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“Ando devagar
Porque jd tive pressa
E levo esse sorriso

Porque jd chorei demais

Hoje me sinto mais forte
Mais feliz, quem sabe?
So levo a certeza

De que muito pouco sei

Ou nada sei [...]

E preciso amor pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir
E preciso a chuva para florir
Penso que cumprir a vida

Seja simplesmente

Compreender a marcha

E ir tocando em frente

Todo mundo ama um dia
Todo mundo chora
Um dia a gente chega

E no outro vai embora

Cada um de nés compée a sua historia
Cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz

E ser feliz...”

(Tocando em frente — Almir Sater)
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“Se vocé pode sonhar, vocé pode fazer.” (Walt Disney)

Ao Projeto Algas, e, em especial, as maricultoras que me ensinaram como a pesquisa

pode transformar vidas e ir além.

“ sou 7 (Rodrigo Linares)

Aos meus pais Mdrcia e Geovani e a0 meu irmdo querido Victor por serem minhas

raizes e me darem asas.

“O amor s6 é lindo, quando encontramos alguém que nos transforme no
melhor que podemos ser.” ( Mirio Quintana)

Ao meu grande amor Rodrigo, por me inspirar a me transformar em minha melhor

versao, diariamente.

Com muito amor,

Dedico.

iii



AGRADECIMENTOS

Existe uma frase de um grande pensador e fil6sofo que faz muito sentido pra mim:
“Gente ndo nasce pronta e vai se gastando, gente nasce ndo pronta e vai se fazendo”,

costumo completar essa frase com: “Ainda Bem!”.

Ainda bem, que a vida € um presente e cada dia um recomego, com uma nova
oportunidade. O mestrado me ensinou muitas coisas, mas ouso dizer que a maior delas
foi revelar quantas pessoas graciosas eu tenho ao meu lado, que me amam e torcem por
mim e hoje mais do que nunca, um sentimento se destaca em meio a esse turbilhdo de

sentimentos: 0 da GRATIDAO!

Gratiddo a Deus por ndo “soltar da minha mao” em nenhum momento, por me
fazer reconhecer a dddiva que € a Vida e por ter me enchido de béncaos ao longo dessa

caminhada.

Gratidao a minha mae Madrcia e meu pai Geovani por ainda sonharem os meus
sonhos, orando por mim e vibrando por minhas vitérias. Muito obrigada pelos olhares de
amor.

"’

Gratidao ao irmdo e parceiro Victor (meu “querido!”) por todo o amor e
companheirismo didrios, que me davam for¢a pra ndo desistir, e por confiar em mim e ter

a certeza que eu conseguiria.

Gratidao ao Rodrigo, meu melhor amigo e amor da minha vida por me fazer
descansar no seu amor e ser meu porto seguro nos momentos de tormenta. Aprendi com
vocé o verdadeiro sentido de companheirismo e do amor. Obrigada pelo seu grande
coracio.

Gratidao a Ana VI4dia, meu melhor presente de Vicosa. Ana, obrigada por confiar
em mim mais do que eu mesma! Obrigada pela paciéncia, carinho e generosidade desde
o inicio da graduacdo. Voc€ me inspira em cada gesto. Nosso convivio me permitiu
aprender sobre entrega e doac@o e sou um ser humano melhor por isso. Obrigada!

Agradeco as co-orientadoras desse trabalho Hércia e Carminha por me acolherem
sempre com um sorriso sincero! Agradeco pelas orientacdes e conselhos valiosos. Saibam

que sao profissionais que admiro muito pela competéncia e exceléncia no que realizam.

v



Agradeco a Sirlene por ter me acolhido quando cai de paraquedas! Obrigada pela
ajuda, disponibilidade e orientagao.

Agradeco a Ceres pelas agraddveis conversas e por ter aceitado o convite de
contribuir com esse trabalho.

Agradeco aos amigos que fizeram essa caminhada mais leve, Projeto Algas, Pro-
Celiacos e CHOICE, meu muito obrigada pela inspiracdo, por compartilhar sonhos e

acreditar que nada € tao dificil que ndo possa ser feito.

Gratidao aos amigos que acompanharam esse trabalho mais de perto e torceram
muito por mim, me encorajando e festejando as pequenas vitérias ao meu lado : Luma,
Angela, Bia, Pri, Duanny, Gabi, Nath, Marcos, Carol, Dorina, K4 e tantos outros que de

perto ou de longe ficavam na torcida!



SUMARIO

RESUMO ...ttt sttt sttt ettt viii
ABSTRACT ...ttt ettt ettt et e et e st e et e ateeneas ix
1 INTRODUCAO GERAL ..ot n e 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........oovmoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeee s 3
2.1 Algas Marinhas — uma visa0 ZETal.........ccoceiriiriiieiieniieieeeceeee e 3
2.2 Valor Nutricional das Algas e Componentes Bioativos ...........cccccveeerieeenieeenneenns 5
BOBIETIVOS ...ttt ettt e b e et e et e s et e ebeesnbeesbeesabeeneeeas 6
3.1 ObBJELIVO GEIAL....couviieiiiieeiie ettt e et e et eeeabeeeaneesaseeenes 6
3.2 ObjetiVOSs ESPECIIICOS. ..cuvtiiiiriiiiiieiieieeee ettt 7
A METODOLOGIA ..ottt ettt sttt 7
4.1 Preparo da Alga Gracilaria birdiae ...........cccceeueiiieiieiiieniiiienieeeeeeeee e 7
4.1.1 Identificac@o da Alga Marinha...........cceoviiiiiiiiiiniiiiiceccccee e 7
4.1.2 Cultivo e Coleta do Material .........cceoeueeiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeese e 8
4.1.3 Preparo das AMOSITAS ......cccuterieriieenieeitenire et et e ete e s eneeseneereesineenee e 8
4.2 Animais e dietas eXPETIMENLALS .......ceerveerrureerrireeriieeeeireeaareesteeesseeenseeenseesnseennns 9
4.3 Coleta das AMOSITAS ......eeevuieiiiieiiiieeiieeetee ettt e et e e sibee st eesteesieee s 10
4.4 Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) .....cccvveviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeen 11
4.5 Morfofisiologia intestinal € hepatiCa ...........cooccveeriiiiniiiiiiiiiniieeeeeeeeeeee 12
4.5.1 Morfometria HEPAtICA ....cccueeeriiiiiiiieiieeiie ettt 12
4.5.2 Morfometria InteStinal.........ccocoeeiiiiiiiiiiniiiceceeee e 13
4.6 Parametros blOQUITNICOS ......ueeirutierriiieiiieeeitee et e et e st e st e e st e esateeesabeeeieeesnaeeeas 13
4.7 Perfil LIPIAICO c.uvvieeeiiieeiie ettt ettt sttt e e ee e ssaeeesvaeennaee s 14
4.7.2 Esterificacdo da frac@o lpidica .......coooueeeiiiiiniiiiiiiiiiicccecceeceeeeee 14
4.7.3 Condi¢des da Cromatografia Gasosa para identificacao do perfil de dcidos
GIAXOS ettt ettt e ettt e ettt s et st e st e e st e e e b et e e et e e b e e e ab e e e eab e e e b e e sab e e eaaeesbneenans 15
4.8.1 Umidade Fecal........c.cooiiiiiiiiiiiiieceteeee e 15
4.8.2 Extrac@o de 4cidos @raxos VOIALEIS......c.eevueeriiinieeriiieiiienreeiecerecieeeee e 15

4.8.3 Condig¢des da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho para identificacdo

dos acidos graxos de cadeia curta :acético, propionico € butiriCo ..........cccccevueenneee. 16

4.9 Andlise EStatISTICA.....ceevuiiiiiiiiriiiiiciesiectcecsee e 16
4.10 ASPECLOS BHCOS .......vooveoeeeceeeveeeeeeeeeee e s 16

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........coneriiinriierriineseeieseeenscseesessessesenennns 17

vi



RESUMO . .....cooiiieeeeeeeeeeeeeee e nassnnenn 22
ABSTRACT ..ot 23
T INTRODUGAO ...t en s sesnas 24
2 MATERIAIS E METODOS .......cooviioeieeieeeeeeeeeeeee s sneseaes 25
3RESULTADOS .....ooomiieieeeeieeeeeeeeeee e ses s ses s naesassennaes 30
A DISCUSSAOQ ..o 39
5 CONCLUSAO.......ooooiieeeeeeeee e snees 45
6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooovovevieeeeieeeeeseeeeseeseseeeeseeesesnessesnans 46

vii



RESUMO

CHAGAS, Camila Gongalves Oliveira. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2015. Efeito do consumo de alga marinha (Gracilaria birdiae) em
farinha sobre variaveis bioquimicas e morfométricas de ratos alimentados com
dietas normolipidicas. Orientadora: Ana Vlidia Bandeira Moreira. Coorientadores:
Hércia Stampini Duarte Martino e Maria do Carmo Gouveia Peluzio.

A busca por alternativas fontes de fibras alimentares € crescente devido aos inimeros
beneficios relacionados a esse componente da dieta. Nesse sentido a Gracilaria birdiae
torna-se um objeto importante de pesquisa por ser fonte de polissacarideos pouco
digeriveis pelas enzimas do trato gastrointestinal. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito
do consumo da Gracilaria birdiae em parametros de crescimento, bioquimicos e de saide
intestinal de ratos wistar recém desmamados. Os animais foram divididos em 3 grupos
que receberam as seguintes dietas por 4 semanas: dieta controle; dieta com substituicdo
parcial da fibra da dieta por G. birdiae (AP50) e dieta com substitui¢do total da fibra da
dieta por G. birdiae (AP100). Os animais dos grupos testes apresentaram maior consumo
alimentar e mesmo ganho de peso em relacdo ao controle. O grupo AP100 apresentou
maior concentracao de dcidos graxos poli-insaturados no tecido adiposo € menor presenca
de dcidos graxos com propriedades aterogénicas que o controle em todos os tecidos. Nao
houve diferenca na concentracdo total de 4cidos graxos volateis, mas a presenca da alga
influenciou na composi¢do destes, principalmente de acetato. A substituicdo parcial da
fibra da dieta por algas foi suficiente para provocar aumento das camadas musculares no
duodeno, célon e ceco. Maior comprimento de mucosa e criptas foram observados no
ceco e colon dos grupos AP50 e AP100.Nao foram observados efeitos hepatotéxicos. Os
grupos testes apresentaram maior volume cecal e fezes mais imidas. Assim, o consumo
da alga G. birdiae parece influenciar positivamente a composi¢ao de acidos graxos dos

tecidos e estd relacionada ainda a modulacio benéfica na morfologia intestinal.
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ABSTRACT

CHAGAS, Camila Gongalves Oliveira. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
November; 2015. Effect of seaweed consumption (Gracilaria birdiae) in flour in
biochemical and morphometric variables of rats normal- fat diet. Adviser: Ana
Vladia Bandeira Moreira. Co-advisers: Hércia Stampini Duarte Martino and Maria do
Carmo Gouveia Pelizio.

The search for alternative sources of dietary fiber is growing due to the numerous
benefits associated to this component of the diet. In this sense the Gracilaria birdiae
becomes an important object of research as source of polysaccharides little digestible by
enzymes in the gastrointestinal tract. The aim of the study was to evaluate the effect of
consumption of Gracilaria birdiae in growth parameters, biochemical and intestinal health
weanling Wistar mouse. The animals were divided into 3 groups which received the
following diets for 4 weeks: control diet; diet with partial replacement of dietary fiber by
G. birdiae (AP50) and diet with total replacement of dietary fiber by G. birdiae (AP100).
The animals of test groups showed higher food consumption and even weight gain
compared to control. The AP100 group had a higher concentration of polyunsaturated
fatty acids in the adipose tissue and presence lower of fatty acids with atherogenic
properties than the control in all tissues. There was no difference in the total concentration
of volatile fatty acids, but the presence of algae influenced the composition of these,
especially acetate. The partial replacement of the fiber diet by algae was sufficient to
cause increased muscle layers at the duodenum, colon and cecum. Larger length of
mucosa and crypt were observed in the cecum and colon of AP50 and AP100 groups.
There were no hepatotoxic effects. The test groups had higher cecal volume and wetter
feces. Thus, consumption of seaweed G. birdiae seems to positively influence the fatty
acid composition of tissues and is also related to the beneficial modulation of the intestinal

morphology.
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1. INTRODUCAO GERAL

Estima-se que a demanda humana por alimentos ird aumentar cerca de 70% até
2050. Ao avaliarmos a capacidade da agricultura em suportar essa demanda, notamos que
a mesma ¢é limitada devido a disponibilidade de terras e 4gua, somado as alteragdes
provocadas pelas mudangas climdticas (FORSTER, RADULOVICH, 2015). Nessa
perspectiva os produtos da maricultura ganham destaque, em especial a algicultura
(cultivo de algas), visto que a aplicacdo e utilizagao das algas como meio de auxiliar na

oferta de produtos vegetais para a agricultura € notdria e vidvel.

