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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da dieta contendo
Aphanothece sp. em ratos, quanto a alteracbes anatomo-histoldgicas e
fisiolégicas, visando a utilizagdo deste microorganismo como proteina
unicelular. Dois grupos de oito ratas Wistar, recém-desmamadas, foram
alimentados com dieta conforme indicado por AOAC {1990), Reeves, Nielsen e
Fahey (1993), assim definidos: grupo | (10% em proteina como caseina) e
grupo Il (10% em proteina, mistura mineral e fibras expressos pela
Aphanothece sp.). Durante 28 dias, registrou-se o consumo de dieta, o
ganho de peso e a excreta de cada grupo. Apoés este periodo, 13 ratas
foram sacrificadas, deixando-se para procriagdo um exemplar do grupo | e dois
do grupo Il, submetidos as mesmas dietas por oito meses. Ao fim de cada
periodo experimental, foram analisados no plasma, colesterol e proteinas
totais, segundo metodologia indicada pela Labtest (1990). Os rins, figado,
bago e ceco foram avaliados anatomo-histologicamente. As dosagens de
colesterol e proteina no plasma das ratas alimentadas com dieta de caseina e
Aphanothece ndo diferiram ao nivel de 5% de significAncia pelo teste de
Student. A andlise anatomo-histoldgica ndo indicou alteragbes tanto nas ratas
em crescimento quanto nas adultas ou nos tecidos embriondrios em
formacao.
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ABSTRACT
This research has as aim to evaluate the effect of a diet containing
Aphanothece sp. in mice considering anatomic-histological and physiological
alterations, looking at the utilization of this unicellular protein as
suplementary food. Two goups of eight female mice were fed with a diet
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according to AOAC (1990) defined as: group | (10% in protein as caseina)
and group Il (10% in protein, mineral blend and fibers expressed by
Aphanothece sp.). During 28 days, the consumption of this diet, increase of
weight and excretion of each group were registered. After this period, 13 female
mice were sacrificed but one exemplar from group | and two from group Il were
kept alive to procreate, being fed with these diets for eight months. In the end of
each experimental period cholesterol and total proteins in plasma were
analysed Labtest's metodology (1990). Kidneys, liver, spleen and caecum
were anatomically and histolegically evaluated. The level of cholesterol and
protein in plasma of mice fed with caseina and Aphanothece sp. didn't differ
5% of significance by Student test. The anatomical and histological analysis
didn't show any alterations in adult female mice, neither did in embryonic
tissues or mice in growth process.

KEY-WORDS: Aphanothece, unicellular protein, anatony, histology, mice.

1-INTRODUCAO

A ocorréncia de cianobactérias no planeta & tal gue crescem
praticamente em qualquer curso de agua, tornando-se assim uma
importante  reserva alimenticia se tecnologicamente aproveitadas.
Séo utilizadas como fonte de proteina unicelular em varios paises do
mundo para o combate & fome e para aumentar o valor nutritivo dos
alimentos.

A Aphanothece é uma cianobactéria da familia Choroococaceae;
constitui um dos maiores subgrupos de procariontes, apresentando cerca de
150 géneros e mais de mil espécies descritas (Ripka et al., 1979).

As microalgas s&o utilizadas pelo homem na extracéo de substancias
de interesse industrial, em sistemas de producdo de pescado, na
agricultura, na biodepuragéo de efluentes, em aplicagbes terapéuticas e na
alimentagéo. No Oriente sdo muito usadas, e hoje, quando cientistas tanto
se afligem com a caréncia de alimentos para a humanidade, suas vistas
estao voltadas para o aproveitamento mais racional da atividade que a
clorofila exerce com absoluta exclusividade: a sintese de produtos basicos
que servem a planta para fabricar hidratos de carbono, proteinas, gorduras
e vitaminas. E é exatamente nas algas, e, entre elas, nas microscopicas,
que a tecnologia vem trabalhando para conseguir producao mais econdmica
em cultura artificial e a curto prazo, ja que, segundo Sgarbieri (1996), as
grandes vantagens para produgdo em larga escala de microorganismos
para uso na alimentagdo humana e animal seriam sua multiplicacdo muito
rapida e o fato de utilizarem como substratos para sua multiplicacdo fontes
baratas de energia e de nutrientes.

