corporal de porcos obesos. A spirulina demonstrou
eficdcia, também, em atenuar a hipertensio arterial de ratos (HERNANDEZ et al., 2001).
Além disso, outros trabalhos mostraram que a spirulina pode exercer efeitos benéficos no
tratamento de algumas formas de cancer e de desnutricdo (FICA; OLTEANU;
OPRESCU, 1984).



3.5 [EFEITOS DA DESNUTRICAO E SOBRE UM CEREBRO EM
DESENVOLVIMENTO

Para o cérebro funcionar eficientemente na vida adulta, requer-se, como condi¢ao
fundamental, que ele tenha se desenvolvido de forma adequada no inicio da vida. Nos
mamiferos, o desenvolvimento do cérebro comeca logo na embriogénese e continua
durante uma fase relativamente pequena da vida pds natal. No rato albino, o mamifero
mais usado para estudos experimentais sobre o tema, tal fase compreende as trés
primeiras semanas da vida pds-natal, ou seja, o periodo do aleitamento. Nessa fase, o
cérebro € mais vulnerdvel as agressdes do ambiente, inclusive as nutricionais, devido ao
fato de que € nessa fase que os processos implicados no desenvolvimento cerebral
ocorrem com muita rapidez (ONIS; AKRE; CLUGSTON, 1993).

A deficiéncia de um ou mais nutrientes na alimentacdo didria pode, sem duvida,
perturbar a organizagdo estrutural (histolégica) e bioquimica de um ou mais dos
processos acima descritos, levando, geralmente, a repercussdes sobre as suas funcoes.
Isso € absolutamente verdadeiro para qualquer sistema organico, mas tem implicagdes
importantes no caso do sistema nervoso e particularmente das funcdes do seu 6rgao
principal, o cérebro (GUEDES; ROCHA-DE-MELO; TEODOSIO, 2004).

As diferentes regides cerebrais desenvolvem-se de forma heterogénea, de acordo
com os tipos celulares, a duragcdo e o periodo de tempo em que ocorre a divisdo celular
(MORGANE et al.,, 1993). Segundo Smart e Dobbing (1971), neste periodo a
vulnerabilidade do sistema nervoso a um insulto ¢ mdxima. Portanto, alteracdes nos
processos de desenvolvimento terdo consequéncias variadas, dependendo do periodo de
ocorréncia, de sua duracdo e da evolucdo ontogenética da espécie animal (MORGANE et
al., 1978).

A ontogénese do sistema nervoso central (SNC) ocorre nos periodos iniciais de
vida dos seres vivos. Em ratos, este periodo corresponde ao periodo de lactacdo é
marcado por eventos como estabelecimento e exclusido de conexdes neurais, que afetam a
formacdo definitiva do SNC adulto. Os estimulos ou insultos nesta fase podem resultar
em distirbios no plano de atividades da expressdo de neurotransmissores,
neuromoduladores com seus receptores € mudangas estruturais e funcionais em longo

prazo (ALBUQUERQUE et al., 2006).
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A atividade eletrofisiolégica produzida pelo sistema nervoso pode ser bastante
afetada, tanto ao nivel periférico (nos nervos que levam informag¢des do cérebro para os
demais setores do organismo e vice-versa), quanto ao nivel central (processamento de
informagdes nas conexdes intrinsecas, dentro do cérebro). Evidéncias experimentais
indicam que animais desnutridos apresentam elevada susceptibilidade a processos
relacionados a excitabilidade neural, tais como reatividade aumentada a estimulos
aversivos e facilitacdo para se obter crises convulsivas induzidas experimentalmente
(GUEDES; MONTEIRO; TEODOSIO, 1996).

A desnutricdo protéica ¢ um problema de satide publica que hd muito tempo
acomete grande parte da populacdo mundial, principalmente nos paises em
desenvolvimento (ROGATTO et al., 2004).