A presenca de macroalgas marinhas na alimentacgdo j4 estd consolidada em paises
orientais como China e Japao, entretanto, essa pratica na cultura ocidental € crescente e

promissora (AMBROSOVA et al, 2014).

As algas sdo seres de organizacdo estrutural bem simples que desempenham a
manuten¢do do equilibrio biolégico no ambiente aquético permitindo o desenvolvimento
de outros seres vivos e podendo ainda ser utilizada pelo homem como fonte alimentar e
de matéria prima, principalmente em industrias convencionais € de biotecnologia
(SANTOS et al, 2011). A heterogeneidade dos organismos vegetais encontrados no grupo
das algas € grande, sendo que as trés principais divisdes de macroalgas compreendem as
algas vermelhas (divisdo Rhodophyta), as algas pardas (divisdo Phaeophyta) e as algas
verdes (divisao Chlorophyta) (RORRER & CHENEY, 2004).

Como os demais seres marinhos, as algas apresentam uma composi¢ao quimica
importante, visto que sdo fonte de vitaminas, minerais, proteinas, dcidos graxos essenciais
e compostos bioativos como antioxidantes (GRESSLER et al 2010; CABRAL, 2012).
Um dos componentes mais explorados nas algas marinhas sdo os hidrocoldides que se
constituem por biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular. Das algas vermelhas,
em especial as do género Gracilaria, sdo extraidos hidrocoldides como o &gar,
componente que chega a representar mais de 70% da biomassa algal e tém importante
valor comercial, principalmente pela utilizacdo como espessante/geleificante na industria

de alimentos (MOTA, 2011).
O 4gar € um polissacarideo composto basicamente por fracdes de agarose e
agaropectina, facilmente solivel em 4gua quente, formando géis termo reversiveis

(SOUZA, 2008). No organismo humano, esse polissacarideo sulfatado se comporta como



fibra alimentar solivel (PEREIRA, 2012) que caracteriza efeitos hipoglicemiantes e
hipocolesterolémico. A esses polissacarideos sulfatados sdo encontrados ainda alegacdes
anti-inflamatdrias, antioxidantes e antimutagénicas (ANDRADE et al, 2013;

GUARATINI, 2008).

A macroalga marinha da espécie Gracilaria birdiae é uma alga vermelha
abundante no litoral brasileiro (BEZERRA, 2008). As investiga¢des realizadas com essa
alga se limitam a otimizar o cultivo e a qualidade do dgar, sendo pouco explorado suas
propriedades bioativas e a utilizacdo dessa espécie como matéria prima e ingrediente

alimentar.

A partir disso, ressalta-se a importancia de estudos que investiguem as
propriedades dessa alga in natura e ndo somente de seus componentes isolados, como

premissa para elaboracio de produtos com alegagdo funcional a base desses organismos.

Em 2003, juntamente com o Ministério da Aquicultura e Pesca (MPA), a Organization
Food Agriculture (FAO) fomentou um projeto em comunidades litoraneas de 3 estados
do Brasil, sendo estes Ceard, Rio Grande do Norte e Paraiba. O projeto estimulou o
desenvolvimento de comunidades costeiras com apoio ao cultivo sustentdvel da
macroalga G. birdiae bem como outros organismos do mar (BEZERRA, 2008). Com
duracdo de 5 anos, o projeto revelou que as técnicas de cultivo sustentavel, principalmente
voltadas ao cultivo de algas — algicultura — tiveram uma boa aceitagdo e foram facilmente
reproduzidas pelos maricultores das comunidades, se tornando assim uma fonte
alternativa de renda, uma vez que agregou valor a matéria prima, aumentando em 5 vezes
o prego pago pelas industrias quando comparado com o das algas coletadas em bancos

naturais (FAO, 2010).

Com o cultivo da espécie de interesse consolidado, o presente trabalho busca
subsidiar resultados que suportam e asseguram o desenvolvimento de produtos
alimenticios a base de algas; afim de garantir suas propriedades fitoquimicas como os
antioxidantes e acréscimo de fibras alimentares nos produtos; bem como, investigar o
efeito funcional das algas para fins de seguranca do alimento a ser desenvolvido, para que
estas premissas possam permitir uma visao holistica da comunidade litoranea assistida,
entendendo que toda a proposta de transformacao e desenvolvimento da comunidade deve
levar em conta sua histéria, seus costumes e sua realidade em torno de um alimento

sustentdvel, seguro e nutritivo.



Assim, tecnologias sociais aliadas a pesquisas que visem o beneficiamento das
algas em diferentes cadeias de producdo, principalmente a alimenticia, estimulam ndo s6
a inovacao técnico- cientifica, como também geram impacto econdmico e social por
desenvolver as comunidades costeiras e propiciar a oferta e valorizagdo de um produto

abundante no pafs.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Algas Marinhas — uma visdo geral

O termo genérico algas inclui organismos polifiléticos fotossintetizantes que
desempenham importante papel ecoldgico por serem responsdveis por mais de 50% do
total da producdo primdria de todo o planeta (PAULA et al, 2007). As algas podem ser
classificadas em microalgas e macroalgas. As microalgas integram o fitoplancton e sio
responsaveis por uma parte significativa da captacdo do gis carbonico e do oxigénio
produzido no mundo. J4 as macroalgas, grupo de maior interesse nesse estudo, sdao
reconhecidamente importantes como fonte de produtos quimicos, principalmente

ficocoldides (SILVA, 2005).

As divisdes de macroalgas sdo baseadas principalmente em propriedades como a
pigmentagdo, produtos de reserva, organizacdo das membranas fotossintéticas, dentre
outras caracteristicas morfoldgicas (KILINC et al, 2013). As algas bentOnicas sao
multicelulares e crescem em substratos fixos, residindo em regides do supra, médio e infra

— litoral (TEIXEIRA, 2013; PAULA et al, 2007).

Tem como principais divisdes as Chlorophyta ou algas verdes com cerca de 1200
espécies e que possuem as clorofilas @ e b como pigmentos principais. A divisdo
Phaeophyceae é representada por cerca de 1750 espécies, sendo conhecidas por algas
pardas ou marrons e que, apesar de possuirem clorofila a e ¢, os carotenoides sdo seus
principais pigmentos. Ja a divisdo Rhodophyta, algas vermelhas, representam um dos
mais diversificados grupo de algas, com cerca de 6000 espécies, e conhecidas por sua
pigmentacdo avermelhada, conferida pelas ficobilinas, havendo ainda carotenoides (B-
caroteno; zeaxantina e luteina) e clorofila a (KILINC, 2013; TEIXEIRA, 2013; PAULA,
2007).



A importancia econdOmica das algas marinhas, bem como o aumento dos estudos
acerca da otimizacdo do seu cultivo e extra¢do de componentes bioldgicos se intensificou
apo6s a 2° Guerra Mundial (1945) quando o Japao restringiu a exportacdo de ficocoldides
(polissacarideos coloidais extraido de algas) para paises ocidentais. Como esses produtos
eram importantes para a produ¢do em diversas industrias, restou aos paises do ocidente
explorar outras espécies de algas para a extracdo de produtos com caracteristicas
semelhantes ao japonés, assim, deu-se a descoberta, isolamento e purificacao de diversas

substancias conhecidas hoje como 4gar, carragenana e alginatos (BEZERRA, 2008).

Um recente levantamento da Organizacdo das Nagdes Unidades para Alimentagdo e
Agricultura (FAO) afirmou que as dreas cultivdveis de algas marinhas dobrou entre os
anos de 2000 e 2012, sendo os paises asidticos China e a Indonésia os que lideram a
producdo, dominando 81.4% do total (FAO, 2014). Esse crescente aumento decorre da

importancia das algas na agricultura bem como nas industrias de biotecnologia.

Dapper e colaboradores (2014) ao investigar as potencialidades bem como a
utilizacdo das algas marinhas na agricultura verificou que essas sdo empregadas sob trés
condi¢des principais: controle direto de fitopatégenos, promocdo de crescimento e
desenvolvimento vegetal, e inducdo de mecanismos de defesa da planta através de suas
biomoléculas. Acerca dos grupos de algas mais utilizados para esses fins foi determinado
que as algas marrons sdo as mais requeridas, seguida das algas verdes e vermelhas
(DAPPER et al, 2014). E vélido ressaltar ainda que além da utilizagdo como fertilizante
e bioestimulantes naturais, as macroalgas marinhas tem sido empregadas também na
producdo de biofilmes (CIAN et al, 2014) e para a extracdo de polissacarideos sulfatados
com fins terapéuticos (SUBBA, LAKSHMI, MAJUBA, 2010; BU, KKWON, SUNG,
2014; CHAN et al, 2014) e tecnoldgicos (SOUZA, 2012).

O Brasil tem uma extensa costa entre as zonas das marés, sendo cerca de 8.500km
dominada pelas algas (GIULIETTI et al, 2005). Segundo Oliveira Filho (1977) o Brasil
apresenta 539 espécies de macroalgas, incluindo 116 espécies (35 géneros) de algas
verdes, 359 espécies (135 géneros) de algas vermelhas e 64 espécies (29 géneros) de algas
pardas. Esses dados evidenciam o potencial do Brasil tanto em explorar estudos com algas
quanto investigar o impacto da mesma se inserida na alimentacdo. O interesse da flora
algal no Brasil aumentou tanto que nos anos de 2012 — 2013 as pesquisas brasileiras
investigando os efeitos das algas marinhas cresceram cerca de 78% em rela¢ao ao periodo

de 2006 e 2010 (FERNANDES et al, 2014).



2.2 Valor Nutricional das Algas e Componentes Bioativos

O valor nutricional das macroalgas bem como seu beneficio a saide tem sido

investigados na literatura (BROWN, E. M. et al, 2014; BOCANEGRA et al, 2009).

Em geral as algas marinhas sdo consideradas alimentos de baixas calorias, com
elevada concentracdo de sais minerais, vitaminas e de proteinas, ricos em fibras e
relativamente elevada concentracdes de dcidos graxos poliinsaturados (CARNEIRO,
MARINHO-SORIANO, PLASTINO, 2011; RISSO et al. 2003). Constituem uma
importante fonte de compostos ativos com numerosas aplicagdes farmacolégicos, sendo
que os principais estudos permeiam sua ac¢do anti-inflamatéria, antioxidante,

anticoagulante e antimicrobiana (FIDELIS, 2014).

Um dos componentes bioativos extensamente explorados em algas marinhas sdo
aqueles que desempenham efeitos antioxidantes no organismo. Como mecanismo de
defesa a acdo deletéria desses agentes, as algas marinhas desenvolvem metabdlitos
secunddrios com acdo antioxidante, ou seja, substincias que em baixa concentracio
conseguem minimizar ou inibir as taxas de oxidacdo (HALLIWEL, 2000). Entre os
principais compostos antioxidantes presentes em algas, destacam-se os carotenoides,
acido ascorbico e os compostos fendlicos. Essa propriedade é extensamente explorada
pela industria de alimentos, uma vez que se procura a substituicdo de aditivos sintéticos

por naturais e também a elabora¢do de produtos com essa acao funcional.

Outro componente interessante na composi¢ao nutricional das algas marinhas sdo os
hidrocoldides algais, substincias presentes em maior propor¢do e que ndo sao digeridos
pelas enzimas digestivas, comportando-se portanto como fibras alimentares. Tal fato
implica em efeitos hipoglicemiantes e hipocolesterolémicos no organismo humano
(BURTIN, 2003). Diversos estudos demonstram que as galactanas sulfatadas isoladas das
algas marinhas vermelhas, apresentaram potentes atividades anticoagulantes (FARIAS et
al. 2000; RODRIGUES et al. 2010), sendo a espécie G. birdiae,a roddfita a apresentar
maior quantidade de polissacarideos sulfatados totais, segundo estudo realizado por

Rodrigues et al. (2010) sendo indicada,portanto, como boa fonte deste nutriente.

