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APLICABILIDADE DA ALGA CIANOFICEA Spirulina maxima COMO INGREDIENTE
EM PETFOOD: AVALIACAO DE ACAO ANTIOXIDANTE E IMUNOLOGICA EM CAES

RESUMO - A Spirulina spp. é uma alga cianoficea que apresenta altas
concentracoes de substancias com acao antioxidante em sua composi¢cao. Devido ao
seu efeito na manutencéo das reagOes de oxidacdo-reducéo (redox) do organismo, 0s
antioxidantes sdo capazes de modular diversas funcdes organicas, dentre elas, a
imunolégica. Tendo isso em vista, delineou-se um experimento dose-resposta, no qual
avaliou-se os efeitos imunoldgicos in vivo, ex vivo e indicadores do status oxidativo em
caes alimentados com dietas extrusadas contendo espirulina. Foram formuladas cinco
racdes isonutrientes: Controle (Co), Co+B-caroteno (controle positivo), Co+0,5%;
Co+1,0% e Co+3,0% de espirulina, sendo a espirulina e o beta-caroteno adicionados
externamente apO0s o processo de extrusdo. Utilizou-se 35 cdes adultos beagle,
distribuidos aleatoriamente entre os tratamentos. Os animais receberam as dietas por
98 dias e foram estimulados imunologicamente no dia 70 com vacina anti-leishmania.
Nos periodos 0, 70 e 98 dias avaliou-se a producdo ex vivo de citocinas em cultura de
células mononucleares de sangue periférico, a quantificacdo de subpopulacdes
linfocitarias por citometria de fluxo, de imunoglobulina G (IgG) anti-leishmania e o status
oxidativo pela determinacdo das concentragfes seéricas de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS) e pela determinacdo da capacidade antioxidante total
(TAC). Como parametro de avaliacdo da resposta imune celular, realizou-se o teste de
hipersensibilidade cutanea tardia (DTH) nos dias 0 e 98. Os dados foram submetidos a
analise de covariancia, e as médias comparadas pelo teste de Tukey. Nao houve efeito
de inclusdo de espirulina sobre a producdo de IgG anti-leishmania, DTH, sub-
populagdes linfocitarias e produgdo ex vivo das citocinas IL-4, TNF-a e IFN-y. Houve
reducdo na producdo de IL-10 nos grupos que receberam 1% e 3% de espirulina
(p<0,05) em relacdo ao Co. A inclusdo de espirulina nas dietas propiciou redu¢cdo nas
concentracdes de TBARS, conforme verificado pela relacdo linear inversa entre a
inclusdo do ingrediente e os niveis de TBARS. (p<0,005). A dieta contendo 1% de
espirulina proporcionou as menores concentragcbes de TBARS. N&o houve efeito da
inclusdo de espirulina para a TAC. N&o foi verificado efeito da dieta controle positivo em
nenhuma das variaveis estudadas. Concluindo, a utilizagdo de espirulina como um novo
ingrediente na dieta de cdes mostrou-se segura e proporcionou reducdo na producao
ex vivo de IL-10 e nas concentracfes séricas de TBARS, sendo este efeito dose-
dependente. Estes achados podem estar relacionados com a atividade antioxidante
desta alga ja verificado em outras espécies animais, havendo a necessidade de mais
estudos para comprovar seus beneficios também em caes.

Palavras-chave: nutricdo, espirulina, oxidacao, citocinas, linfécitos, racao.



APPLICABILITY OF CYANOPHYCEAE ALGAE Spirulina maxima AS INGREDIENT
IN PETFOOD: EVALUATION OF ANTIOXIDANT AND IMMUNE ACTION IN DOGS

SUMMARY -The cyanophyceae algae Spirulina spp. presents your composition
relatively high concentrations of antioxidants. Because of its effect on the maintenance
of the oxidation-reduction reaction (redox) in the body, antioxidants are able to modulate
various physiological functions, like the immune system. A dose-response experiment it
was designed to assess the immunological effects in vivo and ex vivo and the oxidative
status in dogs fed with extruded diets having Spirulina. Four experimental isonutrient
rations were formulated, being one Control diet (Co) and others three containing 0,5%,
1,0% or 3,0% of Spirulina, externally added after extrusion. 35 Beagle adult dogs were
distributed in a randomized alignment in four groups. The animals received this diet for
98 days and the immunologic system was stimulated on the 70 day with leishmania
vaccine. In the period 0, 70 and 98 days it was evaluated the ex vivo cytokine production
in mononuclear cell culture, flux cytometry for Lymphocyte subpopulations quantification
and concentrations of immunoglobulin G (IgG) anti-leishmania, and oxidative status
avaliation. Concentrations of Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) were
determined, as well as seric total antioxidant capacity (TAC) of the animals. Delayed-
type hypersensitivity test (DTH) too was determined on 0 and 98 day. We conducted the
analysis of covariance and Tukey's test was used to compare means. There was no
effect of spirulina inclusion on the IgG anti-leishmania production, DTH, lymphocyte
subpopulation (CD5+, CD4+, CD8+ and CD21+) and ex vivo cytokine production IL-4,
TNF-alpha and INF-gamma. Moreover, there was significant decreases in the IL-10
production in the groups receiving 1 and 3 % of spirulina (p<0,05). The inclusion of
spirulina diet caused a reduction in the concentration of TBARS as verified by the
inverse linear relationship between the inclusion of the ingredient and TBARS (p
<0,005). A diet containing 1% spirulina gave the lowest concentrations of TBARS. There
was no treatment effect for TAC. There was no effect of the positive control diet in any of
the variables studied. In conclusion, the use of spirulina as a new ingredient in the diet
to dogs demonstrated to be safe and decreased the production ex vivo of IL- 10 and in
seric concentrations of TBARS, this effect was dose dependent. These results may be
related to the antioxidant activity of these algae, although more studies are required.

Keywords: nutrition, spirulina, oxidation, cytokine, lymphocyte, ration



l. INTRODUCAO

Manter a alimentacdo dos cdes e gatos adequada tem sido uma busca mais
frequente pelos proprietarios que fornecem alimentos industrializados aos seus animais,
visando otimizar a expectativa de vida e prevenir ou ao menos retardar o
desenvolvimento de doencas cronicas degenerativas. Com isto, a nutricdo e o0s
cuidados veterinarios estdo ganhando cada vez mais importancia na sociedade (LOWE,
2002; BONTEMPO, 2005). E sobre este aspecto nutricional que a indistria de
alimentos para animais de companhia tem buscado ingredientes que, além do
atendimento das necessidades nutricionais basicas, tenham ainda propriedades
funcionais, com o foco em promover a saude e prevenir doencas. (HUSSEIN, 1998;
NEUMANN et al., 2000; TAIPINA et al., 2002).

Os processos oxidativos do organismo, embora essenciais para a sobrevivéncia,
também sdo responsaveis pelo envelhecimento e desenvolvimento de muitas doencas,
tais como artrites, neoplasias, doencas renais, hepaticas e cardiovasculares, entre
outros (LOWE, 2002). Por este motivo, os antioxidantes sdo importantes para a
manutencdo do balanco entre as reacOes de oxidacdo-reducdo (redox), e assim
retardar ou impedir o desenvolvimento de muitas destas doengas (AHMED, 2005;
PHAM-HUY et al., 2008).

As algas do género Spirulina spp., além de fonte de proteinas e de acidos graxos
gamma-linolénico (GLA), eicosapentaendico (EPA) e docosaexaendico (DHA), também
apresentam em sua composi¢cao aproximadamente 15% de biliproteinas (C-ficocianina,
aloficocianina e ficoeritrina) (TAKEUCHI et al., 2008) com potente acdo antioxidante
demonstrada em estudos in vitro e em algumas espécies animais, mas ainda néo
estudadas em caes.

Baseando-se no exposto acima, neste projeto objetivou-se avaliar os efeitos da
biomassa seca de espirulina, em diferentes concentracbes na alimentag&do, sobre
parametros da resposta imunolégica e indicadores do status oxidativo sérico de caes,
comparando estes efeitos com aqueles obtidos sem 0 uso de antioxidantes e com 0 uso

de B-caroteno.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Oxidacdao, antioxidantes e influéncia na resposta imune

Viver sobre o risco do stress oxidativo € 0 preco que 0s organismos aerobicos
pagam por serem mais eficientes em termos de bioenergética (ANDREYEV et al.,
2005). A oxidag&o nos sistemas bioldgicos ocorre devido a agdo dos radicais livres,
sendo o0s principais originarios do metabolismo do oxigénio (espécies reativas de
oxigénio; ERO’s) e do nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio; ERN’s). Estas
moléculas tém um elétron isolado, livre para se ligar a qualquer outra molécula e por
isso sdo extremamente reativas, podendo ser geradas por fontes enddgenas ou
exodgenas. No meio intracelular, originam-se de vias metabdlicas, tais como a reducéo
de flavinas e tiois, da atividade enzimatica de oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases,
desidrogenases e peroxidases, da interagdo com metais de transicdo (ferro, cobre,
entre outros) e da cadeia de transporte de elétrons. Esta geragdo de radicais livres
ocorre em Vvarias organelas celulares, como mitocéndrias, a principal delas, mas
também nos lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasmatico e membranas.
As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem a poluicdo do ar, solventes
organicos, anestésicos, pesticidas e radiacbes (SOARES, 2002).

O consumo de oxigénio pelas células leva a geracdo de uma série de radicais
livres (RLs), especialmente o anion superéxido. A interacdo destas espécies com
macromoléculas (lipideos, carboidratos e proteinas) ou a sua metabolizagdo enzimética
produz novos radicais, tais como peréxido de hidrogénio, hidroxila, alcoxila, peroxila,
peroxinitritos, triclorometil, entre outros. Considerando a alta concentracdo de &cidos
graxos poliinsaturados como constituintes das membranas celulares e sua
susceptibilidade ao ataque dos RL, os sistemas antioxidantes do organismo e 0s
antioxidantes consumidos como parte da dieta sdao fundamentais para proteger as
células dos danos causados pelos RL (MORAES & COLLA, 2006).

A peroxidacdo de acidos graxos poliinsaturados usualmente envolve trés fases:
iniciacdo, propagacéao e terminacao (GIROTTI, 1985). A fase da iniciagdo ocorre com a

formacdo de um conjugado dieno pela subtracdo de um atomo de hidrogénio pelo



radical livre com reatividade suficiente (GUTERRIDGE & HALLIWELL, 1984). A fase de
propagacao da peroxidacao lipidica decorre da interacdo do oxigénio molecular com o
carbono, com formacao do hidroperoxidos (GUTERRIDGE & HALLIWELL, 1984). Na
fase de terminacdo, com a ajuda de metais cataliticos, a decomposicdo dos
hidroperéxidos resulta na formacao dos radicais alcoxil e peroxil que podem iniciar uma
reacdo em cadeia, propagando a peroxidacao lipidica (GUTERRIDGE & HALLIWELL,

1984). A figura 1 mostra sequencia de reacdes que ilustra o fenémeno:
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Figura 1: Principais reacdes ocorridas durante o processo de peroxidacio
lipidica. Fonte: Abdalla & Lima (2001).

A oxidacéao de lipidios é um exemplo tipico de reacao envolvendo radicais livres
(ARAUJO, 2001), e a velocidade da reagéo de oxidacio depende, dentre outros fatores,
do grau de insaturacdo da molécula do acido graxo. Assim, quanto maior o grau de
insaturacdo, maior sera a suscetibilidade a oxidacdo. Desta maneira, 0os acidos graxos
insaturados podem ser atacados quimicamente pelo radical livre, fazendo com que

ocorra reacao propagadora de auto-oxidacdo, na formacdo de novos radicais livres



(BOOTH & MCDONALD, 1992; ARAUJO, 2001). Sendo a membrana leucocitaria e
espermatica ricas em acidos graxos poliinsaturados (ZALATA & DEPUYDT, 1998;
BAUMBER et al., 2000), estas tornam-se altamente sensiveis as espécies reativas de
oxigénio (COMHAIRE & MAHMOUD et al., 1999; OCHSENDORF, 1999). Por este
motivo os sistemas, imunoldgico e reprodutivo sdo particularmente sensiveis ao stress
oxidativo.

Em um individuo sadio, apenas cerca de 2-3% do oxigénio consumido é
transformado em RL, enquanto um individuo severamente doente pode transformar
aproximadamente 75% do oxigénio consumido em RL (ANDRADE JR. et al., 1996).

