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RESUMO

A restri¢do caldrica (RC) pode atrasar ou prevenir doengas relacionadas a idade em
diferentes espécies, variando de leveduras a primatas. Embora a aplicagcdo deste regime
em humanos permanega incerta, a propor¢do de beneficios da RC poderia acrescentar
mais anos saudaveis para a vida média do que até mesmo uma cura para o cancer ou
doencgas cardiacas. Em fun¢@o de que poucas pessoas estariam dispostas a manter um
estilo de vida sob RC, a busca por substancias que possam imitar os seus efeitos
benéficos a satde e a longevidade, apresenta-se com importancia na atualidade. O uso
da cianobactéria Spirulina platensis tem mostrado capacidade de aumentar o tempo de
vida de modelos como leveduras e roedores visto suas propriedades funcionais, afora os
beneficios para a saude do homem. Para tal, 30 ratos Wistar, adultos foram submetidos
aos tratamentos: controle (C), restricdo calérica (RC) e Spirulina platensis (Sp). O
presente trabalho objetivou verificar o potencial mimetizador da microalga Spirulina
platensis nos efeitos benéficos da restrigao calérica. Para o tratamento Spirulina platensis a
ragdo padrdo para ratos foi acrescida de 1,5 g de Spirulina platensis/Kg de racdo; para o
grupo restricdo calorica fez-se a diminuicdo de 30 % da dieta comparados ao grupo
controle. Os pardmetros analisados foram: massa corporal, glicemia, TBARS e perfil
lipidico, através das medidas de colesterol total, HDL, LDL e TGA. Os resultados
obtidos revelam que a massa corporal do grupo RC se manteve, porém nos grupos C e
Sp aumentaram significativamente (p<0,001). Os niveis de TGA se mantiveram nos
grupos RC e Sp e aumentaram no grupo C (p=0,0039). O colesterol HDL nao
demonstrou diferenga significativa (p>0,05). Os valores de LDL aumentaram no grupo
C (p= 0,0075) e nos grupos RC e Sp se mantiveram. O colesterol total diminuiu de
forma significativa apenas no grupo RC (p<0,05). Os indices de TBARS diminuiram
significativamente nos grupos RC e Sp(p<0,001) comparados ao grupo controle. Os
niveis de glicose ndo sofrem alteracdes na comparagdo pré e pos-tratamentos para os
diferentes grupos. Os resultados dos efeitos benéficos nos niveis de TGA, colesterol
LDL, lipoperoxidacgao lipidica (TBARS) e manuteng@o do peso pelo uso da Spirulina
platensis no processo de envelhecimento de ratos, neste estudo, indica que esta
cianobactéria pode ser utilizada como um funcional mimetizador da restri¢do caldrica.

Palavras-chave: 1.Restricdo  Calorica. 2. Spirulina  platensis. 4. mimetismo.
5. longevidade.



ABSTRACT

Caloric restriction (CR) can delay or prevent diseases related to age in different species,
varying from yeast to primates. Although the application of this diet in humans remain
uncertain, the proportion of the benefits of CR could add more healthy years to average
life than even the cure of cancer or heart diseases. As a few people would be willing to
maintain a life style under CR, the search for substances that can mimic their beneficial
effects, health and longevity seem to be very important nowadays. The use of
cianobacteria Spirulina platensis has shown to increase life time of models like yeast
and rodents because of its functional properties. The present work objectified to verify
platensis the mimetizator potential of the microseaweed Spirulina in the beneficial
effect of the caloric restriction. For that, 30 adult rats Wistar were submitted to
treatments: control (C), caloric restriction (CR) and Spirulina platensis (Sp). For
treatment Spirulina platensis the standard rat chow was increased with 1.5 g of
Spirulina platensis/Kg chow; for group caloric restriction the reduction of 30 % in diet
was made compared to control group. The parameters evaluated were: weight, glucose,
TBARS and lipid profile, through measures of total cholesterol, HDL, LDL and TGA.
The results obtained show that the body mass of group CR was kept, thus groups C and
Sp increased significantly (p<0.001). The levels of TGA remained in groups CR and Sp
and increased in group C (p=0.0039). HDL cholesterol showed no significant difference
(p>0.05). The values of LDL increased in group C (p= 0.0075) and in groups CR and
Sp, remained. Total cholesterol reduced significantly in group RC only (p<0.05). The
indexes of TBARS reduced in groups CR and Sp compared with the control group. The
levels of glucose did not changed when compared to pre and post treatments to different
groups. The results of the beneficial effect in the levels of TGA, lipidic cholesterol
LDL, lipoperoxidation (TBARS) and maintenance of the weight for the platensis use of
the Spirulina in the process of aging of rats, in this study, indicate that this cianobactéria
can be used as a mimetizator functionary of the caloric restriction.