O comprometimento do crescimento é uma consequéncia frequente observada em
organismos em fase de desenvolvimento submetido a situagdes em que haja caréncia de
nutrientes, principalmente de origem protéica (FRANK, 1986). Contudo, outros efeitos
deletérios que aumentam a taxa de mortalidade infantil e comprometem o
desenvolvimento mental e a maturacdo demonstra os riscos que a defici€ncia protéico-
caldrica pode gerar em criancas desnutridas (TORUN; CHEW, 1994).

O problema da desnutricdo protéica vem preocupando as autoridades ligadas aos
setores de saude publica hd vérias décadas, especialmente a Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2011), cujos técnicos tem debatido novas fontes protéicas alimentares bem
como normas a serem adotadas para o seu uso na alimentacdo humana. Nesse sentido,
microorganismos tém recebido atencdo especial como fonte alternativa de proteina na
dieta.

Entre os vérios microorganismos que vém sendo estudados, a alga verde-azulada
spirulina € considerada um microorganismo promissor, devido ao seu alto teor protéico

(CONTRERAS et al., 1979).

3.6 ONTOGENESE REFLEXA

Para o estudo acerca do desenvolvimento do SNC é observada a ontogénese de
reflexos. Os reflexos representam uma das expressdes comportamentais da fungdo
cerebral. A maturacdo de reflexos especificos em ratos tem sido bem estabelecida (FOX,

1965). Smart e Dobbing (1971) verificaram alteracdes na ontogé€nese reflexa de ratos
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submetidos a desnutricdo no periodo critico de desenvolvimento do SNC. Distirbios
apresentados sobre a maturagdo de reflexos podem apontar agressdes sobre o crescimento
e desenvolvimento do SNC (SMART; DOBBING, 1971). O padriao de atividade
locomotora também € um importante dado de observacao acerca do desenvolvimento do
SNC (SMART; DOBBING, 1971; FOX, 1965). A evolucgdo deste padrao é extremamente
significante para a preservacdo da espécie no que concerne a aspectos de busca pelo
alimento e perpetuacdao da mesma (BARROS, 1999). Barros (1999) observou déficits na
atividade locomotora e no comportamento exploratério de ratos submetidos a desnutri¢ao
no periodo critico do desenvolvimento.

A maturacdo reflexa é um modelo experimental estabelecido por Smart e Dobbing
(1971) que utilizou o modelo em camundongos. O reflexo de geotaxia negativa €
estimulado pela posicdo anormal da cabeca e do corpo que estdo sob o controle dos
sistemas vestibular e postural (ADAMS et al., 1985). Foi demonstrado que uma restri¢ao
didria da ingestdo de alimentos atrasa o desenvolvimento motor e comportamental
associado ao desenvolvimento cerebelar perturbado da prole (GRAMSBERGEN, 2003).

Estudos mostram que a desnutri¢do durante o periodo pré e pds-natal acarreta um
retardo na maturacdo reflexa e somatica e esse retardo é mais severo em animais que
sofrem desnutri¢do no periodo do aleitamento (SMART; DOBBING, 1971). Em modelos
animais, um ponto de consenso a respeito das conseqii€éncias funcionais da desnutricdo é
que os animais expostos precocemente a este insulto exibem mudancas duradouras no
campo das emocdes, motivacdes e/ou ansiedade, além de alteragdes morfoldgicas,

fisiolégicas, bioquimicas e comportamentais (PICANCO-DINIZ et al., 1998).
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4 METODOLOGIA

4.1 SPIRULINA

Foi utilizada a spirulina platensis fornecida pela fazenda Tamandud, CNPIJ:

48762892000194. Agroindustria — Empresa do Setor Privado, Patos — PB.

4.2 LOCAL DE EXECUCAO

Este experimento foi realizado na Universidade Federal de Campina Grande,
campus Cuité. A ontogenia reflexa e a maturacdo somaética dos filhotes foram realizados

no Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX/CES/UFCG).
4.3 DIETA EXPERIMENTAL

Para o grupo experimental as ratas da linhagem Wistar receberam a dieta padrao,
juntamente com a suplementacdo de spirulina por meio de gavagem, no periodo de 21
dias de lactacdo, com concentracdo de 8%. A gavagem foi administrada diariamente
(2ml/100g do peso do animal) e o grupo controle recebeu dgua destilada. Os animais

utilizados receberam dieta padrao e dgua ad libitum.