O conjunto das substancias que neutralizam os efeitos danosos dos radicais
livres constitui o0 sistema de defesa antioxidante. Enzimas como a superdxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase estdo localizadas no citosol, e nas
mitocdndrias, onde grande parte dos radicais livres é produzida (JI et al., 1988). Davies
(1988) sugeriu uma classificacdo para sistema de defesa antioxidante, dividindo-o em
sistema de defesa primaria e secundaria. A defesa primaria inclui complexos
antioxidantes, como prévitamina A, vitamina E e C, glutationa e acido Urico, e enzimas
antioxidantes varredoras de radicais livres, como a superoxido dismutase, a catalase, e
as peroxidases.A defesa secundaria, por sua vez, seria composta por enzimas
lipoliticas, fosfolipases, enzimas proteoliticas, enzimas reparadoras de DNA,
endonucleases, exonucleases e ligases (DAVIES, 1988).

A dismutacao do superoxido a peroxido de hidrogénio pela superoxido dismutase
é frequentemente incluida na defesa antioxidante primaria, porque esta enzima atua
diretamente na prevencdo do acumulo do radical superdxido, através da seguinte
reacao:
superoéxido dismutase

*O2" + *Hy a H202 + O3

A taxa de dismutacdo do superéxido induzida pela superoxido dismutase é

aproximadamente 10* vezes maior do que a dismutacdo quimica (FRIDOVICH, 1975). A

superoxido dismutase é classificada em trés tipos distintos dependendo do metal que



contém: Cu/Zn-superoxido dismutase (citosol), Mn-superoxido dismutase (mitocdndria)
e Fe-superodxido dismutase (ANDRADE JR. et al., 1996).

A enzima catalase é considerada o maior componente da defesa antioxidante
primaria, atuando na catalise da decomposicédo de peréxido de hidrogénio em agua e
dividindo esta funcdo com a glutationa peroxidase. Na presenca de baixos niveis de
peroxido de hidrogénio, os peroxidos organicos sédo eliminados preferencialmente pela
glutationa peroxidase, enquanto que em altas concentracfes de peroxido de hidrogénio
predomina a acdo da catalase. A catalase pode ter um papel protetor contra alguns
tumores, como o cancer de pulmdo. Em um estudo com 24 pacientes portadores de
cancer de pulméo, constatou-se reducdo na atividade de catalase no tecido tumoral em
comparacdo com o pulméo normal (CHUNG-MAN et al., 2001).

Além do sistema enzimético, muitos outros componentes do organismo
participam dos sistemas de defesa antioxidante, conforme citado anteriormente. Na
tabela 1 podem ser visualizadas algumas destas substancias e seus principais sitios de
atuacdo. E importante que haja sinergismo entre as moléculas para ampliar a linha de

defesa.



Tabela 1: Componentes envolvidos na defesa celular natural e seus locais de agao.

Tipo Local

Decomposic¢ao nao radical

Catalase citoplasma, espacgo da matriz mitocondrial
Glutationa citoplasma, espaco da matriz mitocondrial
Glutationa peroxidase citoplasma

Glutationa s-transferase citoplasma

Liberadores de oxigénio ativo

MnSOD espaco da matriz mitocondrial e membrana
CuznSOD extracelular, citoplasma
Agentes lipofilicos citoplasma e membrama mitocondrial

Vitamina E, carotendides,

Flavonoides, ubiquinol, etc.

Agentes hidrofilicos plasma, soro
Vitamina C, acido urico, bilirrubina,

albumina

Fonte: Lippman (1983), Camougrand & Rigoulet (2001)

Conforme pode ser verificado na tabela acima, agentes lipofilicos e hidrofilicos
apresentam importante fungdo em sitios celulares especificos e muitos deles ndo séo
produzidos pelo organismo, devendo ser adquiridos na dieta. Alguns alimentos
funcionais e nutracéuticos tém sido empregados na alimentacdo de caes, gracas a sua
acao antioxidante, como por exemplo: carotendides, vitamina C, taurina, coenzima Q,
compostos  sulfurados  (n-acetilcisteina, S-adenosilmetionina, entre  outros),
fitoestrogenos, tocoferdis, flavondides, zinco, selénio e polifendis (LOWE, 2002). No
entanto, estudos que avaliaram seus efeitos em petfood ainda sdo escassos e
controversos.

Os principais representantes dos carotendides sdo os carotenos precursores da
vitamina A e o0 licopeno (CASTRO, 2008; HUGHES, 1999). As xantofilas séo

sintetizadas a partir dos carotenos, por meio de reacdes de hidroxilacdo e oxidagédo. O



B-caroteno e o licopeno sédo exemplos de carotenos, enquanto a luteina e a zeaxantina
sdo xantofilas (AMBROSIO et al., 2006). O B-caroteno € o mais abundante em
alimentos e 0 que apresenta a maior atividade de vitamina A. Tanto os carotendides
precursores de vitamina A como 0s hao precursores, como a luteina, a zeaxantina e o
licopeno, parecem apresentar acao protetora contra o cancer, sendo que 0s possiveis
mecanismos de protecdo sédo por intermédio do sequestro de radicais livres, modulacdo
do metabolismo do carcinoma, inibicdo da proliferacdo celular, aumento da
diferenciacdo celular via retindides, estimulacdo da comunicagdo entre as ceélulas e
aumento da resposta imune (AMBROSIO et al., 2006; STAHL & SIES, 2003; CHEW &
PARK, 2004).

Os carotenoides atuam na funcdo imunolégica através de efeitos como promover
a atividade mitogénica dos linfécitos, estimular a produgdo de anticorpos in Vivo;
aumento nas atividades enzimaticas da citocromo oxidase e peroxidase de macréfagos;
estimular a atividade fagocitaria de macrofagos e as reacdes ao teste de
hipersensibilidade cutanea tardia; aumentar no niumero de células CD4+Th; induzir a
producdo de interleucina-2 e imunoglobulina G (CHEW & PARK, 2004). Dentre os
carotenoides, o B-caroteno tem sido o mais estudado e apresenta efeitos benéficos na
estimulacdo da resposta imunoldgica in vitro e in vivo, porém os resultados ainda séo
muito variaveis entre os estudos realizados até o momento.

O pB-caroteno e a luteina, assim como a vitamina E sdo exemplos de
antioxidantes utilizados e avaliados em cdes e gatos, e 0s beneficios na resposta
imunolégica dos animais suplementados sdo a estimulacéo da resposta imune humoral
e mediada por células (KIM et al., 2000a; KIM et al., 2000b; CHEW et al., 2000).

Heaton et al. (2002) suplementaram cées adultos com um blend de antioxidantes
e verificaram que a elevacdo nas concentracdes séricas de taurina e vitamina E foram
associadas com menor dano sofrido no DNA, melhora na resposta vacinal dos animais
e melhor atividade antioxidante do plasma dos caes suplementados.

A suplementacédo de 20 ou 50 mg/animal/dia (aproximadamente 200-500 mg/kg
de racdo) de B-caroteno em caes propiciou maior numero de células CD4+ e maior

relacdo CD4+:CD8+, tendo sido produzida uma maior concentracdo de IgG plasmatica



e melhor resposta vacinal e resposta antigénica, quando comparados aos grupos que
receberam menores doses de 3-caroteno ou ndo suplementados (CHEW et al., 2000b).
A luteina também foi avaliada em caes por Kim et al. (2000a) nas doses de 5-
20mg, que verificaram um aumento na resposta de proliferacdo de linfocitos in vitro e
aumento no percentual de células expressando CD4+, CD5+ e CD8+ e na producédo de
IgG em resposta a vacinacao, quando comparados aos grupos nao suplementados. Em
gatos, a luteina na dose de 10mg/animal/dia apresentou efeitos semelhantes aos de
cées (KIM et al., 2000b). Sabe-se que o sistema imune esta diretamente relacionado na
contencdo da proliferacdo de células tumorais e desta forma, a melhora na resposta
imune também esta relacionada com auxilio na prevenc¢éo do cancer (HUGHES, 1999).
Geralmente, mais de uma substancia com atividade antioxidante encontra-se nos
alimentos, o que torna importante a avaliacdo do potencial do alimento como um todo

na reducao dos danos oxidativos ao organismo.

Espirulina como fonte de antioxidantes

O aumento da demanda mundial de proteina tem sido o principal problema
nutricional para a humanidade. Por este motivo, desde a década de 50 tém sido
pesquisadas novas fontes proteicas, alternativas ou ndo-convencionais para a
alimentacdo humana e animal. Desta forma, fungos, bactérias, leveduras e algas
produzidas em escala industrial tém sido utilizadas como fontes protéicas na
alimentacdo destas espécies (NASSERI et al., 2011). Além do elevado teor de
proteinas, muitos destes microrganismos apresentam propriedades funcionais.

As algas cianoficeas do género Spirulina spp. apresentam uma longa historia de
uso na alimentacdo humana (BELAY, 2002). Isto porque estas algas séo consideradas
fontes ricas de aminoacidos (aproximadamente 65% de proteina bruta), minerais,
vitaminas, &cidos graxos poliinsaturados (especialmente gamma-linolénico) e
compostos antioxidantes. Devido a sua composicdo quimica, alguns efeitos
imunomodulatérios tém sido atribuidos ao seu emprego na alimentagdo humana e

animal (JAIME-CEBALLOS et al, 2005). Na sua composicdo, as espirulinas



apresentam quantidades significantes de alfa-tocoferol, glutationa, acido ascorbico,
astaxantina, luteina, zeaxantina, criptoxantina, B-caroteno e ficobiliproteinas (EL-BAKY
et al., 2007), sendo este Ultimo grupo de substancias seu principal componente com
propriedades antioxidantes, representando cerca de 14% da biomassa seca destas
algas (DUANGSEE et al., 2009).

Comparativamente as outras substancias empregadas como antioxidantes na
alimentacdo animal, o extrato alcodlico de espirulina inibiu a peroxidacéo lipidica mais
significativamente (65% de inibicdo) que o alfa-tocoferol (35%), BHA (45%) e B-
caroteno (48%). A atividade antioxidante da espirulina tem sido atribuida ao sinergismo
dos antioxidantes presentes neste alimento, uma vez que a extracado com hexano, éter
de petréleo, etanol e agua apresentam atividade antioxidante, demonstrando a
presenca de compostos de diferente natureza quimica na composicdo da espirulina
(BELAY, 2002). Apesar disto, um aspecto importante é a atividade mais potente do
extrato aquoso desta alga, mesmo apdés a remocdo dos polifendis, sugerindo a
presenca de compostos hidrossoluveis com importante acdo antioxidante (CHOPRA &
BISHNOI, 2008).

As ficobiliproteinas sdo um pequeno grupo de cromoproteinas que constituem o
ficobilissomo, um complexo protéico macromolecular que apresenta como principal
funcdo fixar a luz pelo aparato fotossintético das cianobactérias. As classes mais
comuns de ficobiliproteinas sdo as aloficocianinas, C-ficocianinas e ficoeritrinas
(CHOPRA & BISHNOI, 2008), as quais sado formadas por subunidades a e b, que
carream diferentes grupos prostéticos tetrapirrolicos lineares (croméforo bilina). Estes
grupos bilina sé@o ligados a polipeptideos através de ligagbes tioéter contendo residuos
de cisteina. As ficocianinas apresentam a estrutura quimica dos cromoforos bilina muito
semelhante a bilirrubina, que por sua vez € conhecida por apresentar importante acao
antioxidante fisioldgica. Da mesma forma, a ficocianina sequestra ou inibe a formacao
de EROs em uma variedade de sistemas, sendo desta forma um potente antioxidante,
atuando em radicais hidroxil, alcoxil e peroxil gerados durante o processo de oxidacao.
Na tabela 2 pode ser verificada a atividade antioxidante da ficocianina contra diferentes

radicais formados em ensaios in vitro.
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Tabela 2: Propriedades antioxidantes da ficocianina (principal constituinte da Spirulina)

em diferentes sistemas.

Sistema de reacéo Efeito

Superéxido gerada pela hipoxantina-xantina oxidase Sem efeito
Radical alcoxil gerado pelo t-BOOH-ferro sulfato Sequestro
Radical hidroxila gerado por peréxido de hidrogénio-sulfato Sequestro

ferroso (reacéo de Fenton)

Radical peroxila gerado por termdlise de AAPH Sequestro
Oxigénio Singlet Sequestro
Peroxidacéo lipidica induzida pelo Fe %*, acido ascérbico e Elimina

termoélise AAPH

Peroxidonitrito gerado por peréxido de hidrogénio acidificado Sequestro
por nitrito

Hipoclorito Remove
Oxigénio reativo produzido por estimulacdo neutrofilica com Inibe

opsonizagao zimozan

Fonte: Romay et al., 2003.