Key-words: 1. Caloric restriction. 2. Spirulina platensis . 3. mimetism. 4. longevity.
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Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

1. INTRODUCAO

Diferentes pesquisas demonstram que a restricdo caldrica atrasa ou previne doengas
relativas ao aumento da idade e prolongam a vida de diferentes espécies de seres vivos desde

leveduras até primatas e humanos.

A restri¢do caldrica € uma dieta que se caracteriza por uma reducdo de calorias na
auséncia de subnutri¢do. Este regime foi descrito inicialmente por McCay e colaboradores em
1935. Outros importantes estudos vém sugerindo que a restricdo caldrica tem a capacidade de
aumentar a longevidade, a saber: Friedman e Joinhson em 1988 com nematdideos, em 1996
Brown-Borg em estudo com roedores, em 2005, Mazzoro testanto o modelo experimental
leveduras e mais recentemente em 2009, Colman relatou resultados da restricdo calorica com
primatas. O estudo de Colman vem sendo apresentado na midia como a prova que faltava para

a transposi¢cao dos beneficios da restri¢do caldrica para o humano.

A restricdo caldrica de acordo com estes autores previne ou retarda o aparecimento
da maioria das causas de morbidade e ou mortalidade, tais como cancer, doencas cardiacas,
doencas neurodegenerativas e diabetes. Esta protecdo de acordo com estudos recentes
acontece principalmente pela atenuacdo do estresse mitoncodrial e pela mediagdo da indugao
de um gene chamado silent information regulator 2 (regulador de informacdo silenciosa, ou

apenas Sir2) que codifica uma enzima, a histona desacetilase dependente de nicotinamida

Greici Konrath Pagina 13



Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

adenina dinucleotideo (NAD+) (FONTANA et al, 2010; EVANS et al, 2010). Este evento
bioquimico promove um aumento na relagio NAD'/NADH, e tem sido discutido como um

promotor de /ife span nestes organismos (LIN et al, 2004).

No entanto como ¢ improvavel que uma grande propor¢cdo da populacdo humana
estaria disposta ou capaz de manter um estilo de vida sob restricdo caldrica, surge na
atualidade um interessante e crescente interesse em estudar moléculas e ou substincias

funcionais que mimetizem os efeitos benéficos da restri¢do caldrica.

A cianobactéria Spirulina platensis devido a seus componentes moleculares vem
sendo relatada como atenuadora do estresse oxidativo (KHAN, 2005), antiinflamatoria
(CHAMORRO et al, 2002; LEE, 2008)., anticolesterolémica (BERTOLIN et al, 2009), como
antioxidante (Estrada et al, 2001, Guarienti, Bertolin e Costa, 2010, BHAT, MADYASTHA,
2001), e também atenuando os niveis do perfil lipidico e de glicose (DROGE, 2002;

BERTOLIN et al, 2009; COSTA et al, 2002; BAST, 1991).