4.4 ANIMAIS

Fémeas primiparas, da linhagem Wistar, provenientes do Biotério de criacdo do
Curso de Nutri¢do da Universidade Federal de Pernambuco com idade de 90 dias e peso
de 250 + 50 g foram utilizadas para obtencdo dos ratos lactentes.

Durante o acasalamento foram mantidas duas fémeas para cada macho por um
periodo de oito dias. Posteriormente, as ratas prenhas foram alojadas em gaiolas-
maternidade individuais de polipropileno, em condi¢des-padriao de temperatura de 22
+1°C, com ciclo claro-escuro (12 h; inicio da fase clara as 6:00 h) e umidade de 65%.

O tamanho da ninhada foi manipulado de acordo com Rocha-de-Melo et al.,
(2006), onde foi mantida uma ninhada padrdo (6 filhotes) e uma ninhada grande (12
filhotes), aumentando assim a competicao por nutrientes. Foram formados 4 grupos:
CON N - contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e tratadas gavagem com 4dgua destilada;
CON G - contendo ninhada com 12 (doze) filhotes e tratadas gavagem com d4gua
destilada;

SPI N — contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e tratadas gavagem com 8% de spirulina;
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SPI G — contendo ninhada com 12 (doze) filhotes e tratadas gavagem com 8% de

spirulina;
4.5 PESO CORPORAL

A partir do 1° dia de vida, os neonatos foram pesados diariamente logo apds a
investigacdo da maturagdo reflexa e somadtica, sendo o dia do nascimento considerado o

dia zero (Figura 1).

Figura 1 - Medicdo do ganho de peso corporal.

Fonte: Autoria prépria (2015).

4.6 ONTOGENIA REFLEXA NOS FILHOTES RECEM-NASCIDOS

A consolidacao de respostas reflexas foi pesquisada diariamente, no horério entre
12 e 14 horas, do 1° ao 21° dia pds-natal. A resposta foi considerada consolidada quando
a reacdo reflexa esperada se repetia por trés dias consecutivos, sendo considerado o dia
da consolidacdo o 1° dia do aparecimento. Os reflexos pesquisados, descritos a seguir,
seguiram o modelo experimental estabelecido por Smart e Dobbing (1971) para o rato.
Foram avaliados os seguintes reflexos: (1) Desaparecimento da Preensdo Palmar (DPP), e
(2) aparecimentos das seguintes respostas: a) Recuperacio Postural de Decitibito (RD), b)
Aversao ao Precipicio pelas Vibrissas (APV), ¢) Aversao ao Precipicio (AP), d) Geotaxia
Negativa (GN), e) Resposta ao Susto (RS) e f) Recuperacdo do Decubito em Queda Livre

(RDQL). O tempo méaximo de observacgdo considerado foi de 10 segundos.



14

Procedimentos:

a) Desaparecimento da Preensdo Palmar (DPP) — utilizou-se um bastonete metdlico com
aproximadamente 5 cm de comprimento por Imm de didmetro, fez-se uma leve
percussdo na palma da pata dianteira esquerda ou direita de cada animal. Em resposta,
ocorre flexao rdpida dos artelhos. Com o desenvolvimento do recém-nascido, ocorre o

desaparecimento dessa resposta (Figura 2).

Figura 2 - Verificagdo do Desaparecimento da Preensdo Palmar.

Fonte : Autoria prépria (2015).

b) Recuperagdo Postural de Dectbito (RD) — O rato foi colocado em dectbito dorsal
sobre uma superficie plana e lisa. Em resposta, observou o retorno ao decubito
ventral. A resposta foi considerada positiva quando o animal assumia o decubito

ventral, apoiado sobre as quatro patas (Figura 3).

Figura 3 - Verificacdo da Recuperacdo Postural de Decubito.