Estes microorganismos tém sido utilizados como fonte de
proteina unicelular, sendo esta toda a proteina proveniente de
microorganismos unicelulares como bactérias, fungos, leveduras e algas
(Sgarbieri, 1996).
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A Aphanothece tem ocorréncia representativa nos corpos hidricos
adjacentes a cidade do Rio Grande — RS, e seu aproveitamento podera
representar uma importante fonte de proteina. Pode-se dizer que a
Aphanothece possui um alto potencial alimentar ndo s6 devido ao facil
acesso e composigao proximal (Teixeira, 1996), mas também por sua
palatabilidade (Queiroz, Treptow e Koetz, 1996), aceitacdo pelo consumidor
e baixo custo de produc&o (Queiroz, 1998), por néo apresentar toxicidade
(Matthiensen, 1996), ter uma alta digestibilidade e um NPU (Net protein
utilization) caracteristico de vegetais.

A andlise de peso dos 6rgdos tem sido um parametro anatémico
de avaliagdo do efeito das dietas. Oliveira et al. (1994) encontraram
hipertrofia em 6rgaos de ratos alimentados com semente de Canavalia
brasiliensis. Estes mesmos autores reportam que Grant (1989) verificou
um pequeno aumento do peso intestinal em ratos com dieta contendo
lecitina de soja.

Segundo Araujo (1990), degeneracdo ou distrofias sdo lesdes que se
estabelecem nas células porque nelas ocorrem algumas modificagtes
metabdlicas observadas ao microscépio, tornando a célula parcial ou
totalmente impotente para exercer suas fungées. Robbins et al. (1996) citam
que a teoria da enfermidade & definida a partir de modificagdes bioquimicas,
morfoldgicas e funcionais, e afirmam que toda a base da doenca é uma
alteragdo na menor unidade viva do organismo.

Frente & problematica do crescimento da populagdo em progresséo
geométrica, da tendéncia a escassez de terras cultivaveis, do esgotamento
de recursos alimenticios, da falta de acesso de milhdes de pessoas a
comida, do alto custo alimentar e do baixo valor nutritivo é que se propde a
utilizacdo da Aphanothece como complemento da dieta alimentar.

Face ao exposto, este trabalho teve como obijetivo avaliar os efeitos
anatomo-histoldgicos e fisiolégicos de ratas alimentadas com dieta contendo
Aphanothece sp., visando sua utilizagao como complemento alimentar.