Acerca do contetdo protéico presentes nas algas vermelhas, ressalta-se que estas sao
constituidas de ficobiliproteinas (ficoeritrina, ficocianina e aloficocianina), pigmentos

relacionados com a fotossintese (PAULA et al. 2007) e que recentemente tem chamado a



atencdo em diversos estudos, devido a sua acdo antioxidante, propriedade benéfica para

a prevencao e tratamento de doengas cronicas nao transmissiveis.

Entre os minerais presentes, em virtude do préprio habitat em que estas algas estdao
inseridas, estudos mostram que estas sdo fontes principalmente de cdlcio, potéssio,
magnésio, sédio (MAcCARTAIN, 2007) e iodo (BURTIN, 2003),chegando esta por¢cao
mineral a representar até 35% da matéria seca (BURTIN, 2003).

As algas de um modo geral apresentam um baixo teor de lipideos, porém esses
apresentam uma composi¢do de 4cidos graxos relevantes, j4 que sdo em sua maioria
representados por dcidos graxos insaturados. Guaratini (2008) descreveu o perfil lipidico
da espécie G. birdiae no qual foi encontrado em grande concentracdo (52%) o acido
araquidonico (C20:4). Este acido graxo essencial da série m6 ¢ reconhecido por originar
substancias que estimulam as reac¢des inflamatdrias, as prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos (GUARATINI, 2008; CARVALHO et al. 2009). As algas marinhas
vermelhas, destacam-se também por 4cidos graxos da sério @3 que desempenham efeito
antiinflamatério no organismo, agindo dessa forma na prevencdo de doencas
cardiovasculares e demais patologias (SANTOS et al. 2008).

Dessa maneira, as algas marinhas revelam uma composicao quimica condizente com
uma dieta saudavel, que possui elementos importantes para uma boa nutricdo devido ao
seu conteudo de fibra e componentes bioativos, que além de exercer toda a sua acio
funcional no organismo, permite também substituir ingredientes sintéticos por naturais
devido a suas propriedades fisicas, implicando em produtos alimenticios com menor

contetido de aditivos industriais que representam riscos a sadde.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral



Avaliar o efeito do consumo de farinha de alga marinha Gracilaria birdiae sobre o
ganho de peso, metabolismo de lipideos, morfometria intestinal e hepatica em ratos wistar

recém desmamados.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da alga G. birdiae na forma de farinha no consumo alimentar e
ganho de peso de ratos alimentados com dietas normolipidicas;

e Avaliar a influéncia da fibra da alga G. birdiae no metabolismo de acidos graxos
no tecido adiposo, hepdtico e do plasma.

e Investigar o efeito da adicdo da alga G. birdiae em dietas experimentais na

morfometria intestinal (duodeno, ceco e célon) e hepatica;

4. METODOLOGIA

O presente estudo se constitui como parte de um projeto maior intitulado:
ESTABILIDADE ANTIOXIDANTE DE PRODUTOS A BASE DE ALGAS MARINHAS:
Relacdo entre os conteiidos lipidico e antioxidante no impacto de produtos com
tecnologia social. Em sua maior extensdo, o projeto algas tem como premissa a
elaboracdo de produtos a base de algas marinhas para que estes sejam utilizados como
ferramentas de tecnologia social e agentes promotores da saide na drea de alimentacdo e
nutri¢ao.

Diante de tal realidade, a proposta deste subprojeto é de fundamental importancia para
agir como premissa na alegacdo dos beneficios funcionais das algas marinhas da espécie

Gracilaria birdiae.

4.1 Preparo da Alga Gracilaria birdiae

4.1.1 Identificacdo da Alga Marinha

A espécie estudada pertencente a divisdo Rhodophyceae inclusa na Classe

Florideophyceae da ordem Gracilariales pertencendo a familia Gracilariaceae do género
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Gracilaria greville. A espécie Gracilaria birdiae € freqlientemente encontrada sobre
substratos duros no litoral do Nordeste do Brasil, principalmente na zona do médiolitoral
e infralitoral. Sua estrutura vegetativa € caracterizada por um talo ereto de forma
cilindrica com 2,3 mm de didmetro, podendo alcancar até 46 cm de altura (PLASTINO

& OLIVEIRA, 2002).

4.1.2 Cultivo e Coleta do Material

As algas utilizadas nesse estudo foram cultivadas na praia de Rio do Fogo, litoral
do Rio Grande do Norte, entre as coordenadas 05°15'49" S e 35°23' 03" W. A coleta do
material foi realizada sob maré baixa e em pontos diversificados das comunidades algais,
para garantir variabilidade amostral. Apds essa selec@o, as amostras foram processadas,
embaladas e armazenadas para andlises no Departamento de Nutricdo e Saide da

Universidade Federal de Vigosa.

4.1.3 Preparo das Amostras

Para a obtencdo das algas em p0, foi realizado o processamento das mesmas na
unidade de beneficiamento local, seguindo o protocolo ja existente. Inicialmente, foi
realizado a desidratacdo da matéria prima. As algas foram expostas ao sol no periodo da
manhi com a finalidade de perder toda a umidade e no final da tarde foram transferidas
para as caixas d 4gua e ficaram imersas durante a noite. No dia seguinte, 0 mesmo
procedimento de secagem e imersdo em agua foi realizado. Este processo se repetiu por
3 dias, até que as algas assumissem uma coloracdo esbranquicada. A alga marinha bruta
seca foi triturada em moinho da marca Trigre® do tipo cilindro para moagem de
granulados. O inicio do processo incidiu em duas moagens consecutivas, sendo a primeira
importante para transformar a alga bruta seca em peletes menores e a segunda essencial

para que a amostra adquirisse a caracteristica de pd, com 120 mesh (BEZERRA, 2008).

Estudo do efeito funcional das algas Gracilaria birdiae in vivo



4.2 Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 32 ratos machos (Rattus novergicus, variedade albinus, classe
odentia), linhagem Wistar, recém-desmamados, com média de 21 a 23 dias de idade, com
peso corporal variando entre 50 a 60 g, provenientes do biotério da Universidade Federal
de Vigosa. Os animais foram mantidos em gaiolas individuais de aco inoxidavel, em

ambiente de temperatura (22 £+ 2 °C) e luz controladas, em ciclo claro-escuro de 12 h.

Os animais foram divididos em quatro grupos com seis animais cada, de forma
sistemdtica, de maneira que a diferenca entre os grupos fosse a minima possivel. A
composi¢ao das dietas foi baseada na AIN-93G, proposto por Reeves, Nielsen e Fahey
(1993).

Para o preparo das dietas testes foram acrescentadas algas G. birdiae em p6 na
quantidade suficiente para fornecer 50% e 100% do teor de fibras alimentares da dieta.
Na dieta proposta por Reeves et al (1993) a fonte de fibra alimentar para roedores € a
celulose (5g/100g de dieta), assim, esta foi substituida de forma parcial (50% da
recomendacao) e integral (100% da recomendacdo) por algas marinhas nos grupos teste,
afim de avaliar o efeito da mesma no organismo dos animais. Como o objetivo do estudo
também foi de avaliar o efeito do consumo de alga na qualidade protéica da dieta o
conteudo de proteina da dieta foi alterado para entre 9% e 10%.

Dessa maneira o estudo foi composto pelos seguintes grupos: controle (celulose);
alga em p6 50% de substituicdo (AP50) e alga em p6 100% de substituicao (AP100)
(TABELA 1). Durante 28 dias os animais tiveram acesso as dietas experimentais e dgua

deionizada ad libitum.



Tabela 1: Formulacdo das dietas experimentais (g/100g de dieta)

Dietas
Ingredientes Controle AP50 API00
Alga Gracilaria birdiae em pd! 0 6,5 13,1
Caseina 13,2 12,8 12,3
Maltodextrina 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10 10 10
Celulose 5 2,5 0
Oleo de Soja 7 6,9 6,8
Mix Mineral AIN93G 3,5 3,5 3,5
Mix Vitaminas AIN93G 1 1 1
L- Cistina 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25
Amido de Milho 46,55 43,05 39,55

Adaptacdo a dieta padrdo AIN-93G. AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por
alga; AP100 = Grupo com substituicdo 100% da fibra da dieta por alga. ! composi¢do quimica G. birdiae:
70,97% carboidratos, 38,26% fibras ( 22,14% solivel e 16,12% insolivel); 4,69% proteinas; 1,2% lipideos;

8,62% minerais

4.3 Coleta das Amostras

No 27° dia os animais foram submetidos a um jejum de 10 horas durante o periodo
noturno. No 28° dia, foi realizado a ultima pesagem dos animais e os mesmos foram
anestesiados com isoflurano. A eutandsia aconteceu por puncdo cardiaca para a coleta das

amostras sanguineas.

O conteido sanguineo coletado em tubo com gel e tubo heparinizado foi
centrifugado por 30 minutos a 3500 rpm para coleta do soro e plasma. O figado e tecido
adiposo visceral foram retirados, pesados e imediatamente congeladas sob nitrogénio
liquido. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a temperatura de -80°C até o

momento das analises.

Para as andlises histoldgicas foram coletados pequenos fragmentos do figado,
intestino delgado (por¢do proximal do duodeno) e intestino grosso (por¢ao distal do colén

e ceco). Os fragmentos foram coletados, lavados com tampdo fosfato salino (PBS),
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acondicionados em solucdo formalina 10% por um periodo de 48 horas, e preservados em

alcool 70% até o momento da analise.

O desenho experimental encontra -se ilustrado na figura 1.

Inicio do Experimento:
Ratos recém —desmamados
23 dias de idade (n=24)

| | |

i —
Dieta AP50% Dieta AP100%

(n=8) (n=8)

Fim do Experimento:
Ratos com 51 dias de idade

PESO DOS ANIMAIS SANGUE TECIDO ADIPOSO FIGADO DUODENO  COLON E CECO FEZES
CONSUMO ALIMENTAR VISCERAL
Histologia Histologia Peso Tecidual Acidos Graxos
Perfil de cidos graxos Peso tecidual Peso Tecidual Histologia Volateis
AST Perfil de dcidos graxos  Perfil de 4cidos graxos
ALT
Creatinina

Acido Urico
Fosfatase Alcalina
Glicose

Figura 1: Desenho experimental

No periodo experimental os animais foram pesados no 7°,14°, 21° e 28° dias,

havendo o controle semanal da ingestao alimentar. O consumo alimentar das dietas foram

mensurados semanalmente.

4.4 Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA)

Esse indice avalia a efici€éncia da dieta em promover o ganho de peso corporal, do
animal alimentado com uma dieta especifica, durante um periodo de teste. O CEA foi

calculado através da razdo do ganho de peso em gramas e o consumo da dieta.
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4.5 Morfofisiologia intestinal e hepdtica

Os fragmentos de figado, duodeno, colén e ceco que permaneceram em dlcool
70% foram submetidos a etapa de desidratacdo, sendo imersos posteriormente em dlcool
80%, 90%, 95% e por ultimo, em alcool absoluto, permanecendo 30 minutos em cada

solucdo alcodlica.

Para as etapas de pré infiltracao, infiltracao e inclusao em resina, foi utilizado o
Kit de resina pléstica Leica Historesin®.

ApOs a etapa de desidratacdo deu-se inicio a etapa de pré-infiltracdao, no qual os
tecidos foram imersos overnight em solucao de dlcool absoluto e resina glicolmetacrilato.
A infiltracdo aconteceu por imersdo dos tecidos em solug¢@o de resina pura por 2 horas
para inclusdo. A inclusdo dos 6rgaos foi realizada em resina na presenga do endurecedor
composto por derivado do dcido tiobarbitidrico. Os fragmentos incluidos em resina foram
acondicionados em formas especificas para emblocamento e acondicionados em estufa a
45°C até que adquirissem uma dureza que permitia o corte dos tecidos para montagem

das laminas.

Os fragmentos foram seccionados em 3 pum de espessura em micrétomo
automdtico com navalha de vidro. A sele¢do dos cortes para compor as laminas foi
realizado de forma salteada, garantindo uma andlise da extensdo do tecido. Assim, a cada
corte selecionado, os dez cortes posteriores eram descartados. Cada lamina foi composta
de 12 cortes do mesmo tecido. As seccdes obtidas foram coradas com azul de toluidina

para morfometria. A montagem das laminas foi realizada com Entellan (Merck®).

As laminas foram analisadas em fotomicroscopio digital da marca Leica®. Foram
escolhidos dez campos aleatérios para cada animal, dentro do material disponivel para

estudo.