De uma maneira geral, os antioxidantes sdo moléculas relativamente sensiveis
as condicbes adversas de pH, luminosidade e temperatura, sendo importante
considerar estes aspectos no processamento de ingredientes com propriedades
antioxidantes. Sarada et al. (1999) verificaram que a ficocianina se manteve estavel em
condi¢des de pH entre 5-7,5; ocorrendo maiores perdas em pH &cido. Com relacdo a
temperatura, estes autores verificaram que acima de 45°C ocorrem perdas significativas
deste pigmento e que a secagem em estufa a 60°C ou o processamento por spray-
dried, comumente usado para a secagem industrial da espirulina, podem levar a perda
de 55% da ficocianina.

Tem sido demonstrado que a ficocianina inibe a hemdlise induzida pelo
2,2’azobis (2-midinopropano) dihidroxicloreto (AAPH) na mesma intensidade que o

trolox e &cido ascorbico, substancia com propriedades antioxidantes conhecidas.
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Baseado na ICso a concentracdo de ficocianina capaz de inibir 50% a peroxidacao
lipidica foi 16 vezes menor que o trolox e 20 vezes menor que o acido ascorbico
(BELAY, 2002). Estes dados ja haviam sido demonstrados por Hirata et al. (2000) que
verificaram que a ficocianobilina (fracdo da ficocianina) apresentou atividade
antioxidante maior que a do alfa-tocoferol, em mesma base molar. Neste estudo estes
autores ainda verificaram que a atividade antioxidante foi mantida apds a secagem da
espirulina por spray-dried, indicando que apesar da desnaturacéo da ficocianina, o sitio
ativo antioxidante desta molécula parece ser a ficocianobilina, que permanece estavel,

mesmo apos o tratamento térmico.

Espirulina e resposta imunoldgica

O Sistema imunoldgico compreende todos 0s mecanismos pelos quais um
organismo multicelular se defende de invasores internos, como bactérias, virus ou
parasitas. Existem dois tipos de mecanismos de defesa: o inato e o adquirido.

Na resposta imune inata, 0S microrganismos invasores sao detectados
inicialmente por células sentinela como macrofagos, mastocitos e células dendriticas,
células ligadas a resposta inicial (TIZARD et al., 2009). Por isto, os receptores das
células sentinelas ndao estdo destinados a reconhecer todas as possiveis moléculas
microbianas, e sim, utilizam seus receptores na deteccdo de moléculas altamente
conservadas que se encontram em muitos grupos diferentes de microrganismos como
0s seus acidos nucleicos caracteristicos, estes sdo os chamados padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPs). Os PAMPs sao reconhecidos por receptores do tipo
Toll (TLR) situados na superficie celular e por outros receptores intracelulares. As
células mais importantes nesta acédo sédo as células sentinelas, que depois de ativadas
pelo TLR secretam as citocinas que ativam o processo inflamatorio. As citocinas pro-
inflamatérias mais importantes sdo o fator de necrose tumoral — a (TNF — aq),

interleucinas l1la e 6 (IL — 1a e IL — 6). Elas séo responsaveis por aumentar o fluxo
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sanguineo local e a permeabilidade capilar. Estas citocinas sintetizam oOxido nitrico
sintase 2 (NOS-2) que gera substancias oxidantes como Oxido nitrico. Também sao
responsaveis por sintetizar a enzima cicloxigenase2 (COX-2) que gera lipideos
inflamatérios, prostaglandinas e leucotrienos (TIZARD et al., 2009).

O TNF-a é uma proteina produzida por macréfagos, mastdcitos, linfocitos T,
células endoteliais, linfocitos B e fibroblastos. Pode ser encontrado na forma livre ou
aderido a membrana. No momento em que os macrofagos e mastocitos detectam os
patogenos invasores, liberam os TNF-a que estdo associados as suas membranas que
passam a forma sollvel, e estimula a liberacdo de quimiocinas e citocinas e promove a
aderéncia, migracao, atragcdo e ativacdo dos leucécitos ao foco da invasdo. O TNF-a
pode destruir algumas células tumorais e células infectadas por virus mediante a
ativagcdo em cascata e inducéo da apoptose (TIZARD et al., 2009). Uma outra citocina,
a interleucina 10 (IL-10) € um inibidor de macrofagos ativados, o que lhe cabe um
importante papel no controle homeostatico das reacdes da imunidade inata e da
imunidade celular. Tem a funcdo de inibir a producdo de IL-12 e TNF-a pelos
macrofagos ativados, modulando a resposta imunoldgica.

Os macrofagos sado também ativados por outra molécula, o IFN-y, produzidos por
células Natural killers (NK) e linfécitos T CD4. As células NK constituem de 5 a 20% das
células mononucleares no sangue e baco, sendo raras em outros orgéaos linfoides. Além
de destruir as células infectadas diretamente, as células NK constituem uma fonte
importante de IFN-y (ABBAS et al., 2005). Acredita-se que a ingestdo de espirulina
promove o aumento da atividade fagocitaria de macréfagos, estimulado por células NK.
Khan et al. (2005) observaram a aumento na atividade das células NK em frangos de
corte suplementados com uma inclusdo de 10.000 ppm (1%) de espirulina em sua
dieta.

Os neutréfilos apresentam em seu citoplasma granulos com funcao bactericida,
contendo em seu interior enzimas com atividade oxidativa e hidrolitica. No entanto,
estas enzimas podem levar tanto a morte de patdgenos, quanto a prépria leséo tecidual

e morte de células de defesa do hospedeiro. Por este motivo parece que o0s
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antioxidantes apresentam importante funcao na resposta imunoldgica inata, protegendo
as células de defesa dos danos oxidativos.

O maior componente protéico da espirulina, a C-ficocianina, tem sido investigada
guanto a sua capacidade de influenciar as funcdes imunolégicas, especialmente na
inibicdo da tumorogénese em animais de laboratério, na modulagcdo da resposta
inflamatoria, na regulacéo da producgéo de determinadas citocinas in vivo e in vitro e na
atividade de fagocitica de macréfagos (Borchers et al., 2008). A espirulina possui ainda,
alguns (glicolipideos (O-B-D-galactosyl-(1-10)-20,30-di-O-acyl-D-glycerol), os quais
possuem caracteristicas imunolégicas semelhantes aos componentes da parede celular
de microorganismos, funcionando como ligantes Toll, que por sua vez estimulam
especialmente receptores TLR-2 e TLR-4. Por este motivo, estes alimentos séao
reconhecidos como “elementos estranhos” ao organismo e estimulam a resposta
imunologica. Especialmente as linhagens mieldides (mondcitos/macrofagos, neutrdéfilos,
basofilos, eosindfilos e mastocitos) possuem um repertério de receptores
reconhecedores de antigenos, sendo estes estimulados pela espirulina, com possiveis
impactos na atividade anti-viral e anti-tumoral estudada desta cianobactéria. Hirahashi
et al. (2002) verificaram em estudos com células do sistema imunolégico de seres
humanos, que a espirulina atuou diretamente nas linhagens miel6ides e direta ou
indiretamente na ativacdo das células NKs.

Diferente da resposta inata, a resposta imunoldgica adaptativa € altamente
especializada a um determinado antigeno em particular e se torna mais intensa e rapida
a medida que o individuo mantém o contato com o antigeno. S&o envolvidas nesta
resposta os linfécitos T e B. A principal funcdo dos Linfécitos B é produzir anticorpos
(IgA, IgD, IgE, IgG e IgM). Estas células expressam IgM e IgD em sua superficie para
reconhecer os antigenos. Apds a sua ativacao iniciam a secrecao de IgM. As células T
sdo divididas em T auxiliares e T citotoxicas. A subclasse T auxiliar contribui com os
macrofagos no combate aos microrganismos, enquanto as células T citotoxicas tém
papel crucial na inducéo de células B para produzir anticorpos. Estas células induzem a

morte celular de células infectadas. Hirahashi et al. (2002) verificaram que a espirulina
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induziu vias apoptoéticas (NFk-B e MAPK) em macrofagos humanos e de ratos
infectados.

Apesar destas respostas indutoras das vias de resposta imunolégica dos animais,
a espirulina apresenta componentes ativadores e outros inibidores ou supressores de
tais respostas. As ficocianinas apresentam principalmente atividade imunomodulatoria,
com possiveis aplicacbes em doencas imunomediadas (BELAY, 2002). Em modelos de
inflamacao em ratos, a ficocianina inibiu a formacéo de edema, liberacdo de histamina,
atividade de mieloperoxidase e niveis de prostaglandina (PGE,) e leucotrieno (LTBj)
nos tecidos inflamados. Estes efeitos foram atribuidos a sua capacidade de sequestrar
radicais livres e seus efeitos inibitdrios na atividade da cicloxigenase (COX-2) e
liberacao de histamina por mastocitos (ROMAY, 2003). O wuso da espirulina em
pacientes transplantados beneficiou o tratamento, provocando a supresséo de CD28, o
qual possui um potente efeito estimulatorio de células T e de interleucinas (IL), como a
IL-2 e IL-6. Este efeito imunossupressor foi similar ao produzido por drogas como o
ciclosporina, que apresentam efeitos colaterais indesejaveis (ISMAIL et al., 2009).

Em estudo feito com Spirulina fusiformis, os seus efeitos in vivo na inibicdo da
resposta imune humoral foram notadas em forma dose-dependente em camundongos.
Observaram-se in vitro diminuicdo na proliferacdo linfocitos T mitdégeno-induzida,
sugerindo a existéncia de ativacdo de mecanismos imunossupressores pela espirulina
(SHEAHAN et al., 2008), os quais sé&o pouco compreendidos.

As reacg0Oes alérgicas no organismo sao geralmente mediadas por IgE. As a¢bes
biolégicas da IL-4 incluem estimulacdo da IgE e reacdes mediadas por
mastdcitos/eosinéfilos (ABBAS et al.,, 2005). Hayashi et al. (1996b) observaram os
efeitos da ficocianina na melhora da atividade de defesa biologica através da reducédo
de reacdo alérgica pela supressdo de antigeno anticorpo IgE especifico e através da
manutencdo da funcdo do sistema imunoldgico contra doencas infecciosas em ratos.
Em seu estudo duplo-cego, Hosoyamada et al. (1991), trataram pacientes com rinite
alérgica, onde o grupo controle recebeu placebo e outro Spirulina platensis, este ultimo
mostrou reducdo marcada da secrecdo pro-inflamatoria 1IL-4 em 32% dos casos,

juntamente com o alivio dos sinais clinicos.
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Considerando a complexidade de possiveis componentes atuantes da espirulina
sobre a resposta imune do hospedeiro, muitos estudos sdo necessarios para verificar a
viabilidade de seu uso na pratica, visando conhecer sua atuacdo sobre o sistema

imunolégico.
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. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisas em Nutricdo e Doencas
Nutricionais de Cé&es e Gatos “Prof. Dr. Flavio Prada”, da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” —
Unesp, campus de Jaboticabal. Todos o0s procedimentos experimentais foram
previamente aprovados pelo Comité de Bem-Estar e Etica no Uso de Animais
(CEBEUA) da mesma Faculdade tendo como numero de protocolo n° 017641-08
(Apéndice A).

Animais

Foram inseridos no estudo 35 cées adultos da raca beagle, com idade média de
4,5 +/- 1,5 anos, entre machos e fémeas. Todos os animais foram devidamente
desverminados e submetidos ao exame clinico, antes do inicio do estudo. Uma amostra
de 10mL de sangue foi obtida por venipuncdo da jugular para a realizacdo do
hemograma e determinagéo do perfil bioquimico e enzimatico sérico, com a finalidade
de atestar a saude de todos os animais. Foram feitas as dosagens de alanina
aminotransferase, fosfatase alcalina, uréia, creatinina, glicose, bilirrubina total e direta,
proteinas totais e albumina, usando-se kits especificos (LABTEST Diagnéstica S.A.,

Lagoa Santa, Brasil).