Entretanto, ainda permanece a falta de evidéncias mais elucidativas sobre os
mecanismos biologicos que favorecem o life span pela restricdo caldrica bem como das

dosagens de moléculas funcionais para mimetizar a restrico calorica.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou verificar o potencial mimetizador da

microalga Spirulina platensis nos efeitos benéficos da restri¢do caldrica.

Greici Konrath Pagina 14



Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1ENVELHECIMENTO

A sociedade sofreu mudancas drasticas nas ultimas décadas, onde o nimero de filhos
passou de seis para dois, em um intervalo de uma geracdo (KALACHE, 2007). Este declinio
na fecundidade proporcionou redugdo na velocidade do crescimento populacional, onde se
estima que a populacdo pare de crescer em 30 anos no Brasil, atingindo o chamado

“crescimento zero” em 2039.

A redug¢do de nascidos vem acompanhada de um aumento na longevidade dos
brasileiros. Em 1940 a expectativa de vida ficava em torno dos 50 anos, hoje esta em 72 anos
e, em 2050 estima-se que alcancara 81 anos. Esta realidade demonstra que o Brasil era
considerado jovem e daqui a 30 anos tornar-se-4 ambiente de uma populagido envelhecida,

trazendo mais preocupagdes de politicas publicas, do que méritos por essa titulagéo.

O processo de envelhecimento caracteriza-se por alteracdes no organismo com o
decorrer do tempo, gerando um decréscimo nas suas respostas. Ocorre, neste periodo, o
declinio das fungdes fisiologicas, levando a quebra da homeostase, maior suscetibilidade a
doengas e morte do organismo. O envelhecimento ndo pode ser confundido com doenga, ja

que muitos idosos gozam de boa saude. O fato é que algumas alteracdes fisicas aparecem
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Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

nesta fase, proporcionando desequilibrio nas fungdes e levando a algumas doencgas cronico-

degenerativas (GIL et al, 20006).

Quando a capacidade de adaptacdo do organismo for reduzida e/ou se a acdo dos
fatores que geram danos aos organismos for aumentada, ndo necessariamente todos a0 mesmo
tempo, tém-se o inicio do processo do envelhecimento, pela falta de habilidade do organismo,
com o avangar da idade, em recuperar-se dos processos de agressdo a que € continuamente

exposto (AFANAS’EV, 2005).

A fim de explicar o evento do envelhecimento existem varias teorias: as de natureza
genética - desenvolvimentista e as de natureza estocastica. As primeiras entendem o
envelhecimento no contexto de um continuum controlado geneticamente, enquanto as ultimas
trabalham com a hipotese de que o processo dependeria, principalmente, do acimulo de

agressdes ambientais (FARINATI, 2002).

De acordo com Askot e Ali (1999), muitas das teorias que explicam o processo do
envelhecimento estdo obsoletas. Dentre as que estdo sendo estudada, a teoria do

envelhecimento pelos radicais livres € uma das mais abrangentes e aceitas na atualidade.

Para proteger a célula desses subprodutos destrutivos, os organismos contam com
seus sistemas de defesa, os antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. (LENHINGER;
NELSON; COX, 2000). O uso de estratégias como a restri¢cdo caldérica (MASORO, 1991) o
exercicio fisico (MOTA; FIGUEREDO; DUARTE, 2004), entre outros, pode evitar a

sobrecarga dos sistemas naturais e, ainda, prevenir a formacdo de radicais livres.
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Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

A maior parte dos estudos (realizados com modelos animais) vem procurando
observar os efeitos da restricdo caldrica sobre processos fisiologicos e patologicos especificos,
na tentativa de encontrar possiveis explicagdes para o aumento da longevidade. A explicagio
através da diminuicdo de danos moleculares oxidativos pela restricdo caldrica sobre o
aumento das defesas antioxidantes ou renovacdo celular ¢ uma das hipdteses. (FARINATTI,
2002; BERTOLIN et al, 2008; DROGE, 2002; GENARO et al, 2009; MASORO, 2001;

RACETTE et al, 2006; KUA CHONG-HAN, 2010; GIL DEL VALLE , 2010).