4.5.1 Morfometria Hepdtica

Seccdes histologicas do figado de cada animal foram selecionadas aleatoriamente
para andlise. As imagens foram obtidas em fotomicroscopio com camera digital acoplada,
utilizando-se objetiva de 40x e resolu¢do de 1600x1200 pixels. Foram analisadas 80
imagens de cada grupo, sendo contabilizado pontos sobre nucleo, citoplasma, capilares

sinusdides e goticulas de gordura.
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A contagem dos pardmetros nos campos selecionados foi realizada com o auxilio do
Software Image Pro-Plus® versdo 4.5. Padronizamos a sobreposicdo de uma matriz
retangular (19 linhas e 14 colunas) nos campos fotografados de forma que totalizasse uma
contagem final de 266 pontos. Foram contabilizados apenas as estruturas presentes nos

pontos coincidentes as intersegdes. Os resultados foram expressos em percentual (%).

4.5.2 Morfometria Intestinal

Os fragmentos do duodeno proximal foram analisados através da objetiva de
aumento de 4X e resolucdo de 1600x1200 pixels. Foi mensurado as medidas referentes
ao tamanho das camadas musculares, submucosa e mucosa; cumprimento das vilosidades
intestinais, bem como didmetro da base e do dpice da vilosidade, e o cumprimento e

diametro das criptas.

Ja para a morfometria do col6on e ceco foi utilizado a objetiva de 10X no qual
também foi mensurado as camadas musculares, submucosa e mucosa, bem como o
cumprimento e didmetro das criptas.

Foram retiradas no minimo 80 medidas de cada pardmetro por grupo experimental.
Estas medidas foram feitas utilizando-se régua micrométrica acoplada a ocular de
microscopio de luz. Para andlise foi utilizado o programa Image Pr6 Plus®, versdao 4.5

calibrado.

4.6 Parametros bioquimicos

Todos os parametros bioquimicos foram aferidos por kits comerciais, seguindo
as instrugdes do fabricante.

Alanina Amino Transferase (ALT): A concentracdo de alanina amino transferase
(ALT) foi determinada no plasma dos animais pelo teste colorimétrico, utilizando-se kit

transferase ALT cinética.

Aspartato Amino Transferase (AST): A concentragdo de aspartato amino
transferase (AST) foi determinada no plasma dos animais pelo teste colorimétrico,

utilizando-se kit transferase AST cinética.
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Acido Urico: O teor de acido urico no soro foi realizado utilizando o teste

enzimatico colorimétrico de acido urico.
Creatinina: A creatinina foi dosada no soro utilizando o método cinético.

Glicose: A concentracdo de glicose foi dosada no soro animais através do método

glicose monorreagente.

4.7 Perfil Lipidico

4.7.1 Extracdo da fragdo lipidica

Para a extracao dos lipideos totais do plasma, figado e tecido adiposo foi utilizado
o método de FOLCH et al (1957). Foram homogeneizado na propor¢ao de 1:10 (p/v) 400
mg de tecido com solu¢@o de metanol e cloroférmio (1:2 v/v). Agitou-se em vortex por 3
minutos, e acrescentou-se 2,4 mL de metanol puro. O material foi centrifugado por 10
minutos a 3500 rpm para separagdo das fases. Em seguida o sobrenadante foi transferido
para um tubo previamente pesado e identificado. A esse sobrenadante foi adicionado
NaCl 0,73% e o mesmo foi homogeneizado por 1 minuto. A separacdo das fases foi
aguardada. Com o auxilio de uma pipeta de pasteur, por aspiragdo, a fase superior foi
desprezada e a fase inferior foi adicionada o reagente de FOLCH. A lavagem foi realizada
3 vezes. A fracgao lipidica foi obtida apds toda evaporagao do solvente em estufa a 40°C,
sendo tal valor determinado por gravimetria e utilizado para a preparagdo dos ésteres

metilicos de dcidos graxos, para posterior andlise cromatogréfica.

4.7.2 Esterificacdo da fracdo lipidica

As amostras anteriormente extraidas, foram esterificadas pelo método proposto
por HARTMAN e LAGO (1973). As fracdes lipidicas, foram adicionados solucdo
metandlica de NaOH 0,5 N e levado ao banho-maria a 80°C por 15 minutos. A partir
dessa etapa, foram adicionados o reagente de esterificacdo, solucao metandlica composta
por cloreto de amdnio e dcido sulfirico concentrado, sendo a mistura novamente colocada
em banho-maria por mais 15 min. Ap6s esfriar, foram adicionado as amostras NaCl 20%

e 0,5mL de hexano, sendo homogeneizado em vértex por 30 segundos. Apds essa etapa,
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adicionou-se mais 0,5mL de hexano sendo o sobrenadante recolhido e transferido para
um ependorff onde foi concentrado em nitrogénio liquido e mantido sobre congelamento

até o momento da cromatografia gasosa.

4.7.3 Condi¢coes da Cromatografia Gasosa para identificagcdo do perfil de

dcidos graxos

As anélises foram realizadas em cromatografo a gas modelo CG — 17 A Detector
de Chama (FID), marca SHIMADZU. Para registro e andlise dos cromatogramas, o
aparelho é acoplado a um microcomputador, utilizando-se o programa GC Solution. Os
compostos foram separados e identificados em uma coluna capilar Carbowax marca
SUPELCO®, (30 m x 0,25 mm). Para a separagdo cromatografica, 1 pL de amostra foi
injetado com auxilio de seringa de 10 uL. (Hamilton®) em sistema Split = 10. O gds
Nitrogénio foi utilizado como carreador. As temperaturas do injetor e do detector foram
controladas isotérmicas em 220°C e 240°C. A temperatura inicial da coluna foi de 140°C
(mantida por 5 minutos), aumentando em 4°C por minuto até atingir 240°C com parada

de 20 minutos. O Fluxo do gds de arraste na coluna foi de 1,0 mL/minuto.

A identificacdo dos compostos foi realizada através do tempo de retencdo do

padrdo correspondente.

4.8 Umidade Fecal e Andlise de Acidos Graxos de Cadeia Curta (AGCC)

4.8.1 Umidade Fecal

A umidade fecal foi determinada por gravimetria das amostras de fezes antes e
ap6s secagem em estufa a 105° C por 24 horas (AOAC, 2005). O resultado foi

expresso em percentual de umidade.

4.8.2 Extracdo de dcidos graxos voldteis

A extragdo dos 4cidos graxos de cadeia curta aconteceu de acordo com o método

proposto por Smircki — Tjardes, 2003) utilizando o 4cido metafosférico a 25% como
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solvente de extragdo. Foram pesados 500mg de residuos cecais e acrescentados 900uL de
dcido metafosférico 25%. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 2 minutos
e centrifugadas a 13500rpm por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4° C. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e transferido para um eppendorf. O contetido
foi filtrado em filtro com porosidade de 45um e diluido em dgua ultrapura na propor¢ao

de 1:1. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento das analises.

4.8.3 Condicoes da Cromatografia Liquida de Alto Desempenho para

identificacdo dos dcidos graxos de cadeia curta :acético, propionico e butirico

A andlise foi realizada em um Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC),
marca SHIMADZU®, Detector modelo SPD-20A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta
(UV) com comprimento de onda de 210nm. Para a andlise, foram injetadas 20uL da
amostra. Os compostos foram separados e identificados pela coluna EC nucleosil 100-5
C18, Macherey-Nagel® (250cm x 4.6mm), utilizando como fase mével dgua ultrapura e
Acido Orto Fosférico, grau HPLC na propor¢io de 99:1. A temperatura do forno foi de
30 °C com vazdo de fluxo: 0,6 mL. min~! . Aquisicdo de dados realizada pelo software

Lab Solutions, Shimadzu Corporation (2013).

4.9 Anadlise Estatistica

N

Os dados foram submetidos primeiramente a andlise de normalidade e
posteriormente a andlise de variancia - ANOVA (o= 5%) com 3 grupos e 8 repeticdes. A
comparagdo entre as médias foi realizada pelo teste de Turkey assumindo um erro de 5%.
Todas as andlises estatisticas foram conduzidas utilizando-se o software SPSS, versao

20.0, licenciado para a UFV. Os resultados sdo expressos em média e desvio padrao.

4.10 Aspectos Eticos
O estudo foi conduzido segundo as Normas Brasileiras de Experimentacdo Animal e
submetido ao Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vicosa

(n® do processo 24/2013). O presente ensaio foi executado durante as aulas praticas da

Disciplina Nutri¢do Experimental (NUT 327 — DNS/UFV).
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ARTIGO

CONSUMO DA ALGA GRACILARIA BIRDIAE BENEFICIA PARAMETROS
RELACIONADOS A SAUDE INTESTINAL E PERFIL LIPIDICO DE TECIDOS
DE ROEDORES EM CRESCIMENTO

RESUMO

A busca por alternativas fontes de fibras alimentares € crescente devido aos inumeros
beneficios relacionados a esse componente da dieta. Nesse sentido a Gracilaria birdiae
torna-se um objeto importante de pesquisa por ser fonte de polissacarideos pouco
digeriveis pelas enzimas do trato gastrointestinal. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito
do consumo da Gracilaria birdiae em parametros de crescimento, bioquimicos e de saude
intestinal de ratos wistar recém desmamados. Os animais foram divididos em 3 grupos
que receberam as seguintes dietas por 4 semanas: dieta controle; dieta com substituicdo
parcial da fibra da dieta por G. birdiae (AP50) e dieta com substitui¢cdo total da fibra da
dieta por G. birdiae (AP100). Os animais dos grupos testes apresentaram maior cConsumo
alimentar e mesmo ganho de peso em relacdo ao controle. O grupo AP100 apresentou
maior concentracio de dcidos graxos poli-insaturados no tecido adiposo e menor presenca
de 4cidos graxos com propriedades aterogénicas que o controle em todos os tecidos. Nao
houve diferenca na concentracdo total de dcidos graxos voldteis, mas a presenga da alga
influenciou na composi¢do destes, principalmente de acetato. A substitui¢do parcial da
fibra da dieta por algas foi suficiente para provocar aumento das camadas musculares no
duodeno, célon e ceco. Maior comprimento de mucosa e criptas foram observados no
ceco e colon dos grupos AP50 e AP100.Nao foram observados efeitos hepatotéxicos. Os
grupos testes apresentaram maior volume cecal e fezes mais imidas. Assim, o consumo
da alga G. birdiae parece influenciar positivamente a composi¢ao de dcidos graxos dos

tecidos e estd relacionada ainda a modulagdo benéfica na morfologia intestinal.

Palavras chave: Gracilaria birdiae; algas marinhas; fibras alimentares; acidos

graxos.
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ABSTRACT

CONSUMPTION OF G. BIRDIAE BENEFITS PARAMETERS RELATED TO
INTESTINAL HEALTH AND LIPID PROFILE OF RODENT'S GROWING
TISSUES

The search for alternative sources of dietary fiber is growing due to the numerous benefits
associated to this component of the diet. In this sense the Gracilaria birdiae becomes an
important object of research as source of polysaccharides little digestible by enzymes in
the gastrointestinal tract. The aim of the study was to evaluate the effect of consumption
of Gracilaria birdiae in growth parameters, biochemical and intestinal health weanling
Wistar mouse. The animals were divided into 3 groups which received the following diets
for 4 weeks: control diet; diet with partial replacement of dietary fiber by G. birdiae
(AP50) and diet with total replacement of dietary fiber by G. birdiae (AP100). The
animals of test groups showed higher food consumption and even weight gain compared
to control. The AP100 group had a higher concentration of polyunsaturated fatty acids in
the adipose tissue and presence lower of fatty acids with atherogenic properties than the
control in all tissues. There was no difference in the total concentration of volatile fatty
acids, but the presence of algae influenced the composition of these, especially
acetate. The partial replacement of the fiber diet by algae was sufficient to cause
increased muscle layers at the duodenum, colon and cecum. Larger length of mucosa and
crypt were observed in the cecum and colon of AP50 and AP100 groups. There were no
hepatotoxic effects. The test groups had higher cecal volume and wetter feces. Thus,
consumption of seaweed G. birdiae seems to positively influence the fatty acid
composition of tissues and is also related to the beneficial modulation of the intestinal

morphology.