Dietas e grupos experimentais

Os animais foram submetidos a adaptacao pré-experimental realizada com uma
mesma dieta comercial (Heréi Adulto Carne, Mogiana Alimentos S.A., Campinas,
Brasil), em quantidade suficiente para manter o peso corporal durante periodo de
guatro semanas, atendendo os padrdes minimos de exigéncia da AFFCO, utilizou-se
esta dieta para adaptacao, por ser ela desprovida da adicao de antioxidantes e desta

forma, excluir-se a possibilidade de interferéncia de ingredientes presentes nesta dieta
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na coleta basal, no inicio do experimento, na tentativa de uniformizar os grupos
experimentais e homogeneizar as variaveis biolégicas em estudo. A pesquisa foi
conduzida em dois blocos, sendo o primeiro com 20 cdes e 0 segundo com 15 caes,
aleatoriamente distribuidos entre os cinco tratamentos, cada grupo experimental contou
com sete repeticdes. A necessidade energética diaria de cada animal foi calculada
seguindo-se a equacéao abaixo:

NEM = 130 x (Peso corporal)®”

Onde: NEM — necessidade energética de manutencéo; peso corporal %"

— peso
metabalico.

A energia metabolizavel dos alimentos foi calculada conforme o NRC, 2006, e foi
estimada em aproximadamente 3.732 kcal/kg.

A quantidade de alimento calculada foi dividida em duas refei¢cdes diarias (11:00h
e 17:00h). Os animais foram pesados quinzenalmente e ajustes individuais nas
quantidades de alimento fornecido foram realizados para garantir a manutencédo do
peso corporal.

O beta-caroteno utilizado na pesquisa foi doado pela empresa DSM Nutritional
Products (Beta-carotene 10% CWS, Sao Paulo, Brasil). A biomassa seca de espirulina
(Spirulina maxima) para este estudo (figura 2) foi fornecida pela empresa Santos Flora
Comércio de Ervas Ltda. (Spirulina maxima, Sao Paulo, Brasil) seu pais de origem é a
China e teve como numero de autorizacdo da ANVISA 1.04.604-1. O laudo de analise

qguimica do ingrediente encontra-se no Apéndice B.

Figura 2: Ingrediente espirulina (Spirulina maxima) empregado no estudo.

As dietas experimentais foram formuladas com o auxilio do software estatistico

Super Crac (TD Software, Vicosa, Brasil) e as composi¢cdes quimicas analisadas das
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dietas e dos ingredientes encontram-se na Tabela 3. Formulou-se uma dieta controle
negativo, uma dieta contendo beta-caroteno (40ppm) e outras trés dietas contendo
diferentes concentracgdes (0,5%; 1% e 3%) do ingrediente teste espirulina.

Tabela 3: Composicdo quimica analisada das dietas, para caes, com diferentes
adicoes de antioxidantes (valores expressos na matéria seca) 12

Dietas experimentais

Item Co BcCar® Esp 0,5%' Esp1%'  Esp 3%’
Matéria seca (%) 91,84 91,96 92,05 92,78 92,22
Proteina Bruta (%) 24,03 23,33 21,76 21,92 21,74
Extrato Etéreo (%) 13,31 12,77 12,54 12,19 12,48
Fibra Bruta (%) 3,32 2,89 3,11 3,27 2,73
Matéria Mineral (%) 511 4,78 4,92 491 4,87

Extrativos ndo
54,24 56,26 49,76 50,58 50,48

nitrogenados (%)’

Co- controle; BCar- B-caroteno; Esp 0,5%- 0,5% de espirulina; Esp 1%- 1% de
espirulina; Esp 3%- 3% de espirulina, todos adicionados pds-extrusao.

L- Ingredientes: Milho Integral Moido (42,32%), Farinha de visceras de aves (21,91%),
quirera de arroz (20,00%), fibra de cana (3,17%), gliten de milho (0,0-3,0%),
gordura de aves (2,91%), 6leo de peixe (2,00%), hidrolisado de figado (2,00%),
cloreto de potassio (0,56%), fosfato bicélcico (0,49%), calcareo (0,49%), sal comum
(0,41%), I-lisina (0,25%), cloreto de colina (0,20%), premix mineral e vitaminico
(0,15%), antifungico Mold-Zap Aquativa (Alltech do Brasil, Brasil) (0,10%),
antioxidante Banox (Alltech do Brasil, Brasil) (0,04%), espirulina (0,0-3,0%).

2- Enriqguecimento por quilograma: vitamina A (20000Ul); vitamina D3 (1500Ul);
vitamina E (150Ul); vitamina K (1mg); vitamina B1 (1,5mg); vitamina B2 (1,5mg);
pantotenato de calcio (15mg); Niacina (20mg); viamina B6 (1,5mg); biotina (0,2mg);
acido félico (1mg); vitamina B12 (30mcg); colina (1200mg); manganés (6mg); zinco
(150mg); ferro (90mg); cobre (8,5mg); iodo (1,6mg); selénio (0,3mg); propilgalato
(1mg); BHT (1mg); BHT (10mg).

%~ Beta-carotene 10% CWS, DSM Nutritional Products, S&o Paulo, Brasil. Adicdo de
400mg/kg, apds a extrusao.

4—adiqé\o do ingrediente em substituicdo ao gliten de milho.

>~ valores calculados.

As racdes experimentais foram produzidas na Fabrica de Racdo do
Departamento de Zootecnia da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, Campus

de Jaboticabal (FCAV/Unesp). A mistura das racfes foi moida previamente a extrusdo
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em moinho com peneira de 0,8mm e em seguida extrusada (Extrusora MAB 400S, com
capacidade de processamento de 150kg de racdo/hora). As condicbes de
processamento foram controladas (produtividade, pressdo de vapor, temperatura de
extrusao, temperatura de secagem, umidade do extrusado, densidade do extrusado,
umidade da racdo apds a secagem e atividade de agua da racdo seca), procurando-se
manter as mesmas condi¢cdes de processamento para todas as racgdes.

Visando padronizar a composicdo das dietas, foi produzida uma Unica partida de
racdo. Esta foi posteriormente desdobrada nos tratamentos experimentais. Para isto,
tendo em vista a semelhanca do teor de proteina bruta da espirulina e do glaten de
milho (aproximadamente 60%), a dieta controle e com beta-caroteno tiveram adi¢ao de
3% de gluten de milho e nas demais dietas, o gluten foi substituido parcial ou
integralmente pela espirulina.

O recobrimento com os ingredientes em pé das dietas beta-caroteno, 0,5%; 1,0%
e 3,0% de espirulina foi realizado imediatamente ap6s os banhos com gordura e
palatabilizante liquido, visando melhor aderéncia do p6 ao produto final. Para melhor
homogeneizacao e distribuicdo, estes ingredientes (espirulina ou beta-caroteno) foram
previamente pesados e a quantidade total adicionada sobre a racéo, lentamente, com o
misturador helicoidal em movimento. Na Figura 3 podem ser visualizadas as dietas
experimentais finalizadas. Notar que nas dietas C, D e E, a espirulina confere uma
coloracao esverdeada externa devido ao ingrediente. A coloracdo avermelhada da dieta
contendo beta-caroteno (B) é artificial, pelo uso do corante amarelo crepusculo, para

que esta pudesse ser diferenciada da dieta controle (A).
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Figura 3: Dietas: Controle (A); Beta-caroteno (B); 0,5% espirulina (C); 1,0% espirulina
(D); 3% espirulina (E);

As andlises quimicas das racdes foram realizadas no laboratério de Nutricdo

Animal do Departamento de Zootecnia da FCAV/Unesp-Jaboticabal, Sdo Paulo.
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Avaliagdes dos tratamentos

Resposta imunologica

Foram avaliadas ao longo do estudo as respostas imunolégicas de cada um dos
grupos experimentais, por meio de testes in vivo e ex vivo, conforme as descricdes
abaixo. Todas as andlises, apés a colheita e preparo das amostras, foram realizadas no
Laboratério de Imunologia da Faculdade de Ciéncias farmacéuticas da Universidade

Estadual Paulista (Unesp) — Campus de Araraquara-SP.

Producéao de citocinas ex vivo

Amostras de sangue total foram utilizadas para a determinacéo da producao de
citocinas ex vivo por ceélulas mononucleares do sangue periférico (PBMCs) em
mitégenos lipolissacarideo de Escherichia coli (LPS, Sigma Aldrich, Sado Paulo) e
Concanavalina A (ConA tipo IV; C2010; Sigma-Aldrich, S&o Paulo-Brasil), visando
mimetizar as condi¢des in vivo.

Para este teste, foi utilizada uma amostra de oito mililitros (8mL) de sangue total
heparinizado dos animais e a separacdo das células foi realizada com o uso de
Histopaque 1,077 e 1,119 (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, Brasil), seguindo orientacdo do
fabricante, para a obtencdo da camada de células mononucleares com o minimo de
contaminacdo possivel. Apos a separacdo e contagem, verificou-se a viabilidade das
células pelo método do azul de Tripan. Foram consideradas amostras viaveis para o
teste apenas aquelas em que se verificou viabilidade celular acima de 90%. Apds a
confirmacdo da viabilidade celular dentro dos limites toleraveis, as células foram re-
suspendidas em meio de cultura RPMI-1640, contendo 25mM Hepes, penicilina
(100U/mL) e estreptomicina (100ug/mL) (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo-Brasil) e diluidas
para padronizar a concentracdo de 2x10° células/mL de meio de cultura.

Imediatamente apos foram incubadas da seguinte maneira: sé células (sem
adicdo de mitdgenos); celulas estimuladas com lipopolissacarideo de Escherichia coli

(LPS, Sigma Aldrich, S&o Paulo) na diluicdo de 1:10.000; células estimuladas com
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Concanavalina A (ConA, Sigma Aldrich, Sdo Paulo) na diluicdo de 1:10.000. O periodo
de incubacao foi de 24h, seguindo os protocolos j4 padronizados pelo laboratério de
imunologia da FCFAR-Unesp-Araraquara. As condi¢gfes de incubagéo foram de 37°C,
com umidade e atmosfera controlada, contendo 5% de CO,. O sobrenadante das
culturas foi devidamente colhido, apdés a centrifugacdo das placas, identificado e
congelado em freezer a -80°C para posterior quantificacdo das citocinas IFN-y, TNF-q,
IL-10 e IL-4, produzidas durante o periodo de incubacdo. Para a quantificacdo das
citocinas empregou-se um painel para quantificacdo simultanea de até 12 citocinas,
especifico para cdes (MILLIPLEX"MAP, Canine Citokyne, Millipore Corporation,
E.U.A.), pela tecnologia LUMINEX®MAP. Os kits e as andlises foram fornecidos pela
empresa Genese Produtos Diagnosticos Ltda. (Sdo Paulo, Brasil) e as andlises
realizadas apo6s o término do estudo, visando a otimizacdo dos kits para
aproximadamente 76 testes. As citocinas IL-10 e IFN-y foram quantificadas a partir do
sobrenadante da cultura estimulada com o mitdgeno Concanavalina-A. O TNF-a e a IL-
4 foram quantificados a partir do sobrenadante de células estimuladas com o mitégeno
lipopolissacarideo de E. coli. A producdo de citocinas ex vivo foi quantificada em trés

momentos: Inicio (dia 0); no dia 70 e no dia 98 do estudo.

Anticorpos anti-leishmania do isotipo Imunoglobulina G (IgG)

Esta dosagem foi feita com o intuito de verificar a intensidade da resposta vacinal
dos animais. Para isto, todos os cées foram vacinados com 1mL subcutdneo da vacina
anti-leishmania (Leishmune®, FortDodge, S&o Paulo, Brasil). O protocolo de vacinacédo
se deu no momento 70 do experimento, e as colheitas de amostras, foram realizadas
nos dias 0 (basal 1), 70 (basal Il, que corresponde ao dia da vacinacdo), 84 (14 dias
apos a vacinacdo) e 98 (28 dias apos a vacinacao) de estudo. Foi empregada para a
qguantificagcdo de IgG anti-leishmania a técnica de Ensaio Imunoenzimatico Indireto
(ELISA), realizada no Laboratorio de Parasitologia do Departamento de Patologia

Veterinaria da FCAV-Unesp-Jaboticabal.