2 - MATERIAIS E METODOS

A matéria-prima foi coletada no meio ambiente, lavada em agua
corrente, desidratada por exposi¢cdo ao sol e entdo pulverizada. As dietas
padréo e teste foram preparadas conforme a composicéo intrinseca de seus
componentes, segundo indicagdo da AOAC (1990) e Reeves, Nielson e
Fahey (1993). A dieta padrdo foi constituida de 10% de proteina como
caseina, 1,8% de fibras como Albran, 8% de lipidios (6leo de soja), 1% de
mistura vitaminica, 5% de mistura de sais minerais, 0,3% de L-cistina,
0,25% de cloridrato de colina (sacarose e amido), para completar 100%. A
dieta teste diferiu da padrdo por conter 10% de proteina, bem como
minerais e fibras expressos pela Aphanothece.
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Utilizaram-se ratos do sexo feminino, da linhagem Wistar, recem-
desmamados, adaptados a dieta padréo por 24 horas logo apés desmame.
Seguindo-se o periodo de adaptacéo, as ratas foram divididas em blocos
casualizados em funcéo de seus pesos, em dois grupos de oito ratas. Em
seguida, foram acomodadas em gaiolas coletivas para coleta diaria de
rejeitos, excretas e sobras. Agua e dieta foram ofertadas ad libitum por 28
dias. O consumo de cada grupo foi registrado e a ingesta e excreta
calculadas. A proteina ingerida foi determinada a partir do contelido em
proteina na dieta, avaliada pela determinagdo de nitrogénio total pelo
método Kjeldahl, e o valor resultante multiplicado pelo fator 6,25. Os
calculos foram feitos tendo como base a diferenca entre a dieta fornecida e
as sobras computadas. Apds este periodo, uma rata do grupo padréo e
duas do grupo teste foram separadas para procriagéo, mantendo-se por oito
meses submetidas & dieta teste e padrdo, sendo observadas quanto ao
comportamento e aparéncia externa. Os ratos reprodutores também eram
alimentados com as dietas em estudo. As demais (13 ratas) foram
anestesiadas em cdmara com éter etilico. Os resultados gerais da analise
anatomo-histolégica sdo oriundos de 40 ratas, tendo sido feitos em media
12 cortes por 6rgéo e por rata. Os rins, figado, bago e ceco foram coletados
e fixados em formol para o processamento de cortes histolégicos, os quais
foram corados com hematoxilina e eosina. No final de oito meses, as ratas
estavam prenhas, sendo da mesma forma anestesiadas e o sangue
coletado por puncdo cardiaca em seringa heparinizada. O sangue foi
centrifugado a 3.500rpm, para obtencéo do plasma, no qual foram avaliados
0s hiveis de colesterol e proteinas totais, segundo técnicas indicadas pela
Labtest (1995). Nesta fase do experimento, foram processados ainda cortes
histologicos dos embrides.

Uma relagdo peso do 6rgdo por peso corpéreo foi determinada.
A analise estatistica para ganho de peso das ratas seguiu um delineamento
experimental inteiramente ao acaso, com trés grupos e seis repeticdes, e as
diferencas analisadas segundo Duncan a nivel de 5% de probabilidade.
Para andlise dos parametros proteina plasmatica e colesterol total foi
efetuado o teste t (p < 0,05). Os dados foram processados utilizando-se o
software "Sanest", proposto por Zonta e Machado (1984).

3 — RESULTADOS E DISCUSSAOQ

A tabela 1 apresenta os pesos, tamanhos e dosagens bioquimicas de
ratas alimentadas com dieta teste e padréo por um periodo de oito meses.
Avaliando estes resultados é possivel constatar que as ratas alimentadas
por oito meses com a dieta teste atingiram tamanhos equivalentes as que
foram submetidas a dieta padrao.

E importante salientar que, independente das fontes energéticas
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(gordura e amido), a dieta teste foi elaborada exclusivamente com
Aphanothece. Isso sugere que as necessidades em sais minerais e
vitaminas foram suficientemente supridas.

Os niveis de colesterol registrados tornam-se importantes no
momento em que as concentragdes encontradas situam-se bem abaixo dos
limites de maximo para ratos, indicados por Harkness e Wagner (1993),
como sendo o intervalo de 40 a 130 mg/dl.

TABELA 1 — Avaliagido biométrica e dosagens bioquimicas para as ratas
alimentadas por oito meses com as dietas padréo (caseina) e teste
(Aphanothece).

. Proteina
Dieta Peso (g) Tamanho {cm)  Colesterol (mg/L) plasmatica (g/dl)
Caseina 268 39,00 54,32 6,88
Aphanothecea 203 36,00 40,22 5,93
Aphanotheceb 234 39,50 45,62 6,43

"a e b correspondem aos exemplares de ratas alimentadas com Aphanothece por oito meses.