Key —words: Gracilaria birdiae; seaweeds; fiber; fatty acids
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1. INTRODUCAO

A influéncia positiva das fibras alimentares na modulacio dos determinantes da sadde
intestinal estd cada vez mais consolidada (YASMIN et al, 2015). Embora ja esteja
comprovado a importancia dos alimentos fontes de fibra como constituinte da dieta na
prevencdo e tratamento de doencas como dislipidemias, diabetes tipo 2 e obesidade, o
consumo inadequado de fibras ainda é realidade no Brasil (IBGE, 2010) e em paises

desenvolvidos como os Estados Unidos (KING et al, 2012).

Nesse contexto, investigar alimentos alternativos ou ingredientes alimentares fontes
de fibras torna-se uma estratégia interessante para melhorar a oferta desse nutriente,

aumentando suas possibilidades de consumo.

Diante desse cendrio, as macroalgas marinhas ganham destaque, visto que sdo
crescente os estudos que investigam e comprovam o efeito funcional das mesmas,
atribuindo seus beneficios principalmente ao conteido de fibras alimentares e seus
componentes bioativos (MOHAMED, HASHIM, RAHAMAN, 2012; BOCANEGRA et
al, 2009). A heterogeneidade dos organismos vegetais encontrados no grupo das algas é
grande, sendo que as trés principais divisdes de macroalgas compreendem as algas
vermelhas (divisdao Rhodophyta), as algas pardas (divisao Phaeophyta) e as algas verdes

(divisio Chlorophyta) (RORRER & CHENEY, 2004).

Um dos componentes mais explorados nas algas marinhas sdo os hidrocoldides que
se constituem por biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular. Das algas vermelhas,
em especial as do género Gracilaria, sdo extraidos polissacarideos sulfatados como o
agar, componente que chega a representar mais de 70% da biomassa algal, sendo formado
por fracdoes de agarose e agaropectina e que tém importante valor comercial,
principalmente pela utilizacdo como agente espessante e geleificante na industria de

alimentos (MOTA, 2011).

O género Gracilaria spp. ¢ um dos maiores géneros de macroalgas cultivdveis no
mundo devido ao seu alto rendimento para fins comerciais (FAO, 2014, SOUZA et al,
2012). A espécie Gracilaria birdiae tem um cultivo relevante na costa do Brasil,
significando matéria prima de importancia politica, social e econdmica (BEZERRA et al,
2010). Quanto ao consumo e visdo da Gracilaria birdiae para fins alimenticios, nota-se
que essa pratica € marginal, sendo comum apenas, em pequenas comunidades

maricultoras (BEZERRA, 2008).
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Apesar de ndo haver estudos sobre o consumo da Gracilaria birdiae e seu impacto na
satide, sdo encontrados pesquisas com seu principal componente - o agar. Um estudo
conduzido com mulheres japonesas durante 12 semanas que consumiam um produto a
base de dgar 15 minutos antes da refei¢do principal, demonstrou que o 4dgar auxiliou na
perda de peso, diminuicdo significante da gordura corporal e dos niveis séricos de
colesterol total (MAEDA et al, 2005). Em animais, Chan e colaboradores (2014)
demonstraram que o consumo da alga Gracilaria changii auxiliou no controle de peso e
reducdo do niveis de colesterol sérico em ratos alimentados com dietas hiperlipidicas,

atribuindo esse efeito a qualidade da fibra presente nessa alga (CHAN et al, 2014).

Embora muitas pesquisas demonstrem o efeito biologico dos componentes isolados
presentes nas algas marinhas do género Gracilaria (FIDELIS et al, 2014; SILVA et al,
2012; ALMEIDA et al, 2011), poucos estudos avaliam o consumo integral da alga bem
como elucidam o seu impacto no metabolismo bioldgico e 0s possiveis mecanismos

envolvidos (BU, KWON, SUNG, 2014).

Assim, considerando que a presenca de macroalgas marinhas na alimentagdo ja esteja
consolidada em paises orientais como China e Japdo, e que tal pratica na cultura ocidental
¢ crescente e promissora (AMBROSOVA et al, 2014), avaliar o consumo integral bem
como o efeito funcional das algas em organismo in vivo, contribui de forma sistematica
para um estimulo ao cultivo e consumo de tal matéria prima. Nesse contexto o objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito da substituicdo total e parcial da fibra da dieta por
macroalga Gracilaria birdiae nos parametros de crescimento, bioquimicos e de saide

intestinal de ratos wistar recém desmamados.

2 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos descritos foram conduzidos segundo as Normas Brasileiras
de Experimentacio Animal e submetido e aprovado 2 Comissdo de Etica para o Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vicosa com N° protocolo 24/2013.

As algas utilizadas nesse estudo foram cultivadas na praia de Rio do Fogo, litoral do
Rio Grande do Norte, entre as coordenadas 05°15' 49" S e 35°23' 03" W. A coleta do
material foi realizada sob maré baixa e em pontos diversificados. Apds a selecdo, as
amostras foram lavadas, desidratadas, embaladas e armazenadas para andlises no

Departamento de Nutri¢do e Saude da Universidade Federal de Vigosa.
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2.1 Desenho experimental e dieta dos animais

Vinte e quatro ratos machos Wistar recém desmamados, com 21 dias de idade, foram
alocados em gaiolas individuais e mantidos em ambiente de temperatura (22 +2 °C) e luz
controladas, em ciclo claro-escuro de 12 h. Todos os ratos receberam racdo comercial e
agua ad libitum por um periodo de 3 dias para adaptacdo. Apds este periodo os animais
foram pesados e divididos em trés grupos com oito animais cada, de forma sistemadtica,

de maneira que a diferenca de peso entre os grupos fosse a minima possivel.

A composi¢do das dietas foi baseada na AIN-93G, proposto por Reeves, Nielsen e
Fahey (1993). A partir da composicdo da dieta determinamos os grupos do estudo: O
grupo controle representa a dieta padrdo (5% de celulose); o grupo teste AP50 (2,5%
celulose + 2,5% de Gracilaria birdiae) consiste na substituicao parcial (50%) da fibra da
dieta (celulose) por alga marinha; e o grupo teste AP100 (5% de Gracilaria birdiae)

possui a macroalga em substituicao total (100%) a celulose.

O ingredientes que compde a dieta estdo listados na tabela 1. Durante 28 dias de
experimento os animais tiveram acesso as dietas experimentais e dgua deionizada ad

libitum. A ingestdo alimentar e o peso dos animais foram mensurados semanalmente.

Tabela 1: Formulacdo das dietas experimentais (g/100g de dieta)

Dietas
Ingredientes Controle AP50 AP100
Alga Gracilaria birdiae em p6! 0 6,5 13,1
Caseina 13,2 12,8 12,3
Maltodextrina 13,2 13,2 13,2
Sacarose 10 10 10
Celulose 5 2,5 0
Oleo de Soja 7 6,9 6,8
Mix Mineral AIN93G 3,5 3,5 3,5
Mix Vitaminas AIN93G 1 1 1
L- Cistina 0,3 0,3 0,3
Bitartarato de Colina 0,25 0,25 0,25
Amido de Milho 46,55 43,05 39,55

Adaptacdo a dieta padrdao AIN-93G. AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por alga;
AP100 = Grupo com substitui¢ao 100% da fibra da dieta por alga. ! composi¢do quimica G. birdiae: 70,97%
carboidratos, 38,26% fibras ( 22,14% solivel e 16,12% insolivel); 4,69% proteinas; 1,2% lipideos; 8,62%

minerais.

2.2 Coleta das Amostras
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No 28° dia de experimento, foi realizado a dltima pesagem dos animais e os
mesmos foram anestesiados com Isoflurano®. A eutandsia aconteceu por pungao cardiaca
para a coleta das amostras sanguineas. O contetido sanguineo coletado em tubo com gel
e tubo heparinizado foi centrifugado por 30 minutos a 3500 rpm para coleta do soro e
plasma. O figado, tecido adiposo visceral e ceco foram retirados, pesados e imediatamente
congeladas sob nitrogénio liquido. O contetdo cecal foi retirado para determinacdo da
umidade e 4cidos graxos voldteis. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a

temperatura de -80°C até o momento das andlises.

Para as andlises histoldgicas foram coletados pequenos fragmentos do figado,
intestino delgado (por¢do proximal do duodeno) e intestino grosso (por¢do distal do colén
e ceco). Os fragmentos foram coletados, lavados com tampao fosfato salino (PBS),
acondicionados em solucao formalina 10% por um periodo de 48 horas, e preservados em

alcool 70% até o momento da anéalise.

2.3 Andlise do Perfil de Acidos Graxos

A extracdo de lipideos do figado, tecido adiposo visceral e plasma foi realizada
segundo a técnica proposta por FOLCH et al (1957) e a esterificagdo dos acidos graxos
seguiu o protocolo descrito por Hartman & Lago (1973). A identificagcdo e quantificacao
dos ésteres de acidos graxos foram obtidas por meio de andlises em cromatégrafo gasoso
CG - 17 SHIMADZU® de alta resolucao, acoplado com detector de ioniza¢do de chama.
A separacdo ocorreu em coluna capilar Carbowax marca SUPELCO®, (30 m x 0,25 mm)
As amostras de ésteres metilicos (1,0 uL) foram introduzidas em um injetor tipo split =
10 a 230°C, utilizando como gés de arraste o nitrogénio. As temperaturas iniciais e finais
da coluna foram, respectivamente, de 140 e 240 °C, com uma rampa intermedidria de
4°C/min. A temperatura do detector foi mantida em 240°C. Os cromatogramas foram
registrados em software préprio.

Os 4cidos graxos foram identificados por meio da comparacao dos tempos de retencao
dos ésteres metilicos das amostras com os padrdes de ésteres metilicos injetados sob as

mesmas condi¢gdes. Os resultados dos acidos graxos foram expressos em percentual de

area (%).
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2.4 Umidade Fecal e Acidos Graxos Voldteis

A umidade fecal foi determinada por gravimetria das amostras de fezes antes e
ap6s secagem em estufa a 105° C por 24 horas (AOAC, 2005). O resultado foi

expresso em percentual de umidade.

Ja os 4cidos graxos voldteis presentes no contetido cecal foram extraidos
utilizando a metodologia proposta por Smircki — Tjardes (2003) com é&cido
metafosforico a 25%. A andlise e identificacio dos AGV foi realizada em um
Cromatégrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca SHIMADZU®, Detector
modelo SPD-20A VP acoplado ao Detector Ultra Violéta (UV) com comprimento de
onda de 210nm. Para a andlise, foram injetadas 20uL da amostra. Os compostos
foram separados e identificados pela coluna EC nucleosil 100-5 C18, Macherey-
Nagel® (250cm x 4.6mm), utilizando como fase mével dgua ultrapura e Acido Meta
Fosférico, grau HPLC na proporcao de 99:1. A temperatura do forno foi de 30 °C com
vazio de fluxo: 0,6 mL. min~' . Aquisi¢do de dados foi realizada pelo software Lab
Solutions, Shimadzu Corporation (2013) e os resultados foram expressos em mmol/g

fezes.

2.5 Andlises Bioquimicas

Foram investigados no soro dos animais os niveis de glicose, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, creatinina e 4cido drico.
Todas as andlises foram realizadas utilizando kits comerciais Bioclin Quibasa® seguindo
as informacOes do fabricante em aparelho Cobas Mira Plus®. Os resultados foram
expressos em mg/dL para glicose, creatinina e acido turico e em U/L para atividade

enzimatica e funcional do figado (fosfatase alcalina, ALT e AST).

2.6 Andlises Histologicas

Para as anélises histoldgicas, fragmentos do figado, duodeno, colon e ceco foram
fixados em solucdao de formalina a 10% por 48 horas em temperatura ambiente. Apds
fixacdo foram desidratados sob gradiente crescente de etanol e incluidos em resina a base
de hidroximetilmetacrilato (Hisloresin® Leica). Doze sec¢Oes transversais de cada
tecido/ animal foram obtidas em micr6tomo rotativo com navalhas de vidro e coradas
com Azul de Toluidina para morfometria. A montagem das ldminas foi realizada com

Entellan (Merck®).
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2.6.1 Morfometria Hepdtica

Secg¢des histologicas do figado de cada animal foram selecionadas aleatoriamente
para andlise. As imagens foram obtidas em fotomicroscépio com camera digital acoplada,
utilizando-se objetiva de 40x e resolucdo de 1600x1200 pixels. Foram analisadas 80
imagens de cada grupo, sendo contabilizado pontos sobre nucleo, citoplasma, capilares

sinus6ides e goticulas de gordura.