23

A preparacao do antigeno soltvel de Leishmania chagasi para o teste de ELISA
indireto foi realizado conforme preconizado por Oliveira et al. (2008). Foram adicionados
100pL do antigeno soluvel de L. chagasi diluido na concentracdo 5ug/mL em tampéao
carbonato-bicarbonato de sédio 0,05M, e de pH 9,6 em cada cavidade das microplacas
de fundo plano (Nunclon™ Surface, Nunc. Denmark). Apés incubacéo da placa por 8 a
10 horas em camara umida a 4°C, o excesso de antigeno foi removido por trés
lavagens consecutivas com tampéo PBS 0,01M pH 7,4 contendo 0,05% de Tween 80.
As placas foram bloqueadas com PBS-Tween 80 acrescido de 6% de leite em p6é em
camara umida a 37°C por 90 minutos. Apos nova lavagem para retirada do bloqueador
foram adicionados, em duplicata, 100uL dos soros testes e dos soros de referéncia
positivos e negativos na diluicdo 1:400 em PBS Tween 80 com 5% de leite em po
desnatado. As microplacas foram entdo novamente incubadas e lavadas como descrito
anteriormente e 100uL do conjugado anti-IgG de cdo com a peroxidase (Sigma — Cat.
n° A6792-1ML) na diluicdo 1:8000, diluido em PBS-Tween 80 acrescido de 5% de soro
normal de coelho foram adicionados a cada cavidade da placa, seguindo-se nova
incubacdo e lavagem como as anteriores. Adicionou-se o substrato (comprimidos O-
fenilenodiamina dicloridrato, 2mg de substrato por comprimido), diluido em tampé&o
citrato e peréxido de hidrogénio. Apdés 15 minutos adicionou-se acido sulflrico para
bloquear a reacdo enzimética. A leitura da placa foi feita em filtro de 490nm. Os
resultados encontrados foram expressos como indice amostra/positivo (A/P), o qual foi
calculado através da seguinte formula:

A/P= (DO amostra — DO soro negativo)/(DO soro padrdo positivo — DO soro
negativo)

Onde: DO amostra é a densidade 6ptica da amostra analisada

DO soro negativo € a densidade 6ptica dos soros padrdo negativos

DO soro positivo é a densidade 6ptica dos soros padréo positivos
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Teste de hipersensibilidade cutanea tardia

Para a avaliagdo da resposta celular por este teste, o antigeno foi injetado pela
via intradérmica na prega cuténea localizada na regiao lateral do abdémen dos animais,
conforme ilustrado nas figuras 4 e 5. Para a execucdo deste procedimento a regiao foi

devidamente depilada.

Figura 4. Regido lateral ao abdémen depilada para a realizacdo do teste de

hipersensibilidade cutanea tardia (DTH).

Figura 5. Prega cutanea da virilha com os locais de inoculacdo da solucdo salina
(marcacdo a esquerda) ou dos antigenos vacinais de leishmania (marcacao
central) e raiva (marcacgdo a direita).
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Foi inoculado 0,1mL de cada uma das solu¢cbes na regido descrita, conforme
seguem: 1) no ponto mais cranial - salina (8,5g/L) como controle negativo (branco); 2)
no ponto intermediario - vacina com antigeno modificado de leishmania (Leishmune®,
FortDodge, S&o Paulo, Brasil); 3) no ponto mais caudal - vacina anti-rabica (Rai-vac®l,
Fort Dodge saude animal, Campinas, Brasil).

O aumento de volume da pele foi mensurado nos momentos 24, 48 e 72h apos
as injecdes intradérmicas e comparado com as mesmas medidas no momento inicial,
com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo, modelo 500-144b, Tokio, Japéo), que
aplica automaticamente a for¢ca de 2 Newton no local de mensuracdo. Os momentos de
realizacdo do teste foram nos dias experimentais 0 e 98. Foram apresentados apenas
os resultados do dia 98, uma vez que o teste realizado no momento inicial serviu

apenas para assegurar igualdade entre 0s grupos experimentais.

Imunofenotipagem

Os caes foram submetidos a avaliagdo quantitativa de células CD4, CD5, CDS8 e
CD21 no sangue periférico, para a imunofenotipagem dos linfocitos. A
imunofenotipagem foi realizada por citometria de fluxo, no laboratério de imunologia da
Faculdade de ciéncias farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista — Campus de
Araraquara,

Os estudos citofluorométricos foram realizados num prazo maximo de 24 horas
apos a colheita do sangue, no momento 0, 70 e 98 do experimento. A metodologia para
a avaliacdo citofluorométrica incluiu identificacdo de quatro tubos estéreis para cada
amostra. (tubo 1 - y1PE/N2FITC, tubo 2 -CD5FITC/CD4PE , tubo 3— CD5FITC/CD8PE e
tubo 4- CD5FITC/CD21PE). Foram adicionados 100uL de amostra (sangue periférico) e
2uL dos respectivos reagentes: y1PE (R104, Caltag) e y2FITC (MCA1212F, Serotec) no
tubo 1; anti-CD5 conjugado com FITC (MCA1037F, Serotec) e anti-CD4 conjugado com
PE (MCA1038PE, Serotec) no tubo 2, anti-CD5 conjugado com FITC (MCA1037F,
Serotec) e anti-CD8 conjugado com PE (MCA1039PE, Serotec) no tubo 3 e anti-CD5
conjugado com FITC (MCA1037F, Serotec) e anti-CD21 conjugado com PE (VMRD) no
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tubo 4. Os tubos foram incubados por 20 minutos a temperatura ambiente no escuro.
Um mililitro de tampéo de lise de hemacias foi adicionado em cada tubo, seguido da
homogeneizacéo e incubacgdo abrigado da luz a temperatura ambiente por 10min.; os
tubos foram entdo incubados por dez minutos a temperatura ambiente no escuro.
Posteriormente, foi realizada a lavagem do material com PBS por trés vezes, que
consiste na centrifugacdo a 1800rpm por trés minutos, desprezado o sobrenadante e
adicionados 2mL de PBS.

Depois de desprezado o sobrenadante, foi adicionado 200uL de PBS nos quatro
tubos e as amostras submetidas a andlise no citofluorébmetro FACS (Becton Dickinson,

San Jose, CA) para identificacdo e contagem das subpopulacdes linfocitarias.

Mensuracgao do status oxidativo sérico

Nos dias experimentais 0, 70 e 98 foi avaliado o status oxidativo dos animais aos
tratamentos, pela quantificacdo de metabdlitos da peroxidagdo lipidica no soro dos
animais (substancias reativas ao acido tiobarbiturico), pela determinacao da capacidade
antioxidante sérica e ainda pela quantificacdo do &cido urico, conforme descrito a

seqguir.

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Este método foi realizado conforme descrito por Paya et al. (1992). A extensédo da
degradacao dos lipideos pelo ataque de radicais livres pode ser indiretamente medida
por este método, que consiste na reatividade dos produtos finais da lipoperoxidacgéao,
especialmente o malondialdeido e outros aldeidos, com o &cido tiobarbiturico,
produzindo cromégenos que podem ser medidos espectrofotometricamente entre 520-
540nm. Foram separadas duas amostras de soro de cada animal. Foi adicionada a
primeira 2mL da solucdo de TBA (15% de Acido Tricloroacético, 0,275% de Acido
Tiobarbitarico e 0,25M de Acido Cloridrico). Em seguida, os tubos foram fervidos por 15
minutos em banho-maria e, entdo, resfriados e centrifugados por 15 minutos a 1200G,

formando um precipitado. O sobrenadante foi analisado ao espectrofotometro UV-
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visivel. O cromdgeno desenvolvido foi identificado por meio de leituras de absorbancia
em um comprimento de onda fixo de 532nm conforme metodologia descrita por Paya et
al. (1992) determinando a quantidade de lipoperoxidacdo na amostra. A segunda
amostra foi adicionada 2mL de solucdo de TBA-SG (15% de Acido Tricloroacético,
0,375% de Acido Tiobarbiturico, 0,25M de Acido Cloridrico, 0,24mM de Cloreto de Ferro
e 50uM de Hidroxitoluenobutilado). Esse procedimento foi denominado de sistema
gerador e tem a mesma funcdo do sistema gerador para o radical O, e H,O,. Os
resultados foram expressos em valores de absorbancia, considerando que a elevacéao
da absorbancia € diretamente proporcional a concentracdo de malondialdeido presente

na amostra.

Capacidade antioxidante total (TAC)

Essa € uma técnica utilizada para mensuracdo de radicais totais em culturas
celulares, tecidos, plasma e soro. Foi utilizado kit especifico (Antioxidant Assay Kit,
CS0790, Sigma, Sao Paulo, Brasil), cujo principio é a inducéo in vitro da formacéo dos
radicais ferril mioglobina, metmioglobina e peréxido de hidrogénio que oxidam o ABTS
(2,2-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)) levando a producdo de um radical
cation ABTS®, um cromdgeno solivel de coloracdo esverdeada que pode ser
determinado pelo espectrofotometro num comprimento de 405nm. Desta forma, a
presenca de antioxidantes na amostra inibe parcialmente a oxidacdo do ABTS. Para o
teste, as solucbes estoques foram preparadas de acordo com o boletim técnico que
acompanha o Kit da seguinte maneira: o tampéao foi diluido a 10X; solugdo estoque de
mioglobina (adicionado 285uL de a4gua e estocado a menos 20°C); solucdo trabalho
(lpuL de estoque de mioglobina em 99uL de tampdo, no momento da utilizacdo);
solugéo trabalho de Trolox (adicionado 2,67mL de tampéo 1X, estocado a -20°C);
solugdo ABTS (adicionado um tablete de ABTS mais um tablete de fosfato mais 100mL
de agua, estocado a 4°C); solucéo trabalho 10uL da solugdo de ABTS mais 25uL de

peroxido de hidrogénio a 3% que deve ser utilizado em 20 a 30 minutos. O plasma foi
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descongelado a temperatura ambiente e centrifugado a 2000g por 10 minutos a 4°C,
removendo-se 0 sobrenadante para continuar o procedimento.

O procedimento foi realizado em placas de 96 pocos sendo adicionados sobre o
sobrenadante 10uL da solucdo trabalho de Trolox, 20uL da solucdo trabalho de
mioglobina, 150uL de solugéo trabalho de ABTS. Passados dois minutos, periodo de
incubacdo em temperatura ambiente foi adicionado 100uL de solugdo STOP que se
encontrava em temperatura ambiente. Em seguida, foi efetuada a leitura em
absorbéncia de 405nm. Para o conhecimento das concentragcdes de antioxidante foi
construida uma curva padrdo com a expressao dos resultados em equivalentes de

TROLOX (analogo hidrossoluvel da vitamina E).
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Analise estatistica

Comparacdo multipla das médias

Para esta analise os dados foram submetidos a analise de covariancia
(ANCOVA), considerando como co-variavel as dosagens do momento inicial para cada
variavel, dentro dos respectivos grupos. Desta forma o momento inicial foi co-variavel
dos momentos posteriores (70, 86 e 98 dias). Considerou-se para esta analise, 5% de
probabilidade. Verificou-se os efeitos de tratamento, periodo e as interacbes. Para a
comparacao multipla das médias, utilizou-se o teste Tukey, considerando o pareamento
dos dados ao longo do tempo (0, 70, 86 e 98 dias) dentro dos grupos e nédo-pareamento
dos dados entre os grupos, dentro de cada periodo, considerando também 5% de
probabilidade. Os dados estdo apresentados como média (ajustadas pela co-variavel) e
erro-padréo da média.

Analise de regressao (estudo de niveis)

Esta andlise foi realizada para a verificacdo da relacdo entre a adicdo de
espirulina nas racdes e respostas bioldgicas dos animais. Para isto, foram incluidos
apenas os tratamentos Controle (0% de espirulina); 0,5%; 1,0% e 3,0% de espirulina.
Verificou-se os efeitos lineares e quadraticos, considerando 5% de probabilidade. Para
estas analises utilizou-se o valor ajustado de cada variavel em fungcéo da covariavel M-
0, conforme descrito acima.

Contrastes ortogonais

Adicionalmente, realizou-se a analise de contrastes ortogonais, respeitando os
seguintes modelos pré-estabelecidos: Controle vs. Espirulina; Beta-Caroteno vs.
Espirulina, também considerando 5% de probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
estatistico SAS (SCHLOTZAUER & LITTELL, 1997) e os dados apresentados em uma

mesma tabela, de acordo com o grupo de variaveis.
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IV. RESULTADOS E DISCUCAO

Consumo das dietas, peso corporal e consideragdes gerais sobre o
ingrediente
O peso corporal foi mantido constante ao longo do estudo, mas a ingestédo

energética dos animais teve que ser reduzida em todos 0s grupos para ndo ocorrer
ganho de peso (Tabela 4).

Nao foi verificada recusa ou reducéo na ingestéo dos alimentos com a utilizagao
da espirulina nas dosagens empregadas no estudo. Da mesma forma, ndo se verificou
alteracdo na qualidade das fezes ou qualquer outra alteracdo clinica dos animais,
porém, as fezes dos cédes que consumiram o alimento com 3% de espirulina ficaram
esverdeadas.