Fonte : Autoria prépria (2015).
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c) Aversdo ao Precipicio pelas Vibrissas (APV) — O filhote foi suspenso pela cauda, de
tal forma que suas vibrissas tocavam levemente a borda de uma superficie plana. Em
resposta, o animal colocava as duas patas anteriores sobre a mesa e realizava

movimentos de marcha, associados com extensdo de tronco (Figura 4).

Figura 4 - Verificacdo da Aversdo ao Precipicio pelas Vibrissas.

Fonte : Arquivo préprio (2015).

d) Aversdo ao Precipicio (AP) — O animal foi colocado sobre uma superficie plana e alta
(mesa), com as patas dianteiras na extremidade da mesa, de maneira que ele detectava
o precipicio. Em resposta o animal se deslocava para um dos lados e caminhava em

sentido contrdrio a borda, caracterizando a aversdo ao precipicio (Figura 5).

Figura 5 - Verificacdo da Aversdo ao Precipicio.

Fonte : Autoria prépria (2015).
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Geotaxia Negativa (GN) — O animal foi colocado no centro de uma rampa medindo
34 x 24 cm, revestida com papel antiderrapante (papel crepon), com inclinagdo
aproximada de 45°, com a cabeca na parte mais baixa da rampa. Em resposta, o
animal girava o corpo, num angulo de 180°, posicionando a cabeg¢a em sentido

ascendente (Figura 6).

Figura 6 - Verificacdo da Geotaxia Negativa.

Fonte : Autoria propria (2015).

Resposta ao Susto (RS) — O animal foi submetido a um estimulo sonoro intenso e
subito, produzido pela percussdo de um bastdo de ferro sobre um recipiente metélico,
a uma distancia aproximada de 10 cm da cabeca. Em resposta, ocorre uma retracao
das patas anteriores e posteriores, com imobilizacao rdpida e involuntaria do corpo do

animal (Figura 7).

Figura 7 - Verificacdo da Resposta ao Susto.

Fonte : Autoria prépria (2015).
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g) Recuperacdo do Deciibito em Queda Livre (RDQL) — O animal foi segurado pelas
quatro patas, com o dorso voltado para baixo, a uma altura de 30 cm, e solto em
queda livre sobre um leito de espuma sintética (30 x 12 cm). Em resposta, o animal

recupera o decubito durante a queda livre caindo na superficie apoiado sobre as

quatro patas (Figura 8).

Figura 8 - Verificacdo da Recuperacdo do Decubito em Queda Livre.

Fonte : Autoria propria (2015).

4.7 INDICADORES DE MATURACAO SOMATICA

Os seguintes indicadores foram observados diariamente, até sua maturacdo, a

partir do primeiro dia pds-natal:

a) Abertura do Pavilhdo Auricular (APA) — Normalmente, o animal nasce com o
pavilhdo auditivo dobrado; portanto, o pavilhdo auricular aberto foi considerado no
dia em que a dobra foi desfeita. Nesta avaliacdo, a maturagdo foi considerada

positiva quando os dois pavilhoes estiveram desdobrados (Figura 9).
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Figura 9 - Recuperacdo da Abertura do Pavilhdo Auricular.

Fonte : Autoria prépria (2015).

b) Abertura do Conduto Auditivo (ACA) — Ao nascimento, o conduto auditivo encontra-
se fechado. Foi considerada madura a ACA no dia em que o orificio auricular podia
ser visualizado. Nesta avaliacdo a maturagdo foi considerada positiva quando os

condutos, direito e esquerdo, encontraram-se abertos (Figura 10).

Figura 10 - Recuperacdo da Abertura do Conduto Auditivo.

Fonte : Autoria prépria (2015).

¢) Erupcdo dos Dentes Incisivos Superiores (EIS) — Foi registrado o dia em que houve a
erupcdo dos dentes incisivos superiores. Foi considerada resposta positiva quando

ambos os incisivos estiveram expostos (Figura 11).
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Figura 11 - Verificacdo da Erup¢ao dos Dentes Incisivos Superiores.