A contagem dos parametros nos campos selecionados foi realizada com o auxilio do
Software Image Pro-Plus® versdo 4.5. Padronizamos a sobreposicdo de uma matriz
retangular (19 linhas e 14 colunas) nos campos fotografados de forma que totalizasse uma
contagem final de 266 pontos. Foram contabilizados apenas as estruturas presentes nos

pontos coincidentes as intersecdes. Os resultados foram expressos em percentual (%).

2.6.2 Morfometria Intestinal

Os fragmentos do duodeno proximal foram analisados através da objetiva de
aumento de 4X e resolucdo de 1600x1200 pixels. Foi mensurado as medidas referentes
ao tamanho das camadas musculares, submucosa e mucosa; cumprimento das vilosidades
intestinais, bem como didmetro da base e do dpice da vilosidade, € o cumprimento e

diametro das criptas.

Ja para a morfometria do colén e ceco foi utilizado a objetiva de 10X no qual foi
também mensurado as camadas musculares, submucosa € mucosa, bem como o

cumprimento e diametro das criptas.

Foram retiradas no minimo 80 medidas de cada parametro por grupo experimental.
Estas medidas foram feitas utilizando-se régua micrométrica acoplada a ocular de
microscopio de luz. Para andlise foi utilizado o programa Image Pré Plus®, versdo 4.5

calibrado.

2.7 Andlises Estatisticas
As andlises foram submetidas ao teste de normalidade e posteriormente a anélise de
variancia (ANOVA). Quando significante realizou-se o teste de comparagao entre medias
de Turkey. Foi adotado 0=5%. A anélise estatistica e representagdo dos dados aconteceu

com o auxilio do software SPSS® versao 20.0.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeito da dieta no ganho de peso, consumo alimentar e peso tecidual

dos animais

Durante as 4 semanas de experimento, 0s animais ndo apresentaram
anormalidades quanto a satude ou sinais patologicos. Nao foi verificado presenca de
episddios de diarreia ou qualquer disfungdo do trato gastrointestinal que poderia

influenciar no consumo alimentar e consequentemente ganho de peso dos animais.

Os resultados referente a densidade caldrica das dietas, consumo alimentar,
ganho de peso, coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) e peso tecidual dos
animais podem ser visualizados na tabela 2. As dietas experimentais foram
i1socaldricas conforme o planejado, € os animais apresentaram o mesmo peso inicial,

nao sendo assim, varidveis de influéncia.

Tabela 2: Ganho de Peso, Consumo alimentar, coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA),
densidade caldrica das dietas e peso dos 6rgaos dos grupos controle, AP50 e AP100

Parametros Controle AP50 AP100

Peso Inicial (g) 58,12 49,7 58,37 8,6 58,12 84
Peso Final (g) 176,71 £21,5 172,25 £21,8 164,42 £17,2
Ganho de Peso (g) 116,50 £ 17,9 113,80 £24,6 99,63 25,1
Consumo alimentar (g/dia) 11,49 £12° 13,45 £1,4¢* 13,97 0,95
Consumo alimentar total (g) 321,69+34,1° 376,52 +40,6 @ 391,21 £26,7 @
CEA 0,36 £0,07 @ 0,29 £0,05° 0,26 £0,05°
Densidade Calérica (kcal/g) 39 3,8 3,8
Peso dos 6rgaos (g/100g de PC)

Tecido adiposo visceral (g) 4,50 +0,30 4,77 +0,36 4,52 +0,27

Figado (g) 4,14 £0,79 3,63 0,80 2,98 +1,47
AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com substituicdo 100% da
fibra da dieta por alga.

PC= peso corporal. Valores demonstrados em média + desvio padrdo (n=8./grupo). Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenga estatistica (p<0,05)

Ao se avaliar o consumo alimentar e o ganho de peso, notamos que embora
os grupos testes tenham apresentado maior consumo alimentar em relacdo ao
controle (p <0,05), ndo houve diferenca entre o ganho de peso para todos os grupos
(p >0,05). Na quarta semana de experimento, houve uma diminuicdo do consumo
alimentar pelos grupos testes (Figura 1), entretanto o mesmo nao foi suficiente para

gerar diferenca significante da ingestao.
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Figura 1: Ingestao alimentar e ganho de peso semanal de ratos alimentados
com dieta controle; dieta com 50% de substituicdo de fibra da dieta por algas
(AP50) e dieta com 100% de substituicio de fibra da dieta por algas (AP100).

Nessa perspectiva, o Coeficiente de Eficiéncia Alimentar (CEA) do grupo
controle foi maior em relacdo aos grupos testes, o que demonstra que a presenca
das algas na dieta dos roedores interferiu na capacidade da mesma em promover
ganho de peso.

Ao avaliarmos o peso dos 6rgaos, tanto o tecido adiposo visceral quanto o

figado, ndo encontramos diferencgas significantes.

4.2 Influéncia da dieta no perfil de dcidos graxos do tecido adiposo,
hepdtico e plasma

As alteragdes no perfil lipidico tecidual dos animais pode ser visualizado na
tabela 3. E vilido salientar que na anélise dos dados acerca do perfil de dcidos
graxos foi verificado semelhanca entre as triplicatas e repeti¢des, ratificando a

obtenc¢do de um padrdo acerca do perfil lipidico pertinentes a cada tecido.
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Tabela 3: Concentracio (%) de acidos graxos do tecido adiposo, figado
e plasma de animais alimentados com dietas controle, AP50 e AP100

Acidos Graxos (%) Controle AP50 AP100
(a)Tecido Adiposo

C12:0 0,2 0,1 0,2 0,1 0,2 £0,0
C 140 1,56 % +0,3 1,71 % 0,1 1,47° +0,1
C 16:0 24,67 £5,0 21,49° 19 1942° 1,7
C16:1 6,6 £1,5 5,6 £0,8 5,5 £1,0
C 18:0 1,832 +0,5 2,05% 0,2 1,45° 0,4
C 18:1 n9 37,27° +7.4 4412* #23  39,12° +22
C 18:2n6 26,71° 5.3 24,00¢ £2,0 31,50* £2,6
C 18:3n6 1,11%% +0.3 0,86° +0,2 1,31% £0,4
Saturado 28,27 % +1,7 2546° £27 2255°¢ +2.4
Monoinsaturado 439° +20 49732 £2.1 4463° 23
Poliinsaturado 27,83° +1.7 24,80° £28 3282 +37
(b)Figado

C 14:0 0,42 +0,1 0,47 +0,1 0,34 +0,1
C 16:0 23,74 1,0 22,97 #1,1 24,24 +2.6
C16:1 1,54% £0,3 1,27 % 0,2 0,83° +0,2
C 18:0 11,79° 0,7 1229° +2.1  16,46* +22
C 18:1 n9 21,61% 2.2 19,22% 22 17,55° +1,6
C 18:2n6 26,45 +1,8 26,70 £3,1 26,09 +1,8
C18:3n6 0,76 ® +0,0 0,67° +0,1 0,22 % £0,1
C 20:4n6 13,68 +1,9 16,44 +23 14,29 +29
Saturado 35,88 +1,1 35,73 £33 40,49* 5,5
Monoinsaturado 233 £34 2047% 27 18,14° +2.5
Poliinsaturado 40,8 +4,2 43,8 +2.4 41,36 +4.9
(c)Plasma

C 14:0 3,33° +1,9 3,45 40,8 5,69 £3.8
C 16:0 40,34 +6,4 45,89 +2.6 38,65 £7.9
C 18:0 2521° £2.7 26,22* 1,8 28,770* £1,7
C 18:1n9 13,64 +1,1 15,56 +4.9 14,70 +5,9
C 183 2,53°% +1.4 3,55 #1,2 8,67 4,0
C 20:4 n6 14,98% +6,8 5,344 436 3,58° +4,0
Saturado 68,86 +10,0 75,54 +4.4 73,03 £94
Monoinsaturado 13,64 +1,1 15,56 +4.9 14,70 +5,9
Poliinsaturado 17,50 +6.,8 889° +43 1227% 465
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AP50 = Grupo com substitui¢do 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com
substitui¢cdo 100% da fibra da dieta por alga. Valores demonstrados em média +
desvio padrdo (n=8./grupo). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
estatistica (p<0,05).

Tecido Adiposo

No perfil de dcidos graxos do tecido adiposo, observamos que os 4cidos graxos
saturados estiveram em maior concentracao no grupo controle quando comparado

aos grupos testes, sendo essa relacdo influenciada pelo teor de alga consumida.

Quando observamos o 4cido graxo predominante no grupo de saturados, temos
que o dcido palmitico (C16:0) é o principal, uma vez que detectamos que 0 mesmo
representa 24,7% dos lipideos do tecido adiposo no grupo controle sendo essa
concentragdo maior (p< 0,05) que nos grupos testes AP50 e AP100. Nao houve

diferenca entre a concentracdo de acido palmitico entre os grupos testes.

No somatério de éacidos graxos poli-insaturados s6 foi possivel verificar
alterac@o no grupo teste AP100, em especial para o dcido graxo linoleico (C18:2
n6), uma vez que este foi encontrado em maior concentragdo nesse grupo,

representando quase 32% do total de dcidos graxos do tecido adiposo visceral.

No que se refere ao somatério dos dcidos monoinsaturados notamos que o
grupo com substituicdo parcial de algas marinhas — AP50 foi o grupo que
apresentou maior concentracao (p<0,05) desses acidos graxos, principalmente do
acido oleico (18:1 n9). Nao houve diferenca entre o somatodrio de acidos graxos
monoinstaurados e de 4cido oleico entre o grupo controle e o grupo AP100

(p>0,05).

Figado

Ao avaliarmos o perfil de 4cidos graxos do figado, notamos que os achados
foram diferentes em relacdo ao tecido adiposo, uma vez que o grupo teste AP100
apresentou maiores teores de dcido graxo saturado (p<0,05), enquanto os grupos
controle e AP50 ndo apresentaram diferenga para esse parametro. Ao observarmos
o lipideo majoritario dentre os saturados, temos que o 4cido estedrico (C18:0) é o
principal representante, sendo sua concentracdo maior no grupo com 100% de

substituicdo de fibra da dieta por algas (p<0,05).
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Os grupos controle e AP50 apresentaram maiores teores de monoinsaturados,
em especial para o 4cido oleico (C18:1 n9) e também palmitoléico (C16:1),

entretanto a concentracdo deste ultimo € pequena (menor que 2% da amostra).

Nao houve diferenca na concentracdo de &4cidos graxos poli-insaturados

(p>0,05).

Plasma

O 4cido graxo saturado predominante no plasma de todos os grupos foi o dcido
palmitico (C16:0). Houve diferenca na concentracdo de 4cido estedrico (C18:0)
com maior concentracdo destes no grupo teste; e dcido miristico(14:0) que, embora
estivesse em menor concentragdo em relagdo aos demais dcidos graxos saturados,
foi constatado em maior propor¢ao no grupo teste AP100 (p<0,05).

Nao detectamos diferencas estatisticas entre os tratamentos ao avaliarmos o
somatorio de acidos graxos saturados e monoinsaturados (p>0,05). J4 os poli-

insaturados estiveram em maior concentra¢do no grupo teste AP100 (p<0,05).

E vilido destacar que o 4cido poli-insaturado encontrado em maior quantidade
no grupo teste AP100 foi o 4cido y —linolénico (C18:3 n6), enquanto o &4cido
araquidonico (C20:4) por sua vez, esteve em maior concentracao no grupos controle

e AP50.

3.3 Influéncia da dieta no teor umidade e nitrogénio fecal, peso do ceco e dcidos graxos

voldteis

Ao avaliar o efeito do consumo das algas nos parametros de fezes e ceco, notamos

que o grupo AP100 apresentou ceco vai volumoso em relacdo ao grupo demais grupos

(0<0,05). Para umidade fecal, notamos que a substituicdo parcial das fibras da dieta por

alga j4 foi suficiente para aumentar a umidade fecal, apresentando os grupos testes fezes

mais imidas que o grupo controle (p<0,05).