O ingrediente mostrou-se seguro para a utilizacdo na dieta de caes até as
concentracdes empregadas neste estudo, visto que n&o foi verificada qualquer
modificacdo no hemograma ou exames bioquimicos sanguineos dos cées, realizados

no inicio e término do estudo (dados ndo apresentados).

Tabela 4: Peso corporal e ingestdao energética diaria pelos caes ao
longo do estudo

Periodo Co BCar Esp 0,5% Esp 1% Esp 3%

Peso corporal (kg)

Inicio 11,3+0,6 122+06 115+05 11,8+04 11,6 +£0,9
70 dias 115+0,6 12,3+06 11,4+06 119%0,3 116+1,0
98 dias 115+0,6 123+0,7 11,3+06 119+04 116+1,0
Média 11,4+0,6 12,3+ 06 11,4+0,5 119+05 11,6 +£0,9

Ingestdo energética diaria (kcal/kg(PC)%")

Inicio 130+ 8,0 130+ 8,0 130+7,0 130+6,0 130+11,0
70 dias 115+8,0 109+8,0 114+7,0 111 +6,0 109+11,0
98 dias 117+£8,0 113+£5,0 124 +9,0 114 +£5,0 116 +11,0
Média 121 +6,0 118+ 2,0 123+9,0 119+4,0 119+6,0

Co= controle; BCar= ragdo com B-caroteno; Esp 0,5%= racéo com 0,5% de espirulina; Esp 1%=
racdo com 1% de espirulina e Esp 3%= ragdo com 3% de espirulina
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Imunofenotipagem

Os dados de imunofenotipagem estdo apresentados na Tabela 5. Ndo houve
efeito dos tratamentos para nenhuma das popula¢des linfocitarias estudadas (P>0,05).
Desta forma, a utilizacdo da espirulina ou B-caroteno ndo estimularam ou inibiram a
resposta linfocitaria in vivo dos animais, nas dosagens empregadas.

Por outro lado, houve efeito significativo de periodo, conforme o momento do
experimento para os linfécitos T citotoxicos (CD8+; P<0,05), linfocitos B (CD21+;
P<0,05) e a relacdo linfécitos T-helper: T-citotoxicos (CD4+:CD8+; P<0,05). No
protocolo experimental, estimulou-se a resposta imunoldgica dos animais por meio da
vacinacao, que representa um estimulo que ndo compromete a saude e bem-estar dos
animais. A vacina anti-leishmania foi aplicada ap6s 70 dias do inicio do consumo das
racdes. Esta vacina apresenta antigeno do tipo FML (fucose-manose-ligante), antigeno
extraido das leishmanias do complexo L. donovani (L. donovani/L. infantum/ L.
chagasi), com o poder imunogénico amplificado pelo adjuvante saponina. Assim, no
momento inicial (dia 0) o sistema imunoldgico dos animais ndo estava desafiado e
todos estavam sob efeito da dieta de adaptacdo, no dia 70 os grupos estavam
recebendo seus respectivos tratamentos, porém o sistema imunolégico ainda néo
estava passando por qualquer desafio e no momento final (dia 98) os animais haviam
sido vacinados ha 28 dias, estando com seu sistema imunolégico estimulado.

Existem dois tipos principais de resposta imunoldgica, que sédo a resposta inata e
a adaptativa (Borchers et al., 2008). A resposta de células T e B verificadas neste
estudo representam a resposta adaptativa e sdo altamente especificas a antigenos
particulares. A principal funcdo das células B (CD21+) € produzir anticorpos, 0s quais
irdo neutralizar antigenos e destruir patdogenos. Existem 5 maiores classes de
anticorpos: IgA, IgD, IgE, IgM e IgG. As células B em repouso expressam
principalmente IgM e IgD em sua superficie e quando ativadas, iniciam a secrec¢do de
IgM. As células T sao classificadas como helper e citotoxicas. As células T helper

apresentam como principais funcdes a eliminagdo de patdgenos juntamente com 0s
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macrofagos e ativacdo e manutencdo das células B. Ja as células T citotOxicas atuam
diretamente nas células infectadas, para a eliminacdo de patégenos e apoptose
(BORCHERS et al., 2008).

A espirulina apresenta na sua composicdo aproximadamente 60% de proteina,
uma variedade de polissacarideos, acidos graxos poliinsaturados, vitaminas, minerais e
compostos fendlicos. Uma das proteinas abundantes na espirulina (15-20% da matéria
seca da alga) € a C-ficocianina, a qual esta covalentemente ligada a outro croméforo, a
ficocianobilina e € responsavel pela coloracdo verde-azulada da alga. A C-ficocianina e
outros polissacarideos da espirulina tém sido investigados pela sua habilidade em
influenciar a resposta imunoldgica dos animais e seres humanos. Estudos em ratos
demonstraram elevacéo significativa na producdo de anticorpos das classes IgM, 1gG e
IgA em resposta a ingestédo da alga (HAYASHI et al., 2008). Apesar desta melhora, os
resultados ainda séo controversos e as doses nas quais a producdo de IgM foi
significativamente elevada foi a partir da inclusdo de 10% de espirulina na dieta,
justificando que no presente estudo a adicdo maxima de 3% n&o tenha sido efetiva.
Além disso, fatores como temperatura de cultivo e concentragdo de sais na agua
influenciam diretamente a composi¢cdo quimica da espirulina (COLLA et al., 2004),
podendo alterar sua composicdo de antioxidantes (ESTRADA et al., 2001; MIRANDA et
al., 1998) e &cidos graxos poliinsaturados (ISHIKAWA et al., 1989), os principais
componentes da alga responsaveis por sua acao na resposta imunoldgica dos animais
e seres humanos.

Outros estudos demonstraram efeitos da espirulina sobre as contagens de sub-
populacdes linfocitarias. Azabji-Kenfack et al. (2011) compararam os efeitos da
suplementacgédo de soja ou espirulina para individuos aidéticos severamente desnutridos
e imunossuprimidos, verificando que a espirulina, mas nédo a soja, foi capaz de elevar
as contagens de células da subpopulacdo CD4, sendo estes valores elevados para
mais que o dobro das contagens iniciais. Apesar disto, outros achados da literatura
consultada sugerem efeito oposto desta alga sobre o sistema imunologico. Rasool &

Sabina (2009) alimentaram ratos com um equivalente a uma dieta contendo de 2-4% de
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Spirulina fusiformis e verificaram potente efeito imunossupressor desta cianobactéria
sobre a resposta imune mediada por células e humoral.

As possiveis causas dos diferentes achados entre os estudos podem ser
explicadas pelas diferentes dosagens empregadas, espécie de espirulina, condi¢des de
cultivo e, ainda, da fracdo desta cianobactéria empregada nos estudos, podendo esta
fracdo empregada ser estimulante ou inibidora do sistema imunolégico. Lobner et al.
(2008) verificaram o efeito da Immulina, um polissacarideo de alto peso molecular
extraido da Spirulina platensis sobre a resposta imune adaptativa em seres humanos e
verificaram efeito significativo deste polissacarideo sobre a taxa de proliferacdo de
células CD4", além de efeitos estimulatorios sobre a producdo de citocinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a e efeitos inibitérios sobre citocinas inibitérias da
atividade de macroéfagos, como IL-10. Por outro lado, Zhang et al. (2005), extrairam a
C-ficocianina da Spirulina platensis e avaliaram seus efeitos in vitro sobre o cluster de
diferenciacdo de células tumorais (células Hela) e verificaram efeitos estimulatorios
dose-dependentes desta proteina sobre a apoptose destas células tumorais e também
inibitérios sobre taxa de multiplicacéo celular, evidenciando atividade anti-tumoral da C-
ficocianina. Considerando que a espirulina possui componentes celulares com atividade
estimulatoria sobre o sistema imunoldgico e outras com efeitos antitumorais ou até
mesmo inibitérios sobre componentes da resposta imunologica, este fato justifica os
diferentes achados entre estudos.

O B-caroteno apresentou resultados benéficos na resposta imunologica de caes
(Chew et al., 2000), especialmente na elevagdo de linfocitos CD4+ e IgG quando
fornecido entre 20ppm e 50ppm em dietas para caes, neste estudo optou-se por incluir
um tratamento contendo B-caroteno para comparar seus efeitos aos propiciados pelos
tratamentos contendo espirulina, servindo assim como um controle positivo. No entanto,
no presente estudo, o B-caroteno também nao propiciou aumento nas contagem de
subpopulagdes linfocitarias, semelhantemente a espirulina. Possiveis explicacbes para
isto incluem as baixas concentracbes de [-caroteno na dieta, que propiciou
aproximadamente a ingestdo de 20mg por animal/dia; as concentragbes deste nutriente

no ingrediente comercial utilizado, cuja quantificacdo néo foi realizada com sucesso; a



34

qualidade da dieta basal, que favoreceu boas condi¢cdes de saude para todos os cées,
inclusive os pertencentes ao grupo controle. Massimiro et al. (2003) estudaram o0s
efeitos da adicdo de [(B-caroteno na dieta de cées jovens e idosos. Verificaram que os
caes jovens apresentaram menores percentuais de células CD4+ e menores taxas de
multiplicacdo de linfécitos B (CD21+) e T (CD5+) e que estes déficits foram

reestabelecidos com a utilizagdo de -caroteno.
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Quantificagdo de anticorpos anti-leishmania do isotipo 1gG

Considerando a ampla variabilidade individual dos resultados obtidos da
quantificacdo de IgG anti-leishmania, para se reduzir o coeficiente de variacdo os
dados foram transformados para raiz quadrada da concentracao de IgG obtida. Esta
transformacao permitiu que os coeficientes de variagdo dos tratamentos fossem

inferiores a 40%, valor este ainda elevado, porém, aceitavel (Tabela 6).
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N&o foi verificado efeito de tratamento da resposta vacinal (P>0,05) pelo
protocolo empregado. Da mesma forma, ndo houve relacdo linear ou quadratica na
resposta dos animais a inclusao de espirulina nas dietas. Por outro lado, o protocolo
de vacinacdo empregado e o método de ELISA utilizado para a quantificacdo desta
imunoglobulina foram considerados adequados, uma vez que a vacinac¢ao no dia 70
propiciou elevacado significativa nos niveis séricos de IgG anti-leishmania (P<0,05)
nos dias 86 e 98 do experimento (Tabela 6).

Existem alguns estudos que investigaram os efeitos da espirulina sobre a
producédo de anticorpos pelos linfécitos B em resposta a imunizagéo (resposta imune
primaria). Neste estudo, ratos alimentados com dietas contendo 10% a 20% de
espirulina apresentaram elevacao significativa na producdo de IgM, mas nao na
producao de IgG em resposta ao desafio antigénico (Hayashi et al., 1994). Por outro
lado, Qureshi et al. (1996) utilizaram 1% de espirulina em dietas para frangos e
observaram elevacdo significativa na producdo de IgG antigeno-especifica. No
presente estudo, mesmo empregada na concentracdo de 3%, nao foi possivel
verificar maior producdo de IgG nos animais permanecendo em aberto se esta
influéncia a espécie canina ou se a questao se remete as condi¢des de producao da
alga.

Ao observar a Tabela 6 € possivel verificar uma elevada diferenca numérica
na resposta vacinal entre o grupo controle e os demais tratamentos. No entanto,
considerando que estas diferencas ja existiam no momento basal, a analise de
Covariancia empregada foi importante para que nédo fossem tomadas decisOes
errbneas sobre os tratamentos experimentais. Na figura 6 encontra-se a

representacéo grafica da resposta vacinal dos animais.
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Figura 6: Concentracdes de imunoglobulina G (IgG), expresso como indice

amostra:padrao positivo (A/P) nos dias 0, 70, 86 e 98, mediante consumo

das racdes experimentais 0%, 0,5%, 1% e 3% de espirulina e [3-caroteno.