Cabe ressaltar que, para as ratas com oito meses de idade (tabela 1),
os niveis de colesterol foram notadamente menores que o registrado para
a rata padrdo. Embora o ndmero de ratos amostrados ndo tenha valor
estatistico, esta constatagdo vem ao encontro dos dados bibliograficos
que citam que os ratos alimentados com dietas contendo cianobactérias
(Spirulina) apresentam baixo indice de colesterol; Devi e Venkataraman,
(1983); Klausner, (1986), o que seria atribuido aos acidos graxos
poliinsaturados, caracteristicos desses microorganismos. No entanto, é
preciso considerar que, apesar de ambas as dietas terem teores de
lipidios totais semelhantes, estas diferem entre si guanto a sua composigéo.
O efeito hipocolesterolémico, demonstrado também nas ratas submetidas
a dieta teste, pode estar associado ao componente fibra da Aphanothece.
Segundo Von der Heyde, Daudt Von der Heyde e Woslaeki (1993), o
efeito de algumas fontes de fibras pode ser atribuido ao aumento de
excregdo fecal de dcidos biliares, o que provocaria uma redugao no
colesterol total.

Na tabela 2 estdo os valores obtidos do peso dos érgdos em relacdo
com o peso corporal das ratas com 28 dias e 8 meses de idade e o
resultado da avaliacdo estatistica pelo teste de Duncan a nivel de 5% de
probabilidade.
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TABELA 2 — Peso dos 6rgaos (g) em relagdo com o peso corporal (%) das
ratas alimentadas com as dietas padrido e teste, aos 28 dias e aos oito
meses.

Sradio Caseina Aphanothece Caseina Aphanothece
9 (28 dias)* (28 dias)* (8 meses)** (8 meses)***
Figado
Peso médio 571 2,62 9,03 7,26+0,340
Relagdo peso corporal  3,76° 3,44° 3,37 3,32
Baco
Peso médio 0,36 0,15 0,49 0,54+0,056
Relacdo peso corporal  0,24° 0,20* 0,22 0,25
Ceco
Peso médio 2,42 1,64 1,73 3,14+0,0
Relagéo peso corporal  1,59° 2,160 0,65 1,43
Rim
Peso médio 1,24 0,75" 1,81 1,62+0,13
Relacdo peso corporal  0,89% 0,98 0,67 0,74

*Valores médios de 7 ratas; **Valor de uma rata; ***Valores médios de 3 ratas.
Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo teste de Student a nivel de 5% de
probabilidade.

Avaliando estes resultados observa-se que ndo houve diferencas
estatisticamente definida entre as relagdes peso corporal/érgao para figado,
bagco e rim. No entanto, a relagdo peso corporal/ceco difere
significativamente entre os ratos alimentados com dieta caseina e
Aphanothece, refletindo diferencas quanto ao teor de fibras na dieta,
conforme se pode verificar na tabela 3, pela quantidade de excretas
produzidas pelas ratas alimentadas com diferentes dietas. Esta
homogeneidade na relagido peso érgao/peso corporal indica a viabilidade da
utilizacdo desta cianobactéria na dieta alimentar e pode ser corroborada
pelos resultados das andlises histoldgicas, as quais estdo representadas
pelas figuras 1 a 5. Este contelido de fibra é importante, uma vez que esse
componente se relaciona com a diminuigao do teor de colesterol do sangue
e aumento do volume fecal; Von der Heyde, Daudt Von der Heyde,
Woslaeki, (1993). Desta maneira, o aumento do volume fecal explicaria as
diferencas estatisticamente definidas na relagéo ceco e peso corporal. Ao
observar o habito intestinal dos ratos alimentados com a dieta teste a partir
da tabela 3, percebe-se que estes apresentaram uma maior quantidade de
fezes, porém ndo so a quantidade de fezes diz respeito ao habito intestinal,
mas também o seu aspecto. E importante ressaltar também que houve a
manutengdo do habito intestinal dos ratos alimentados com a dieta teste
desde o inicio do experimento até seu final. O maior transito intestinal, por
sua vez, diminui o tempo de permanéncia dos alimentos no tubo digestivo,
diminuindo, portanto, o tempo de absorgdo. Por outro lado, aumentando a
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motilidade intestinal, tem-se uma maior descamacéao das células epiteliais
que ficam em constante renovagao e produzem-se fezes com consisténcia e
umidade mais favoraveis, evitando a formagéo de bolos fecais endurecidos
gue eventualmente venham a lesar a mucosa intestinal, além do que a
permanéncia de bolos fecais por mais tempo no intestino favorece a
proliferagc@o de microorganismos, desestabilizando a flora intestinal.