Fonte : Autoria prépria (2015).

d) Erupcdo dos Dentes Incisivos Inferiores (EII) — Foi registrado o dia em que houve a

erupcdo dos dentes incisivos inferiores. Foi considerada resposta positiva quando

ambos estiveram expostos (Figura 12).

Figura 12 - Verificag¢do da Erupcdo dos Dentes Incisivos Inferiores.

Fonte: Autoria prépria (2015).

e) Abertura dos Olhos (AO) — No rato, os olhos encontram-se totalmente encobertos
pelas palpebras, durante alguns dias apds o nascimento. A resposta foi considerada

positiva quando os dois olhos estavam abertos, com presenca de movimento reflexo

das palpebras (Figura 13).
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Figura 13 — Verificagdo da Abertura dos Olhos.

Fonte : Autoria prépria (2015).

f) Aparecimento dos Pelos Epidérmicos - Os ratos nascem sem pelos, o seu

aparecimento foi confirmado deslizando gentilmente os dedos sobre a epiderme do
animal (Figura 14).

Figura 14 — Verificagdo do Aparecimento dos Pelos Epidérmicos.

Fonte : Autoriaprépria (2015).
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Comprimento da Cauda (CC) — O animal foi colocado sobre uma régua milimetrada, sendo

a cauda delicadamente mantida bem estendida, desde a base até a extremidade (Figura 15).

Figura 15 - Verificagdo do Comprimento da Cauda.

Fonte : Autoria prépria (2015).

O foco principal da avaliacdo da dieta consumida pelas maes durante a lactacdo
foi a influéncia que exerceu sobre os filhotes. Estes foram avaliados do primeiro dia até o
21° dia de lactacdo. Foram avaliados diariamente os reflexos de acordo com a
metodologia de Smart e Dobbing, 1971. Foram pesados e medidos os comprimentos das

caudas e também foram feitos os estudos somaticos.

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Para as andlises estatisticas da ontogenia reflexa, foi utilizado o teste Kruskal-
Wallis para a comparagdo dos grupos, seguida do teste de Dunn e para comparacdo dos
demais dados foi usado o teste ANOVA One Way seguido de Tukey. O erro alfa para

rejeicdo da hipétese nula serd de p<0,05.
4.9 PROCEDIMENTOS ETICOS
Este estudo foi submetido e obteve parecer aprovado pelo Comité de Etica de

animais do Centro de Saude e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina

Grande (UFCG), campus Patos-PB, apresentando o seguinte protocolo CEP n° 241-2015
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e seguiu com as recomendacgdes éticas do National Institute of Health (Bethesda, USA),
com relagdo aos procedimentos para o uso cientifico de animais, sendo levado em
consideragdo o bem-estar dos animais no biotério, de maneira que o sofrimento e o
estresse dos animais foram minimizados ao méaximo. O certificado de aprovagdo

encontra-se no anexol.
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S RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL

Com relacdo ao peso corporal foi observado que no 7° dia o grupo CON G
apresentou menor peso comparado com o grupo CON N (p<0,05).

O grupo CON G no 14° e 21° dia obteve menor peso corporal comparado com o
grupo CON N, o grupo SPI G no 14° dia apresentou menor valor comparado ao grupo

CON N e no 21° dia maior valor comparado ao grupo CON G (p<0,05).
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Grafico 1. Peso corporal dos ratos lactentes cujas maes foram tratadas com suplementag@o de
8% de spirulina platensis durante a lactagdo. * significativamente diferente do grupo CON N;
# significativamente diferente do grupo CON G (p<0,05). Para comparagdo entre os grupos
foi utilizado o teste estatistico ANOVA One Way seguido de Tukey.