34



Tabela 4: Umidade fecal, Nitrogénio fecal, peso do ceco e dcidos graxos volateis
do conteudo cecal de animais alimentados com dietas controle, AP50, AP100

Parametros Controle AP50 AP100
Umidade Fecal (%) 10,16 £39% 2530762 31,60 6,2 2
Nitrogénio Fecal (g) 0,63 +£0,15> 0,40 £0,24 ® 0,90 +0,37 2
Peso do ceco (g) 2,34 +£0,5° 2,42 +0,8 b 3,45 40,92
Acido Graxo Volatil

ACEtico (umol/g fezes ceco) 60,67 £5,6 @ 389549,1°b 474 +18,9 b
Propi@nico (umol/g fezes ceco) 85,17 £18,8 82,19 17,7 94,89 £25,3
Butirico (umol/g fezes ceco) nd nd nd

Razio ac acetato:propidnico 0,72 0,3 0,50 +0,1 0,53 +0,3
Somatorio (umol/g fezes ceco) 149,47 +17.9 112,56 +£19,85 143,49 +32,60

AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com
substituicdo 100% da fibra da dieta por alga. nd = ndo detectado. Valores demonstrados em
média + desvio padrdo (n=8./grupo). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p<0,05).

Detectamos maior excre¢do de nitrogénio nas fezes do grupo teste AP100,
enquanto para os demais grupos esse parametro nao diferiu. Acerca do perfil de dcidos
graxos volateis, nota-se que sO foi encontrado diferenga significante no teor de 4cido
acético, sendo maior concentragdo encontrada nos grupos controle e AP100 (p>0,05) e
menor concentragdo encontrada no grupo AP50. Quando avaliamos a razdo molar entre
acido acético e acido propidnico nao encontramos diferenca entre os grupos. O acido
butirico ndo foi detectado em nenhum dos grupos. Embora nao tenhamos encontrado
diferencas significantes entre os grupos quanto a quantidade total de 4cidos graxos
volateis € valido relatar que durante o procedimento analitico, as amostras referente ao
grupo AP100 foram as que demonstraram maior producdo de gds levando a intercorréncia

nas andlises como grande formacdo de bolhas no homogenato e extravasamento da

amostra no recipiente de andlise (eppendorf).

3.4 Perfil Bioquimico

Em todos os pardmetros mensurados no soro dos animais, ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05). E vilido salientar que para verificar a influéncia e a possivel
toxicidade do consumo de algas foi investigado os niveis de creatinina, dcido drico e as
enzimas hepdticas ALT e AST. Encontramos também que o consumo de algas na
substituicdo parcial e total, ndo diferenciou os niveis de glicose em jejum em relacdo ao

controle.
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Tabela 5: Perfil Bioquimico de animais alimentados com dietas controle, AP50, AP100

Parametro Controle APS0 AP100
Glicemia jejum (mg/dL) 192,38 £54,9 215,63 £55,1 207,57 £35,9
Creatinina (mg/dL) 0,48 +£0,05 0,50 +£0,08 0,42 +0,05
Acido Urico (mg/dL) 1,61 +0,95 1,29+0,56 1,58 +0,58
Fosfatase Alcalina (U/L) 195,88 +60,6 208,8 63,95 206,43 42,7

Aspartato Aminotransferase (AST) (U/L) 102,50 £19,50 116,88 £29.9 103,86 +34.,95

Alanina Aminotransferase (ALT) (U/L) 17,75 £3,37 18,63 +7.25 17,57 3,65

AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com substituicdo
100% da fibra da dieta por alga. Valores demonstrados em média + desvio padrdo (n=8./grupo). Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).

3.5 Influéncia da dieta na morfometria intestinal

As medidas obtidas para cada um dos segmentos do intestino mensurados podem

ser visualizadas na tabela 6. As imagens referentes a essa mudanga estio na figura 2.

Tabela 6: Histomorfometria intestinal de ratos alimentados com dieta controle,

AP50 e AP100
Parametro (um) Controle AP50 AP100
DUODENO
Camadas
Musculares 100,89 * +10,74 113,31 *+5,38 102,46 % +4.,42
Submucosa 37,51 2,97 37,87 4,67 38,79 + 3,29
Mucosa 712,07 £63,6 728,37 £45,29 666,73 £60,2
Vilosidade
Comprimento 488,04 £30,81 603,47 £23,26 483,23 41,85
Diametro basal 85,04 +11,74 87,49 £8,99 94,82 +14,29
Diametro apical 59,94 £7,11 57,51 £5,02 58,73 +4,61
Cripta
Comprimento 111,43 12,27 109,00 +13,32 114,74 +11,44
Diimetro 29,01 £3,49 28,28 +4,56 29,87 3,69

AP50 = Grupo com substitui¢do 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com
substituicdo 100% da fibra da dieta por alga. Valores demonstrados em média £
desvio padrdo (n=8./grupo). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
estatistica (p<0,05).
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Tabela 6(continuacao): Histomorfometria intestinal de ratos alimentados com
dieta controle, AP50 e AP100

Parametro (um) Controle AP50 AP100
COLON
Camadas
Musculares 101,63 b +19,7 135,82 +24,7 135,72 +16,5
Submucosa 26,8 £3.,55 25,7 £2,95 29,87 +4,29
Mucosa 214,06 ° £22.41 259,06 * £14,9  239,15?* £19,3
Cripta
Comprimento 127,93°% +13,51 161,66 2£10,54 143,84 2 +23,52
Diimetro 24,18 +2,61 24,06 +2.,84 2391 +1,92
CECO
Camadas
Musculares 109,37 © £23,2 135,73° 259 165,81 * 15,8
Submucosa 40,13 £9,03 33,60 7,47 43,84 +13,68
Mucosa 134,67° 17,8 135,28 % 14,4 162,48 @ £19,5
Cripta
Comprimento 110,92t +16,5 120,20 b +14,9 135,172+ 15,3
Diametro 31,64% +3,72 34,72 2> +4 81 36,48 +3,11

AP50 = Grupo com substituicdo 50% da fibra da dieta por alga; AP100 = Grupo com
substitui¢cdo 100% da fibra da dieta por alga. Valores demonstrados em média + desvio

padrao (n=8./grupo). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica
(p<0,05).

Foi verificado diferenga nas camadas musculares em todos os seguimentos
intestinais avaliados (p<0,05). No c6lon e ceco os grupos testes apresentaram camadas
musculares mais espessas em relagao ao controle, sendo que no ceco a substituicao total
da fibra da dieta por algas exerceu maior influéncia a esse parametro que a substituicao
parcial (p<0,05).

A camada referente a submucosa ndo apresentou diferenca entre os grupos, bem
como a altura e tamanho das vilosidades intestinais presentes na por¢ao do duodeno
proximal (p>0,05).

O consumo de algas resultou em uma maior mucosa intestinal das por¢des do
cOlon e ceco, sendo que no ceco somente o grupo AP100 apresentou diferenca em relagdo

ao controle (p<0,05).

A morfometria revelou que criptas de Lieberkiihn apresentaram diferenca no
c6lon e ceco, no qual observamos criptas mais profundas nos grupos testes em relacao ao
controle. Ja no ceco, para o grupo AP100, observamos que além de mais profundas,

apresentaram maior drea em relacdo ao grupo controle.
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Controle APS0 AP100

Duodeno

Colon

Figura 2: Histomorfologia do duodeno, célon e ceco de ratos alimentados com
dieta controle; dieta com 50% de substituicio de fibra da dieta por algas (AP50) e
dieta com 100% de substituicdo de fibra da dieta por algas (AP100).

3.6 Influéncia da dieta na morfometria hepdtica

Nao foram encontrados diferencas entre os grupos quanto ao nimero de
hepatdcitos na drea analisada (p>0,05). Ao avaliarmos a capilaridade do tecido, notamos
que o figado dos grupos testes apresentaram maior nimero de vasos. Quanto a presencga
de goticulas de gordura no tecido, notou-se maior presenga destas no grupo controle em

relacdo aos grupos testes (p<0,05). A histologia do figado pode ser visualizado na figura
3.

Tabela 7: Efeito do consumo de algas Gracilaria birdiae na

histomorfometria hepdtica de ratos wistar

Parametros (%) Controle AP50 AP100
Nucleo 10,79 £0,89 9,96 £1,79 12,15 #1,11
Citoplasma 64,05 +6,84 56,53 +6,68 56,62 +4,71

Capilares Sinuséides 16,98 °+4,10 26,51 2 +3,87 27,77 25,14
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Células de Gordura 8,48 *+2,24 7,002 +0,91 3,47 % +0,24

CONTROLE

AP50 AP100

Figura 3: Histomorfologia do figado de ratos alimentados com dieta controle; dieta
com 50% de substituicdo de fibra da dieta por algas (AP50) e dieta com 100% de
substitui¢do de fibra da dieta por algas (AP100).

4 DISCUSSAO

As dietas experimentais revelaram que os animais dos grupos testes apresentaram um
maior consumo alimentar em relacio ao grupo controle, entretanto quando foi avaliado o
ganho de peso, este ndo diferiu, influenciando nos valores de CEA encontrados. Como
todas as dietas apresentaram o mesmo percentual de fibra, podemos inferir que o fator

que influenciou a diferenca nesses parametros foi a qualidade da fibra alimentar presente.

A celulose, fonte de fibra do grupo controle, € uma fibra alimentar insoldvel, pouco
fermentada pela microbiota intestinal, formada por ligacdes glicosidicas B (1-4) (COSTA,
MARTINO, 2008). J4 o polissacarideo presente majoritariamente na alga G. birdiae, é o
dgar, um complexo carboidrato solivel formado pela fracdo de polissacarideos neutros
(agarose) com agdo geleificante e polissacarideos dcidos sulfatados (agaropectina), sendo
esse, substrato fermentavel (O’SULLIVAN et al, 2010). Assim tinhamos que o grupo
controle era composto principalmente por fibras insoluveis; grupo AP50 com um balago

entre fibras insoldveis e soliveis e o grupo AP100 composto principalmente por fonte de
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fibra solivel. Como o efeito fisioldgico das fibras alimentares sdo influenciados por
fatores como solubilidade e viscosidade, observamos que as fibras presentes nas algas por
serem soliveis em dgua, € mais viscosas que a celulose, podem ter promovido menor
contato do substrato digerivel ao longo do trato gastrointestinal resultando em menor
digestao e absorcdo de nutrientes (BROCKMAN, CHEN, GALLAHER, 2014), apesar do

maior consumo.

A ingestdo alimentar aumentada nos grupos testes, principalmente na semana 3 do
experimento (Figura 1) pode ter sido influenciada pelo aumento da palatabilidade, visto
que as algas sdo um ingrediente alimentar natural, ao passo que a celulose utilizada para
a confec¢do da dieta é um elemento sintético. Um tempo de adaptagdo insuficiente pode
ter contribuido para um decaimento do consumo na semana 2, entretanto como este fato
foi observado em todos os grupos do estudo, diminuindo o viés dessa varidvel. Embora a
ingestdo total ndo tenha apresentado diferenca significante, podemos acompanhar, ao
visualizar a figura 1, que na semana 4, houve uma tendéncia na reducao do consumo
alimentar pelos grupos testes em relacdo ao controle, que apresentou um aumento
continuo. Tais dados apontam a influéncia das algas G. birdiae no controle de peso,
instigando que a mesma pode ser explorada como elemento de estudo em pesquisas de

obesidade.

Um estudo feito por Adan e colaboradores (2014) avaliou o efeito da suplementacio
(10% de fibra) de diferentes fibras alimentares fermentdveis no ganho de peso e consumo
alimentar de ratos jovens durante 4 semanas, € encontrou que 0S grupos experimentais
apresentaram menor consumo e ganho de peso comparado ao controle, havendo aumento
dos niveis de hormonios ligados a saciedade. O mesmo estudo aponta que os efeitos da
fibra na saciedade por mecanismos hormonais podem estar relacionados ao aumento
cronico da ingestdo de fibras por um tempo prolongado. Podemos inferir entdo, que o
tempo de observacao do experimento pode ter influenciado nesse parametro, mas a partir
dos dados obtidos podemos observar uma influéncia positiva das algas no ganho de peso

dos animais.

Nao foram encontrados estudos que avaliassem o efeito do consumo de algas no perfil
de 4cidos graxos de tecido adiposo e hepdtico, sendo esse um pardmetro importante a ser
explorado. Nao encontramos diferencas quanto ao peso desses tecidos entre os
tratamentos (Tabela 2), mas observamos que a presenca de algas na dieta influenciou na

composi¢ao lipidica dos mesmos.
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A influéncia da dieta na atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo lipidico
como as elongases e dessaturases ja € consolidada (ROS et al, 2015), entretanto a
influéncia da fibra alimentar nos mecanismos envolvidos de dietas normolipidicas ndo é

bem elucidado, havendo poucos estudos.