TABELA 3 — Médias de dietas consumidas e excretas produzidas pelo
periodo de 28 dias.

Caseina Aphanothece
Ingesta (g) 2280,50° 1466,00b
Excreta (g) 153,72° 477,00b*

*Médias seguidas por letras distintas s&o iguais entre si, pelo teste de Duncan

De acordo com Aradjo (1990), existem varias maneiras de enfatizar o
problema das alteragBes nutricionais. De qualquer forma, estas estéo
sempre compreendidas como uma alteracao em nivel celular que incapacita
o organismo de utilizar corretamente os nutrientes, o que torna impossivel
para qualquer célula desenvolver sua funcao normal. Assim, a analise
histolégica dos drgdos dos ratos submetidos a uma dieta visando sua
utilizagao na alimentagdo para o homem ¢é ponto decisdrio para indicar sua
viabilidade.

FIGURA 1 — Corte histolégico de embrido de rata submetida a dieta contendo Aphanothece sp.
(HE 500X) 1.Células do sincicio trofoblasto 2. Células do sincicio citoblasto 3. Tubo neural 4.
Somitos.
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A figura 1 mostra o corte histol6gico de embrido de uma rata que foi
submetida a dieta Aphanothece por um periodo de oito meses. Demonstra
ser um embrido normal, de aproximadamente sete dias, com presenca de
tubo neural, células que dardo origem aos dermatomos (somitos),
primordios do aparelho urinario (metanéfrons), ectoderma com esclerétomo
e dermatomo, porém o midtomo ainda ndo & visivel, presenca de saco
vitelino e ilhotas sanguineas.

Levando-se em consideracdo as caracteristicas proprias do figado,
dentro do repertério limitado de resposta aos eventos lesivos desse érgao
(necrose, degeneracao, inflamagdo, regeneracio e fibrose), devido a
enorme reserva funcional do figado (Robbins, 1996) e ao fato de que a alga
Aphanothece ndo apresenta toxicidade, como discutido anteriormente na
introducé@o deste trabalho, e por seu baixo contelido de gordura em base
seca (Teixeira, 1996), dificilmente se encontrariam alteracges hepaticas.

FIGURA 2 — Corte histoldgico de figado de rata submetida a dieta contendo Aphanothece sp.
(HE 200X). Ao centro da figura observa-se uma vela centrolobular.

Na figura 2 pode-se observar o corte histolégico de figado com
preservacdo do paréngquima hepético, isto é, os hepatdcitos coraram-se
homogeneamente, mantendo seus tamanhos e formas, podendo-se,
portanto, concluir que ha auséncia de &reas isquémicas e de necrose
centrolobular; observa-se uma veia centrolobular e tanto os hepatdcitos
centrais quanto periféricos deste Idbulo hepético demonstram perfusdo
tecidual preservada, através da homogeneidade da coloragdo. Da mesma
maneira, a auséncia de vacuolos intracelulares permite-nos dizer que nao
houve acumulo de substancias; também mostra o espaco porta sem
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infiltrado inflamatério agudo ou mesmo crénico, especifico ou inespecifico,
assim como no restante do parénquima hepatico. Ndo houve proliferagao
nem espessamento dos corddes de hepatdcitos, sem desorganizacao da
estrutura parenquimatosa, e nao ha evidéncias de algum processo
regenerativo.

Pode-se ainda perceber auséncia de deposicdo de coldgeno no
parénquima hepatico, estando ausentes também nddulos regenerativos,
dando-nos a certeza de que ndo ocorreu processo fibrético.