5.2 COMPRIMENTO DE CAUDA

Com relacdo ao comprimento de cauda, o grupo SPI N, apresentou maior
comprimento da cauda no 7° dia comparado aos grupos CON N e CON G, no 14° dia

comparado a todos os grupos e no 21° dia comparado apenas ao CON G (p<0,05).
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Observou-se também no 7°, 14° e 21° dia que o grupo CON G, foi diferente do grupo
CON N, apresentando um comprimento de cauda menor.
O grupo SPI G, apresentou maior comprimento da cauda durante as trés ultimas

semanas diferenca de experimento comparado com o grupo CON G (p<0,05).
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Grafico 2. Comprimento de cauda dos ratos lactentes cujas maes foram tratadas com
suplementacdo de 8% de spirulina platensis durante a lactacdo.*significativamente
diferente do grupo CON N; # significativamente diferente do grupo CON G; $
significativamente diferente de todos os grupos (p<0,05). Para comparacdo entre os
grupos foi utilizado o teste estatistico ANOVA One Way seguido de Tukey.

5.3 ONTOGENESE REFLEXA

No que se refere a maturagdo reflexa dos ratos neonatos, pode-se observar que o
grupo CON G apresentou retardo no DPP, RD, APV e GN comparado ao CON N
(p<0,05). Com reagdo ao grupo SPI N houve antecipagdo no DPP, APV e GN comparado
ao CON G e retardo na RS comparado ao CON N. No grupo SPI G, observou-se
antecipacdo na RD comparado a todos os grupos, aceleracdo no DPP, GN e retardo no
APV comparado ao CON G. Além disso, a RS foi retardada neste mesmo grupo quando

comparado ao CONN (p<0,05).
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Tabelal. Maturacido reflexa da prole de ratas lactantes suplementadas com 8% de
Spirulina platensis com tamanhos de ninhadas manipuladas.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

MATURACAO CON N CON G SPIN SPI G
REFLEXA

DPP*® 3(2-5) 5 (3-6) 3 (2-4)# 3,5 (3-4)#
RD" 5,5 (3-9) 8 (7-9)* 6 (3-9) 4 (2-5)#*$
APV® 9 (8-12) 11 (11-13)* 8 (6-11)# 13,5 (5-15)#
AP® 11,5 (7-14) 11 (11-14) 13 (5-16) 9,5 (4-16)
GN® 15 (11-18) 17 (15-18)* 14 (11-16)% 13,5 (11-16)#
RS" 12 (10-12) 12 (11-13) 13 (11-14)*  13,5(11-14)%
RDQL" 16,5 (16-19) 18 (16-19) 17 (14-19) 16 (13-19)

Valores expressos em mediana do dia (minimo e maximo); DPP: Desaparecimento da Preensdo Palmar;
RD: Recuperacdo Postural de Decubito; APV: Aversdo ao Precipicio pelas Vibrissas; AP: Aversdo ao
Precipicio; GN: Geotaxia Negativa; RS: Resposta ao Susto; RDQL: Recuperagdo do Dectibito em Queda
Livre. *=versus CON N; #=versus CON G; $=versus SPI N; a=desaparecimento; b= aparecimento. CON
N: contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e gavagem com dgua destilada; CON G: contendo ninhada com
12 (doze) filhotes e gavagem com dagua destilada; SPI N: contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e
gavagem com 8% de spirulina; SPI G: contendo ninhada com 12 (doze) filhotes e gavagem com 8% de
spirulina.

5.4 MATURACAO SOMATICA

Quanto a maturacdo somadtica dos ratos neonatos, pode-se observar que o grupo
CON G apresentou retardo na EIS, comparado ao grupo CON N. Com rela¢do ao grupo SPI
N observou-se antecipacdo no APA, ACA, EIS, EIl e AO comparado ao CON G. No grupo
SPI G foi observado aceleracdo na APA comparado aos dois grupos controles, bem como da
AO. Nesse mesmo grupo o ACA apresentou-se retardado comparado ao SPI N e antecipacao

na EIS comparado ao CON G (p<0,05).