No tecido adiposo o grupo controle apresentou maior concentracio de dcidos graxos
saturados em relagdo aos grupos testes, apresentando como 4cido graxo majoritdrio, o
acido palmitico (C16:0). Esse acido graxo, embora seja o mais abundante na dieta estd
relacionado a um maior efeito aterogénico por aumentar o LDL colesterol (FAO, 2009).
Ambos os grupos testes apresentaram menores concentracdes de dcido palmitico no

tecido adiposo. Ja no tecido hepatico observamos uma relacao diferente.

O somatério de dcido graxo saturado no figado, foi maior no grupo teste. Entretanto,
ao observar a qualidade dessa composicao lipidica, notamos que nao houve diferenca no
acido palmitico, mas sim, no &4cido estedrico (C18:0). O 4cido estedrico apresenta,
reconhecidamente, menor efeito aterogénico em relagdo ao miristico (C14:0) e o 4cido
palmitico (C16:0), uma vez que as reacdes de desidrogenacdo acontecem de forma mais
rapida que as etapas de alongamento da cadeia, sendo assim, convertido mais rapidamente
a dcido 4cido oleico (C18:1 n9) no figado (FAO, 2009; LOTTEMBERG, 2009; RIOUX,
LEMARCHAL, LEGRAND, 2000). O grupo AP100 foi o grupo que apresentou maior
concentracdo de acido estedrico no figado, possibilitando inferir que a substitui¢io total
da fibra da dieta por algas contribuiu para o aumento de dcidos graxos saturados com

menor efeito aterogénico nesse tecido.

Os polissacarideos sulfatados presentes nas algas G. birdiae, mesmo quando isolados,
apresentaram elevada atividade antioxidante, agindo por mecanismos que envolvem
inibicdo da infiltracdo de células inflamatdrias e peroxidacao lipidica em alguns tecidos
com dano induzido (SILVA et al, 2012). A atividade antioxidante ajuda a explicar a maior
concentragdo de 4cidos graxos poli-insaturados no tecido adiposo dos grupos testes.

A relacdo de 4cido oleico: dcido estedrico (C18:1/ C18:0) no figado estd relacionada
com a avalia¢do da atividade da enzima A9 dessaturase. Essa razao foi maior no grupo
controle (1,83) e menor no grupo teste AP100 (1.06). Tal resultado nos permite considerar
que a fibra parece influenciar nessa conversao, talvez por aumentar a excre¢ao de lipideos
nas fezes, diminuindo consequentemente a absor¢do deste nutriente (COLINA-COCA et

al, 2014).
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A via adotada para a sintese do acido araquiddnico foi a via A6 dessaturase, que
segundo Colina — Coca e colaboradores (2014) € a via mais assistida na obtengdo desse
acido graxo. Tal inferéncia € possivel, visto que observamos a presenca do intermedidrio
v — linolénico (C18:3 n6) em todos os tecidos analisados. A via de sintese € iniciada pela
dessaturagdo do 4cido linoleico (C18:2 n6) a acido y — linolénico (C18:3 n6), sofrendo
acdo da elongase para 4cido di-homo- v -linolenico (C20:3 n6) e entdo se transforma em
acido araquiddnico (C20:4 n6) pela acdo da A5 dessaturase (FAO, 2009). Considerando
essa cadeia de reacdo, parece que a substituicdo total da fibra da dieta por algas
influenciou na agdo da A5 dessaturase, visto que observamos maiores valores do
precurssor C18:3 n6 no grupo AP100 e menor concentragdo de acido araquidonico,

principalmente no plasma.

Assim, parece que o consumo de algas influenciou o metabolismo de lipideos no
plasma e nos tecidos adiposo e hepdtico, porém os mecanismos envolvidos nessa
interferéncia nio estdo bem elucidados (COLINA-COCA et al, 2014). S30 necessarios
mais estudos que investiguem a influéncia do consumo de fibras, principalmente as
soliveis, no perfil de 4cidos graxos em tecidos de animais alimentados com dietas

normolipidicas.

Nesse estudo observamos que a substituicao das fibras da dieta por algas contribuiu
para fezes mais umidas e ceco mais volumoso (Tabela 4). Avaliar o ceco em estudos com
fibras e roedores é importante visto que esse € o principal sitio de fermentagao nos ratos,
enquanto em humanos a fermentacdo acontece principalmente no célon (KNAPP et al,
2013). Esses achados sdo comuns em ratos alimentados com fibras dietéticas (HWANG
et al, 2014). Resultados semelhantes foram encontrados por Chan e colaboradores (2014)
em que atribuiam o maior bolo fecal nos grupos que receberam a alga Gracilaria changii
a maior capacidade de retencao de dgua (WHC) pela fibra presente na alga. Assim, pode-
se inferir que as algas G. birdiae podem auxiliar na melhora de sintomas ligados a
constipacao.

A maior retencdo de dgua estd relacionada a fementabilidade das fibras, exercendo
um efeito protetor no intestino, uma vez que diminui o contato dos enterdcitos a agentes
carcinogénicos (BU, KWON, SUNG, 2014). A WHC pode ainda aumentar a excrecao de
particulas de origem enddgena e exdgena, como lipideos e nitrogénio (CHAN et al, 2014;
GUDIEL-URBANO, GONI, 2002). Alguns estudos apontam que o aumento de

nitrogénio nas fezes pode estar relacionado com uma maior massa microbiana, sendo esse
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nitrogénio de fonte bacteriana, (Tungland e Meyer (2002; COSTA, MARTINO, 2008) e
ainda ao aumento do turnover celular na mucosa intestinal (SEAL, MATHEUS, 2001).
Assim, ao observar nossos resultados temos que o grupo AP100 apresentou maior
excrecao de nitrogénio fecal, enquanto que no grupo AP50 a dieta ndo influenciou nesse

parametro.

Evidencias apontam uma possivel interpretacdo negativa do aumento da excrecdo de
nitrogénio fecal em virtude da natureza da fibra dietética e proteina da dieta
(ROBERFROID et al, 2010). A presenca de metabdlitos nitrogenados (NH3), resultantes
da fermentacdo pela microbiota col6nia de proteinas que ndo foram previamente
absorvidas no intestino delgado, resultariam em actimulo de nitrogénio no ceco e
consequentemente maior excrecdo de nitrogénio fecal (TUNGLAND e MEYER ,2002).
O maior acimulo de NH3 estd associado a menor saide intestinal, visto que a presenca
desse composto téxico pode alterar o turnover celular, influenciando na preservacao de

vilosidades e criptas intestinais (VISEK, 1984).

Vale destacar entdo que o maior N fecal detectado no grupo AP100 parece estar
relacionado ao aumento da massa microbiana, uma vez que este foi o grupo a apresentar
melhores resultados na morfometria intestinal, principalmente no que se refere aos
segmentos do colon e ceco (Figura 2). Isso nos permite inferir que a alga Gracilaria
birdiae sofre acdo da microbiota intestinal por agir como substrato fermentével, e assim

assumir atividade prebidtica (O’SULLIVAN et al 2010).

A propor¢do encontrada no intestino para os 4cidos graxos voléteis acetato,
propionato e butirato € de 75:15:10 a 40:40:20 respectivamente (BERGMAN, 1990).
Esses trés acidos graxos representam os principais produtos resultantes da fermentacdo
de fibras dietéticas por bactérias colOnicas no intestino. A quantidade total de 4cidos
graxos ndo variou entre os grupos teste e controle, entretanto observamos uma mudanga
no teor de acetato dos grupos. Assim, semelhantes concentragdes de dcidos graxos totais
estdo relacionadas ao mesmo teor de carboidratos, independente da fonte, enquanto a
composicio desses dcidos graxos estd relacionada a qualidade da fibra da dieta (HWANG
et al, 2014). Um recente estudo de Adan e colaboradores com diferentes fontes de fibras
fermentdveis também encontrou maior quantidade de acetato em dietas com 5% e 10%
de celulose, atribuindo esse achado a possibilidade de diferentes padrdes e taxas de
fermentacdo das fibras soliveis o que uma avaliagdo pontual nas amostras fecais ndo

permitem explorar.
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Em nosso estudo encontramos uma maior propor¢ao de propionato em todos os
grupos, nao apresentando diferenca significantes entre os mesmos (p>0,05). Diferente do
acetato, a metabolizacdo do propionato acontece em maior proporcdo no figado
(CAVAGLIERI, VECCHIA, THOMAZ, 2002). Pascoal e colaboradores (2013) apontam
que o propionato € o principal dcido graxo volatil relacionado a efeitos anti-lipog€nicos
no organismo, sua acdo estd voltada a inibicao de enzimas chave na sintese de lipideos
como a glicerol -3 — fosfato aciltransferase e a 4cido graxo sintase (TUNGAND, MEYER,
2002). Esse mecanismo ajuda a entender e embasar a possibilidade dos grupos testes
terem apresentado maior utilizacdo desse dcido graxo em relacdo ao controle, uma vez
que mesmo nao apresentando diferenca estatistica na deteccdo do propionato nas fezes,
ao avaliarmos a presenca de goticulas de gordura no figado (Figura 3) essa esteve em
menor propor¢do nos grupos AP100 e AP50. Assim, parece que a substitui¢do parcial das
fibras da dieta por algas ja pode influenciar na maior metabolizag¢do dos 4cidos graxo no

figado.

Como os 4cidos graxos voldteis sdo utilizados como fonte de energia para os
colondcitos, um fator que também contribui para a interpretacdo que a Gracilaria birdiae
agiu como agente prebidtico foi a detec¢ao de aumento da mucosa e a presenca de criptas
mais profundas no colén e ceco dos grupos testes (Tabela 6). Esses parametros estdo
relacionados a um efeito benéfico na morfologia intestinal, permitindo inferir que apenas
a substituicdo da fonte da fibra da dieta pela G. birdiae jé foi suficiente para provocar os
mesmos efeitos observados em estudos que testam a suplementacdo da dieta com fonte

de fibras convencionais (ADAM et al, 2014; KNAPP et al, 2013; PATURI et al, 2012).

As andlises histologicas nas 3 porgdes do intestino permitiram observar que houve
aumento da espessura da camada muscular externa nos grupos testes. As fibras soliveis
ao atingirem o intestino delgado absorvem maior quantidade de dgua formando um
conteudo viscoso. Assim, hd um aumento do trabalho nessa camada intestinal devido ao
maior exercicio de contragdo e consequente aumento das fibras musculares para
impulsionar esse conteddo viscoso a diante (HWANG, 2015; JUDD, TRUSWELL,
1985).

Esses achados nos permitem pensar que o consumo da alga G. birdiae esté
relacionado ao aumento dos indicadores de sadde intestinal como aumento da mucosa,

criptas intestinais mais profundas, camadas musculares mais desenvolvidas, maior

volume cecal e umidade das fezes (PATURI et al, 2012).
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Os parametros bioquimicos, em especial a atividade das enzimas hepaticas (AST e
ALT), somado aos resultados histolégicos do figado revelam que a presenca de G. birdiae
na dieta ndo desempenhou efeito toxico aos animais. Resultados semelhantes foram
encontrados por Chan et al (2015) e Chan et al (2014) em seus estudos com a alga
Gracilaria changii. O autor atribui os beneficios da alga principalmente as fibras da dieta
e a presenca de compostos fendlicos das mesmas (CHAN et al, 2014). Assim, a alga
Gracilaria birdiae nas quantidades utilizadas no presente estudo parecem nao apresentar
efeito hepatotoxico, sendo possivel ainda a investigacdo do efeito hepatoprotetor dessa

alga.

5 CONCLUSAO

O consumo da alga Gracilaria birdiae por roedores influenciou o ganho de peso dos
animais e foi substrato fermentdvel para a microbiota intestinal, contribuindo para efeitos
benéficos no perfil de dcidos graxos no tecido adiposo e hepatico. A substitui¢do parcial
da fibra da dieta por algas ja foi suficiente para obter resultados positivos importantes na
morfologia intestinal, indicando que o consumo dessa alga estd ligada a saidde intestinal.
A alga G. birdiae nao apresentou efeito toxico nas quantidades consumidas, assim
revelou-se um ingrediente alimentar importante e vidvel para ser inserido como fonte de
fibra alimentar.  Estudos que avaliem marcadores especificos envolvidos na
metabolizacdo de produtos da fermentacdo da fibra da alga G. birdiae podem ajudar a

esclarecer os possiveis mecanismos envolvidos nos resultados do presente estudo.
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