Os hepatdcitos ainda demonstram auséncia de atipia celular.

Ja a figura 3 nos demonstra um corte histolégico de rim de rata
alimentada com a dieta Aphanothece. Em relagao as estruturas renais, na
andlise histoldgica, a totalidade das laminas das ratas alimentadas com a
dieta teste apresentaram manutengdo do limite cértico-medular, com
auséncia de infiltrado inflamatério tanto em nivel de parénquima renal
quanto em nivel de intersticio, traduzindo-se, portanto, na inexisténcia de
gualquer tipo de processo inflamatdrio como mostra a figura. Afasta-se,
entdo, a possibilidade de glomerulonefrites, pielonefrites ou nefrites
intersticiais, até porque os ratos nao apresentaram sinais indicativos de tais
enfermidades.

FIGURA 3 — Corte histologico de rim de rata submetida a dieta contendo Aphanothece sp. (HE
500X) Ao centro da figura observa-se um glomérulo.

Nzo existem crescentes glomerulares, focos de necrose ou esclerose
segmentar ou global; os glomérulos apresentam-se sem proliferacao celular
e sem dreas hemorrdgicas, evidenciando-se a auséncia de
glomerulonefrites.
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A andlise histoldgica permite dizer, ainda, que nao houve a formagao
de micro ou macro abscessos, mas manutencdo da forma dos cdlices e
pelves renais, evidenciando-se a auséncia de pielonefrites.

Em relacdo & vascularizagdo renal, pode-se observar auséncia de
comprometimento tanto arterial quanto venoso, ja que ndo existem areas
isquémicas, pois, assim como a figura 3, as demais Iaminas de rim de ratas
submetidas a dieta Aphanothece coraram-se homogeneamente, sem
apresentar qualquer palidez tecidual. Houve a conservacéo do calibre e da
luz dos vasos, sem processos fibréticos associados.

Em nivel celular ndo houve alteragdo na relagéo nicleo/citoplasma;
observou-se que estas células mantiveram a polaridade, auséncia de
figuras mitdticas anormais, com manutengdo do volume celular, indicando
auséncia de atipia celular e descartando-se a presenca de algum processo
tumoral.

A esplenomegalia € uma manifestagédo importante de disttrbios desse
orgao, como inflamagbes sistémicas, afecgbes hematopoiéticas
generalizadas e distirbios metabdlicos; portanto, através da andlise
estatistica demonstrada na tabela 2, constatou-se a auséncia de
esplenomegalia nos ratos submetidos a dieta teste.

Na analise histologica, percebeu-se a preservagdo da estrutura
esplénica, como se pode observar na figura 4 em que os corpusculos de
Malphighi mantiveram seu centro germinativo normal, isto &, sem
proliferag@o celular, e o restante do parénquima nio apresenta sinais de
infarto, necrose, fibrose ou congestéo.

=i

FIGURA 4 — Corte histologico de bago de rata submetida a dieta contendo Aphanothece sp.
(HE 200X). Ao centro da figura observa-se a polpa branca.
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A porgao intestinal analisada foi o ceco, o qual apresentou auséncia
de exsudato inflamatério €M mucosa, submucosa, muscylar e serosa. A
serosa apresentou-se normalmente corada, lisa e brilhante. Observou-se
auséncia de congestac venosa, ulceracgées, focos de abscesso ou necrose,
indicando, conforme Robbins (1996), auséncia de apendicite ou qualquer
outra afecgzo, ja que, como se pode observar na figura 5, as células

FIGURA 5 — Corte histolégico de ceco de rata submetida a dieta contendo Aphanothece sp.
(HE 200X).

4 - CONCLUSOES

As ratas alimentadas com dieta caseina e Aphanothece nao
apresentaram diferencas estatisticamente definidas quanto a concentragéo
em proteinas totais e colestero] total no plasma sanguineo.

As ratas de oito meses de idade n3o apresentaram distlrbio
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