Teste de hipersensibilidade cutanea tardia (DTH)

Os resultados deste teste encontram-se na Tabela 7. Os estimulos vacinais

empregados foram eficientes em promover a resposta cutanea dos animais. No

entanto, os animais responderam de maneira diferente a ambas as vacinas

empregadas (anti-leishmania ou anti-rabica).
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Pode-se verificar que a vacina anti-leishmania propiciou resposta maxima de
aumento de volume cutaneo 24 horas ap0s a inoculacédo, com reducao da reacao as
48 e 72 horas, retornando praticamente aos valores basais. Esta resposta foi
semelhante a descrita por Kim et al. (2000) em cdes, utilizando vacina polivalente
contendo fracdes virais. Por outro lado, a vacinagao antirrabica estimulou resposta
cutanea continua desde o momento da aplicacdo até 72 horas apds sua aplicacéo,
com aumento crescente de espessura da pele ao longo do periodo de observagéo.
Tais diferencas possivelmente ocorreram devido a natureza das vacinas
empregadas, uma vez que a vacina anti-leishmania € composta por uma fracéo
especifica do microrganismo, a FML (fucose-manose-ligante), o que favorece
resposta imunoldgica especifica no hospedeiro. Por outro lado, na vacina antirrabica,
o estimulo antigénico empregado é o proprio virus da raiva atenuado, o que estimula
toda a cascata de resposta imunolégica do hospedeiro a uma infeccdo viral. Alguns
animais apresentaram fibrose no local da aplicacdo da vacina antirrabica, que
permaneceu ainda por meses apo0s o estudo, dificultando a interpretacdo destes
resultados e tornando ndo recomendavel a sua utilizacao.

O DTH é um teste comumente utilizado para a verificacdo da imunidade
mediada por células (KIM et al., 2000). A reacao cutanea de hipersensibilidade tardia
€ uma resposta inflamatéria caracterizada por um infitrado de células
mononucleares, constituidos especialmente por linfécitos T de memoéria que, em
presenca de antigenos especificos, liberam citocinas recrutadoras de macrofagos
(DE CAMPOS, 2005). A resposta medida consiste em uma resposta inflamatoria
local mediada por linfécitos T helper que penetram no sitio da inje¢cdo do antigeno,
reconhecem os complexos de peptideos e o Complexo de Histocompatibilidade
Principal da classe-1l (MHC-Il) nas células apresentadoras de antigeno e liberam
mediadores inflamatérios que aumentam a permeabilidade vascular local, e
propiciam a formacdo de edema, que é medido com o auxilio de um cutimetro ou
micrémetro (HUGHES, 1999).

Verificou-se diferenca na espessura da pele em todos os momentos, para
ambas as vacinas. No entanto, ndo foi verificado efeito do ingrediente estudado
sobre este parametro, conforme pode ser constatado na Tabela 7. Nas figuras 7 e 8

encontram-se os valores de elevacgéo percentual da espessura da pele em resposta
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a vacina anti-leishmania e antirrabica, respectivamente. Na vacina anti-leishmania,
pode-se verificar 0 aumento numeérico nas respostas dos grupos que receberam 1%
e 3% de espirulina, respectivamente, porém, estes aumentos ndo foram
significativos (P>0,05).

Outros estudos com antioxidantes em cées e gatos observaram aumento
significativo na resposta ao DTH nos animais tratados com antioxidantes (KIM et al.,
2000; KIM et al., 2001; CHEW et al., 2000; HAYEK et al., 2002). Chew et al. (2000)
verificaram elevagdo significativa da resposta intradérmica a uma vacina polivalente,

em céaes beagle alimentados com 20 e 50mg de B-caroteno diariamente. No
presente estudo, apesar dos cées alimentados com 1% e 3% de espirulina terem
apresentado elevacdo muito semelhante numericamente a verificada por Chew et al.
(2000), esta diferenga nao foi significativa. O grupo que recebeu 3-caroteno
apresentou resposta muito semelhante ao grupo controle. Uma possivel explicagéo
para a discrepancia de achados entre o presente estudo e o de Chew et al. (2000)
sdo as diferenca nos estimulos antigénicos empregados, a dieta controle do
presente estudo, que foi considerada de elevado valor nutricional, ou mesmo
diferencas na abordagem estatistica realizada pelos autores supracitados.
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Figura 7: Aumento percentual da espessura da pele dos caes as 24h, 48h e 72h de

inoculacdo intradérmica da vacina, em relacdo a afericdo basal, mediante

consumo das rac¢fes controle (0%), B-caroteno ou espirulina (0,50%; 1% e

3%), aos 98 dias de experimento.
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Figura 8: Comparacdo dos tratamentos controle (0%), B-caroteno ou contendo

espirulina (0,50%; 1% e 3%), aos 98 dias de experimento, verificando o

aumento percentual da espessura da pele dos cées as 24h, 48h e 72h de

inoculacédo intradermica da vacina anti-rabica, em relacao a afericdo basal.
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Producéo de citocinas ex vivo

N&do houve efeito de tratamento para as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-4
(P>0,05). Estes resultados encontram-se na Tabela 8.

Mao et al. (2005) encontraram que a administracdo de 2 gramas de espirulina
diariamente durante 12 semanas em 36 pacientes humanos alérgicos reduziu a
producdo de IL-4 em células mononucleares em sangue periférico sem reducao
concomitante na producéo de IFN-y, indicando que a inibicdo da diferenciacdo de
células Th2 ocorre principalmente pela reducdo na producdo de IL-4. As acdes
biologicas da IL-4 incluem principalmente, a estimulacdo da IgE e rea¢fes mediadas
por mastécitos/eosindfilos, sendo a sua producdo importante para o0
desenvolvimento de alergias. E ainda promove o desenvolvimento de células Th2
em células T auxiliares (ABBAS et al., 2005). Além de apresentar um papel central
na producdo de IgE pelos linfécitos B, a IL-4 ativa varios outros tipos celulares
envolvidos em processos alérgicos (MAO et al., 2000).

A producéo de citocinas depende de uma complexa rede de comunicagao
celular para permitir que o hospedeiro mantenha-se protegido contra os desafios
ambientais ou enddgenos. A ativagdo do sistema imunoldgico e inflamacéo estédo
profundamente envolvidas na patogénese de muitas doencas (SCHROECKSNADEL
et al., 2007) e os nutrientes ingeridos na alimentacdo podem modular de maneira
efetiva a resposta imunoldgica, tornando-a mais pré ou anti-inflamatoria (CHEW et
al., 2002).

O interferon gamma (IFN-y) € uma glicoproteina secretada pelos linfécitos T
pro-inflamatérios e pelas células NK. E o principal fator ativador de macréfagos, nos
quais estimula a producdo de TNF-a, aumenta a sua capacidade litica e induz a
expressdo de moléculas de histocompatibilidade de MHC 1 e Il, aumentando a
exposicao antigénica e a ativacao de linfécitos CD4 e CD8. (TIZARD et al., 2009)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma proteina produzida por
macrofagos, mastocitos, linfocitos T, células endoteliais, linfocitos B e fibroblastos.
Pode ser encontrado na forma livre ou aderido a membrana. No momento em que 0s
macrofagos e mastocitos detectam os patdgenos invasores, liberam os TNF-a que
estdo associados as suas membranas que passam a forma sollvel, e estimula a

liberacdo de quimiocinas e citocinas e promove a aderéncia, migracao, atracédo e
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ativacdo dos leucocitos ao foco da invasdo. Atua também sobre os neutrdfilos,
aumentando sua capacidade de destruir os agentes invasores, atraindo 0s
neutrofilos até as zonas de lesdo tissular e aumentando sua capacidade de
aderéncia ao endotélio vascular. O TNF-a pode destruir algumas células tumorais e
células infectadas por virus mediante a ativacdo em cascata e inducéo da apoptose
(TIZARD et al.,, 2009). O TNF-a e o IFN-y apresentam papel fundamental na
inflamac@o. Compostos antioxidantes com atividade anti-inflamatéria, de uma
maneira geral promovem supressdo na producao de TNF-a e IFN-y em estudos ex
vivo (SCHROECKSNADEL et al.,, 2007). No presente estudo, no entanto, as
producdes de TNF-qa, IL-4 e IFN-y foram semelhantes entre os grupos controle e

tratados com antioxidantes espirulina e 3-caroteno (P>0,05).
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Por outro lado, a producao de IL-10 foi significativamente reduzida nos grupos
tratados com espirulina nas concentracdes de 1 e 3% (p<0,05). No presente estudo,
a correlacdo entre a producdo ex vivo de IL-10 e os valores séricos de TBARS
também foi positiva e significativa (r=0,64; P<0,001).

A IL-10 é um inibidor de macrofagos e células dendriticas ativados e esta
envolvida no controle das reac¢des da imunidade natural e da imunidade mediada por
células. E conhecida como um inibidor da producéo de IFN-y (ABBAS et al., 2005).
Esta citocina foi descoberta inicialmente, como um fator de inibicdo pela producéo
de Th-1. Aparece como um fator crucial da tolerancia periferal e o principal
supressor da resposta imune e da inflamacéo. A funcéo inibitoria da IL-10 é mediada
pela inducdo das células T regulatérias (FICKENSCHER et al.,, 2002). A IL-10
também regula a producédo de outras citocinas, como IL-1, IL6, IL-8 e TNF-qa, as
quais séo consideradas citocinas pré-inflamatoérias em processos agudos e crénicos
(MALEFYT et al., 1991).

A IL-10 apresenta um papel importante na regulacdo da expressao de outra
citocina ativadora de respostas Thl, a IL-12, sendo esta producdo importante para
regular a intensidade da resposta inflamatéria. Uyemura et al. (1996) verificaram
aumento nas concentracfes de IL-12 em placas ateroscleréticas de LDL-oxidada e
verificaram, concomitantemente, aumento nas concentracdes de IL-10 nestas
placas. Este achado sugeriu um efeito modulador da IL-10 frente a este processo
oxidativo, comprovado diante da administracdo exégena de IL-10, o qual induziu a
reducdo de IL-12 nestas placas ateroscleréticas. A inducdo da producédo de IL-10
nestes casos € importante para reduzir a resposta inflamatéria local, a qual aumenta
os danos oxidativos locais, pela geracao de espécies reativas de oxigénio (BOGDAN
et al., 1991). Por este motivo a IL-10 € conhecida pelo seu papel na regulacédo da
formacdo de espécies reativas de oxigénio no organismo, podendo ser mais
expressa em situacdes de maior stress oxidativo (STENVINKEL et al., 2005). No
entanto, existem situacdes de maior stress oxidativo nas quais a expressao desta
citocina esta mais baixa, conforme verificado por Stenvinkel et al. (2005) em
pacientes com uremia elevada por doenca renal, nos quais estavam elevadas as
concentracdes de IL-6 e TNF-a, sendo este ultimo considerado inibidor da expressao
de IL-10.
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Neste estudo a producdo de IL-10 foi significativamente reduzida nos grupos
tratados com espirulina nas concentracdes de 1 e 3%, além do contraste ortogonal
Controle vs. Espirulina apés a vacinacdo, no dia 98, ter demonstrado efeito
significativo na reducéo da producéo desta citocina (P>0,05). O status de oxidacgéo-
reducdo (REDOX) do organismo constitui um potencial mecanismo ativador da
inflamacdo em condicbes de stress oxidativo. Recentemente a IL-10 tem sido
implicada como uma citocina anti-inflamatéria e com propriedades indiretas sobre 0s
sistemas antioxidantes organicos, sendo as vias de oxidacdo-reducdo
correlacionadas positiva ou negativamente com a producao de IL-10 (HADDAD & &,
2002). Drabko et al. (2008) verificaram correlag&o positiva entre os niveis séricos de
Malondialdeido e IL-10 em pacientes humanos com leucemia. Este fato
possivelmente se deve a atividade imunomoduladora desta citocina, a qual é mais
exigida em situacfes de stress oxidativo. No presente estudo, a correlacdo entre a
producdo ex vivo de IL-10 e os valores séricos de TBARS também foi positiva e
significativa (r=0,64; P<0,001), explicando a reducdo da concentracdo desta citocina.

Dhingra et al. (2009) verificaram que a producdo aumentada de TNF-a em
ratos promove aumento nas lesdes em cardiomidcitos pelo aumento na producédo de
radicais livres e a producdo de IL-10 antagoniza os efeitos nocivos do TNF-q,
demonstrando desta forma as propriedades anti-inflamatérias e mecanismos de
atuacao antioxidante desta citocina, gracas a inibicdo da fosforilagdo da enzima kB-
kinase (IKK), a qual esta envolvida na estimulacao da resposta efetora Thl.