Tabela 2. Maturacdo somaética da prole de ratas lactentes suplementadas com 8% de
Spirulina platensis com tamanhos de ninhadas manipuladas.
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GRUPOS EXPERIMENTAIS

MATURACAO

SOMATICA CONN CON G SPIN SPIG
APA 3 (3-4) 4 (3-4) 3 (2-3)# 2 (2-3)#*
ACA 12 (10-12) 12 (12-13) 11 (10-12)#  12(11-13)$
EIS 9,5 (8-10) 11 (11-12)* 9 (7-10)# 9 (8-11)#
EII 11 (9-12) 12 (11-13) 10 (9-11)# 11 (9-12)
AO 15 (14-15) 15 (14-16) 14 (13-15)# 13,5 (13-15)#*
APE 5 (5-6) 5,5 (5-6) 5 (5-6) 5 (5-6)

Valores expressos em mediana do dia (minimo e maximo); APA: Abertura do Pavilhdo Auricular;
ACA: Abertura do Conduto Auditivo; EIS: Erupcdo dos Incisivos Superiores; EIl: Erupcdo dos
Incisivos Inferiores; AO: Abertura dos Olhos; APE: Aparecimento de Pelos Epidérmicos.*=versus
CON N; #=versus CON G; $=versus SPI N. CON N: contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e
gavagem com 4gua destilada; CON G: contendo ninhada com 12 (doze) filhotes e gavagem com dgua
destilada; SPI N: contendo ninhada com 6 (seis) filhotes e gavagem com 8% de spirulina; SPI G:
contendo ninhada com 12 (doze) filhotes e gavagem com 8% de spirulina.
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6 DISCUSSAO

Os dados obtidos no presente trabalho demonstraram que a suplementacdo com
spirulina no periodo pds-natal foi determinante para as alteragdes observadas no
desenvolvimento reflexo, crescimento somadtico e parametros fisicos da prole. Dessa
forma pode-se observar que a suplementagdo com spirulina foi eficaz em induzir aumento
do comprimento de cauda e recuperacdo do peso corporal da prole tratada. Além disso,
esse tratamento foi capaz de antecipar a maturagio reflexa e somética de animais tratados
durante o aleitamento.

O presente trabalho baseou-se na metodologia adotada por Plagemann et al.
(1998) e Rocha-de-Melo et al. (2006), onde as ninhadas foram padronizadas em pequenas
(3 filhotes por ninhada), normais (6 filhotes por ninhada) e grandes (12 filhotes por
ninhada). No presente estudo utilizamos ninhadas com tamanhos normais ou também
chamadas de padrdo e ninhadas grandes. Esse aumento induz uma competicio de
nutrientes entre os filhotes podendo causar danos similares a desnutri¢io protéica.
Rocha-de-Melo et al., (2006) verificaram nos animais com ninhada aumentada aceleragdo
na propagacdo da depressdo alastrante indicando alteragdo no tecido do cortex frontal.
Esse resultado se assemelha a estudos induzindo desnutricdo protéica e avaliando a
atividade elétrica cortical (ROCHA-DE-MELO et al., 2006; GUEDES, 1997). Os autores
também encontraram diminuicdo no peso do cérebro e do peso corporal da prole.

Estudo induzindo desnutri¢cdo protéica em animais tratados durante a gestacdo e
lactacdo também observou diminui¢do do peso corporal na prole (BELLUSCIO et al.,
2014). Achado similar foi encontrado quando ratos foram alimentados durante a fase
inicial da vida com a Dieta Bésica Regional que provoca uma desnutri¢cdo multicarencial
(BARROS et al., 2006). Esses achados corroboram com o do presente estudo, onde os
animais com grandes ninhadas também apresentaram menor peso corporal comparado aos
grupos com tamanhos normais de ninhada, porém, a suplementagdo com a spirulina no
grupo SPI G conseguiu diminuir esse dano quando comparado ao CON G. Estudo
verificou que a microalga spirulina mostrou-se eficaz na reversdo de altera¢des induzidas
pela restricao alimentar (ALVES; VONTARELLI; MELLO, 2005).