Apesar da maior producao de IL-10 apresentar papel crucial no controle das
producbes de TNF-a e IFN-y (NANDI et al.,, 2010), modulando a resposta
inflamatoria exacerbada, a utilizacdo de antioxidantes parece reduzir a necessidade
organica da producéo desta citocina. Barker et al. (2009) suplementaram vitaminas
C e E em pacientes humanos submetidos a cirurgia reconstrutiva do ligamento
cruzado anterior e verificaram que o grupo controle ndo suplementado apresentou
elevacao significativa nas concentracdes séricas de IL-10 nas primeiras horas apés
a cirurgia, enquanto estas concentragdes foram menores nos grupos suplementados
com antioxidantes. Possiveis explicacdes encontradas pelos pesquisadores foram
que a utilizacdo de substancias com propriedades antioxidantes, por si s6, promove

melhor regulagdo do status inflamatério do organismo, podendo ser verificado nestes
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casos uma reducdo na producdo de IL-10. No presente estudo, no entanto, o
tratamento B-caroteno e espirulina 0,5% néo resultaram em reducdo da oxidacéo
organica e também néo se associaram a reducado da producéo de IL-10.

A producgdo de todas as citocinas teve efeito significativo de periodo (P<0,05).
Em relac&o ao sistema imune, o experimento pode ser dividido em dois momentos:
entre 0 e 70 dias se caracteriza pela ingestdo das dietas teste mas sem estimulacao
imune; dos 70 aos 98 dias pode-se considerar o consumo das dietas apos
estimulacdo vacinal dos animais, retratando o dia 98 o perfil das células T e B
ativadas 28 dias apds a vacinacdo. Considera-se a vacinacdo um fator de
imunodepressao aos animais. No entanto, conforme verificado por Strasser et al.
(2003), cades apresentaram reducdo na capacidade mitética de células T e
neutréfilos apdés a vacinacdo, acompanhada simultaneamente por elevacdo nas
concentracbes de IgG, o que sugere, ao contrario de uma imunodepresséo,
alteracdo do balanco entre as respostas mediada por células e humoral, com
redirecionamento Thl da resposta imune. Este fato pdde ser verificado no presente
experimento, uma vez que a producao de IgG nos dias 86 e 98 (pds-vacinais) foram
significativamente elevadas sem a concomitante elevacdo nas contagens de

linfécitos T e B entre os dias 70 (antes da vacinacao) e 98 (pés-vacinal).

Mensuracdo do status oxidativo sérico

Verificou-se tanto efeito de tratamento como de periodo nas analises de
TBARS e de Capacidade Antioxidante Total (TAC) sérica dos animais (p<0,05).
Estes dados encontram-se na Tabela 9. Houve redugdo significativa nas
concentracbes de TBARS e elevacdo concomitante na TAC dos animais nos
periodos 70 e 98 em relacdo ao momento inicial (p<0,05), independente de
tratamento. Esta melhora no status oxidativo em todos os animais, independente do
tratamento recebido se deve principalmente as diferencas do valor nutricional entre a
dieta de adaptacdo, fornecida anteriormente ao experimento, e das dietas
experimentais. No entanto, ndo é possivel detectar qual o nutriente responsavel por

estas modificacbes no status oxidativo dos animais, uma vez que as dietas
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experimentais e a dieta de adaptacdo eram muito diferentes em niveis nutricionais,

qualidade dos ingredientes e processamento empregado.
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Houve efeito significativo de tratamento para as variaveis TBARS-amostra,
TBARS-oxid e TBARS-diff (P<0,001) pela andlise de Covariancia, conforme verificado
na Tabela 9, sendo os menores valores encontrados para o tratamento que recebeu 1%
de espirulina. A incluséo de espirulina nas dietas propiciou reducao nas concentracdes
de TBARS, conforme verificado pela relagdo linear inversa entre a inclusdo do
ingrediente e os niveis de TBARS. Com relacdo ao TAC, néo foi verificado efeito de
tratamento nos periodos estudados, embora possa ser verificada uma diferenca
numeérica entre os grupos que receberam, espirulina e os grupos controle e B-caroteno,
considerando significativos valores de probabilidade de até 10%, no periodo 98 dias
verificou-se relacdo linear para a inclusdo de espirulina nesta variavel, ocorrendo
aumento na Capacidade antioxidante sérica dos animais com a inclusao da alga. O B-
caroteno, nas concentracdes empregadas ndo demonstrou melhora na resposta
antioxidante dos animais por nenhum dos métodos utilizados.

Esperava-se com este protocolo experimental, considerando-se os dados de
literatura disponiveis, que o grupo B-caroteno apresentasse melhora no status oxidativo
em relacdo ao grupo Controle, o que nao foi observado. Possivelmente as
concentragdes de [(-caroteno empregadas ndo foram suficientes para promover esta
resposta. Chew et al. (2000) observaram aumento nas concentracdes plasméaticas de
beta-caroteno e na resposta imunologica de cdes Beagle que ingeriram 20-100mg de
beta-caroteno por dia, porém, estes autores ndo mensuraram a resposta antioxidante
dos animais. No presente estudo, adicionou-se 121ppm de B-caroteno as ragdes, 0 que
propiciou a ingestdo de aproximadamente 25mg/animal/dia de B-caroteno. Parece que
estas concentracdes ndo foram suficientes para promover melhora no status oxidativo
ou resposta imunologica in vivo ou ex vivo. Em humanos, Erhardt et al. (2002)
suplementaram vitamina E e B-caroteno e verificaram reducdo significativa nas
concentracdes salivares de TBARS.

A melhora na capacidade antioxidante no plasma é menos sensivel do que em
outros fluidos corporais, uma vez que grande numero de substancias com atividade

antioxidante é encontrado no plasma (ERHARDT et al, 2002). Proteinas e acido Urico
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apresentam atividade antioxidante e podem mascarar os beneficios da suplementacdo
antioxidante, quando esta é verificada no plasma.

A determinagdo de substancias reativas ao &cido tiobarbitirico € extensivamente
empregada para investigar a peroxidacao lipidica, inclusive em caes (VAJDOVICH et
al., 1997). A lipoperoxidacdo € um fendbmeno bioquimico que ocorre em diferentes
processos fisioldgicos (fagocitose, respiracdo mitocondrial, ativacao plaquetaria, etc.) e
fisiopatologicos (isquemia, hipdxia, processos degenerativos, etc.). O malondialdeido é
um produto do catabolismo (hidrolise) dos lipoperoxidos resultantes dos processos
acima citados e que reage com o acido tiobarbitirico para a formacdo de composto
avermelhado, quantificado espectrofotometricamente pelo método do TBARS
(RICHARD et al., 1992).

As propriedades antioxidantes da espirulina e dos seus extratos tém atraido a
atencdo de pesquisadores. Manoj et al. (1992) verificaram que o extrato alcodlico da
espirulina inibiu mais significativamente (65%) a peroxidacédo lipidica do que outras
substancias antioxidantes como o alfa-tocoferol (35%), BHA (45%) e 3-caroteno (48%).
Acredita-se que a C-ficocianina seja o principal componente que confere as
propriedades antioxidantes da espirulina (CHIPRA et al., 2008). Apesar disto, a maior
parte dos estudos que avaliaram a capacidade antioxidante da espirulina foi realizada in
vitro, sendo importante a realizagdo de estudos in vivo para melhor verificagdo da sua
eficacia como antioxidante. No presente estudo foi possivel verificar a melhora no status
oxidativo dos caes que receberam espirulina, visto pelas andlises de TBARS. Os
resultados de TAC apresentaram uma tendéncia (p=0,1) a melhora da capacidade
antioxidante total. Considerando que todos os cdes estavam saudaveis e que a dieta
controle foi considerada de elevado valor nutricional, os beneficios observados na
resposta antioxidante dos animais frente a ingestdo de espirulina merecem atencéo
especial em futuros estudos in vivo e in vitro com esta alga.

Na Figura 9 encontram-se as variagbes percentuais nas concentracdes de
TBARS e TAC séricas de todos os grupos em relacdo ao grupo controle, aqui
considerado como 100%. Pode-se verificar uma consideravel reducdo nas

concentracdes de TBARS e concomitante elevacdo na capacidade antioxidante nos
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animais que receberam espirulina, especialmente nas concentragfes de 1,0% e 3,0%,
embora nao tenha sido realizada andlise estatistica destes dados e estes sejam apenas

ilustrativos.

TEARS-amostra TEARS-oxid TBEARS-diff TALC

20,0
8,21
0,0

15,0 9,296,79™
10,0
, 0,0

0,0

o 'y F
-10,0 -2,6
-15,0 6,7
103 100

2,0 0.0 0,00
-20,0 -10,0

-12,8

%% de aumento na capacidade
antioxidante em relacdo ao Controle

-25,0 -16,7
-30,0 -20,0-20,0

B Controle @ Espirulina0,5% W Espirulina 1,0%  ® Espirulina 3,0%

Figura 9: Variagdo percentual nas concentracdes de TBARS sérica (TBARS-amostra),
TBARS na oxidag&do induzida da amostra (TBARS-oxid), na diferenca entre
TBARS-oxid/ TBARS-amostra e na Capacidade Antioxidante Total (TAC) de
cdes mediante consumo das ragdes contendo beta-caroteno e espirulina, em

relacdo ao grupo Controle (100%).
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Consideracdes finais

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizacdo da
espirulina até o nivel de 3% na dieta demonstrou-se segura para caes. Mais estudos
sdo0 necessarios para se verificar seus efeitos in vivo e ex vivo sobre o sistema
imunolégico de cédes. Apesar disto, a reducdo na producdo de IL-10 por células
mononucleares de cdes alimentados com espirulina parece estar relacionada com o
melhor status oxidativo dos animais, verificado também pelas menores concentracdes
séricas de TBARS. A adicdo de 1% de espirulina favoreceu a melhor resposta

antioxidante no presente estudo.
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APENDICE B:
Controle de qualidade RerIV Folite; $103008533)
Laudo Técnico e |dentificativo
San, ora Registro IBAMAY67
EnvAs EarECARAS & R— R —— 2'1\/8: 355030801-109-000092
Santosflora Comércio de Ervas Ltda. °_,"_"°m'°“'.“"£mm mcwm.n:»:‘m--
Rua Tuluti, 718/720 - CEP 03081.015
S0 Paulo - SP - Brasil - Fona: +55 11 2001-8787 - Fax: +55 11 20916387 Dotai 102009
NOMENCLATURA: SPIRULINA
Nome clentifico (génerolespéclelpirying maxi Esterilizacao: Nio Houve
Identificagio botanica: Spiruling maxima Familia: Oscillatoriaceae
T e e A ol
(mds/enc): ; Lote: SPIRO1/0S09
Método de secagem: 0872009 - 082012
- - ganolépticas e Identificagdo Splcas i opi
PO fino ¢ higroscipico de coloragio verde. Odor marinho ¢ sabor caracteristico.
Tamanko da particula: $0 MESH.

Toste do pureza e integridade:
Umidade:4.78% (*mdx 9,0%);Cinzas 1otals:6,25% (miox.26,0%);Mg:-250mg/1 00 *e3p. 200-400mg/ 100g):Ca: 1 700mg/ | 00g

L’M{%WWM}&:W'S&IMW!MK: 1500¢* 1000-2000wg/100g).

Teor de proteinas: 66,0% (*esp. 60 - 70%); Carotenoides: 450mg/100g (*esp. min. 400 mg/100g); Beta Casoteno: 210mg/100g (*csp.
min. 100 -300mg/100g); Clorofila A: T00mg/100g ("esp. min. 600mg/100g); Clorofiks B: 400mg/100g (*esp. min. 300mg/100g)
Carboidratos: 1600mg/100g (*esp. min. 1500mg/100g). Metais pesados: Pb:0,7ppm (*esp. max. Ippm); Hg<0,07mgkg (“esp.<1,
Omg/kg); Cd<0,1 Smp/kg (*mdx. 0.2mg/kg); As:0.4ppm (*méx. 1,0 ppm).

ANALISES MICROBIOLOGICAS

ANALISE ESPECIFICAGAO RESULTADOS
Contagem total Mix. 10.000 UFCig N.R.
Bolores e leveduras Mix. 1.000 UFC/g NR.
Enterobactérias Auséncia/g NR.
E. coli w10 NR
Staphyfococcus aureus Awéncla/10g o
Pseudomonas sp Auséncia’g NR.
Salmonella sp Auséncia'g NR.

Auséncia/10g N.R.

ARMATIAAR 1 LOCAL BECO § ARLAD0 LW 1 ALY £ CALE
RIS A TESTE WAD B EASS i

SEVIO0 1 TRATAN B8 PROSUTD MATRAL . ‘:—I. wvedaos du L kgeh
TANRLEADE MERA - - f -
. N FERNANDA BAFFA
Man © e o gl o6 e CRF/SP: 37.983
Farmacéutica Responsdvel:

para o estudo.
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APENDICE 1 B: Laudo técnico de composicdo quimica da Spirulina maxima adquirida
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