A suplementacdo com a spirulina também reverteu danos causados pela
desnutricdo quando se avaliou a maturacdo reflexa no presente trabalho. Os animais do

grupo CON G apresentaram retardo na maturagdo dos reflexos pesquisados, confirmando
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que o modelo adotado foi similar ao de outros estudos que induziram desnutri¢do protéica
e observaram retardo nesta maturacao (BELLUSCIO et al. 2014; ZHANG et al., 2010).
Porém nos animais suplementados com a spirulina, tanto no grupo SPI N como no SPI G
houve acelera¢do na maioria dos reflexos estudados, sendo a antecipagdo do grupo SPI G
ainda mais relevante do que do grupo SPI N. O acompanhamento da maturacao reflexa é
frequentemente utilizado como ferramenta para demonstrar o nivel de maturagdo do SNC
durante o desenvolvimento (DEIRC) et al., 2006; BARROS et al., 2006).

Fox (1965) registrou uma sequéncia definida para avaliagdo da maturacdo reflexa
no rato. Usando este modelo, Smart e Dobbing (1971) demonstraram retardo na
maturacao reflexa causada por desnutri¢ao induzida no periodo pré ou pds natal em ratos.
Estudo utilizando metodologia semelhante evidenciou retardo na maturagdo reflexa em
filhotes de maes submetidas a dietas restritivas durante a lactacio (BARROS, 2006).
Outro estudo realizado por Morganeet al., (1978) e (1993) mostram que a desnutri¢do
neonatal induz deficiéncias no peso corporal, retardo na maturacdo do reflexo e atrasos
na atividade locomotora. Reflexos como colocacio pelas vibrissas e retificagdo postural
exigem grande coordenacdo motora e estdo relacionadas a maturacdo do cerebelo que
acontece no periodo pds natal e estd relacionado com proliferacdo de células neurais,
sinapses e mielinizacao (ALTMAN; BAYER, 1997).

A ontogenia reflexa envolve a maturagdo do sistema visual, auditivo e motor
(SMART; DOBBING, 1971), como a spirulina € considerada um alimento de alto valor
biolégico, devido ao seu alto teor protéico sendo de 53-62%, presenga de 4cidos graxos
polininsaturados, pigmentos, minerais e vitaminas (LOURENCO, 2006) ele proporcionou
nutrientes suficientes para que os animais superassem a escassez de nutrientes e
acelerassem o seu desenvolvimento.

Resultado similar foi encontrado observando a maturacdo somatica onde o grupo
CON G apresentou retardo na EIS e ambos os grupos tratados com spirulina
apresentaram aceleracdo na maturacdo dos parametros analisados. Tanto a desnutri¢cao
protéica (BELLUSCIO et al., 2014) como a restricdo alimentar (ZHANG et al., 2010)
durante a fase inicial da vida podem retardar a maturacdo somaética nesses animais. As
proteinas participam da proliferacio celular constituindo membranas plasmadticas
(AOYAMA et al., 2003). Como a spirulina apresenta alto teor protéico possivelmente foi
esse nutriente o responsdvel por essa aceleracdo desses parametros.

Sendo assim, nossos dados pela primeira vez na literatura, comprovam a eficicia

da suplementacdo de spirulina sobre a maturacido reflexa, somdtica e os parametros
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fisicos da prole em ratos desnutridos durante a lactagdo. Desta maneira, torna-se
necessdria a realizacdo de mais pesquisas para comprovar os reais efeitos desta

suplementac¢do, em humanos nesse mesmo periodo.
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7 CONCLUSAO

A partir do que foi exposto, pode-se informar que os objetivos foram alcangados,
uma vez que, buscou-se avaliar os efeitos dietéticos da suplementagdo de spirulina em
ninhadas manipuladas durante a lactacdo sobre a maturacdo reflexa, somadtica e
parametros fisicos da prole. Contudo, observou-se que a suplementacdo com spirulina
durante a lactacdo conseguiu reverter alguns danos induzidos pela desnutri¢cdo na prole
sobre parametros fisicos e matura¢do do sistema nervoso.

Sendo assim, os presentes achados servirdo como parametro para investigar
futuramente se a suplementacdo com a spirulina poderd ser uma alternativa para lactantes

e lactentes com risco de desnutricao.
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