2.2. RESTRICAO CALORICA

A restri¢ao calorica (RC) ¢ definida como uma redugao da ingestao calérica abaixo do
ad libitum, sem desnutricdo. Ela ¢ uma das formas de intervencdo nutricional mais
amplamente discutidas para se estender o tempo de vida em uma variedade de espécies,
inclusive mamiferos (ROTH et al, 2001; BORDONE et al; 2005; KUA CHONG-HAN,2010;

SKINNER , LIN, 2010).

As vérias teorias que procuram explicar o envelhecimento do ponto de vista biologico
enfatizam o controle genético do envelhecimento celular e ou as agressdes externas a que sao
expostos os organismos (FARINETTI, 2002). Em relagdo as teorias do desgaste celular uma
das hipdteses que vem sendo investigada é a restricdo calorica sistematica. Esta linha de
pesquisa data de 1935 quando, MacCay e colaboradores propuseram que a restri¢do alimentar
em ratos poderia ter impacto sobre sua longevidade. Desde entdo, muitos sdo os estudos que
examinam os efeitos dessa variavel sobre o processo de envelhecimento (GENARO, 2009;
GOMEZ-PINILLA, 2008; RACETTE et al, 2006; DROGE, 2002; FARINATTI, 2002;

MASORO, 2001;).
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O acumulo de danos celulares e morte tém sido associados ao estresse oxidativo. A
restricdo calorica € uma intervengdo que vem sendo estudada exaustivamente na expectativa
de aumento da vida util e redugdo da taxa de envelhecimento. Mecanismos responsaveis pelo
efeito antienvelhecimento da restricdo caldrica permanecem incertos, mas a reducdo do
estresse oxidativo na mitocondria continua a ser o principal foco da investigacdo. A restrigdo
calérica € a hipotese de diminuir o fluxo de elétrons mitocondrial e vazamentos de protons para
atenuar os danos causados por espécies reativas de oxigénio (HUNT et al, 2005; SKINNI;

LIN, 2010; RISTOW, 2010).

Estudos tém demonstrado que a restrigio calérica aumenta a expectativa de vida em
ratos, cachorros e macacos chegando a um incremento de 40 % a 50 % na extensdo de vida
em ratos machos e ratos fémeas alimentados com uma quantidade reduzida de calorias, mas
com uma nutricdo adequada. Também, foi observado que o mesmo resultado era obtido em
roedores alimentados em dias alternados, revelando que ambos os grupos apresentavam um

decréscimo na glicose e insulina (SELIGNAM, 2007).

Outro mecanismo que poderia explicar o efeito do consumo caldérico no
envelhecimento estd relacionado com a redugdo da gordura corporal, as espécies reativas de
oxigénio (ERO) produzidas durante a respiragdo que causam danos oxidativos ao DNA e
RNA das células promovendo assim o processo de envelhecimento e o aumento do risco de
doengas. Mudancas na composi¢cdo de acido graxo dos fosfolipidios do figado, dos rins, do
coragdo, do cérebro, e do musculo esquelético, por exemplo, foram observados depois de um

mes de restri¢do calorica em um estudo feito por Sally et al (2006).
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Feurs (1998) mostrou que camundongos submetidos a alimentacdo com farta
disponibilidade de calorias, tém sua vida diminuida, quando comparados com camundongos
alimentados com dieta contendo 30 % menos calorias que o usual. O autor relata que a
restricdo calorica tem efeito sob a diminuicdo na taxa de metabolismo basal, resultando em

um aumento da longevidade pela preservacdo da atividade respiratéria da mitocondria.

Pinilla- Gomez (2008) relata que o dano oxidativo também ocorre no cérebro e ¢
altamente suscetivel ao estresse. Em um estudo sobre os efeitos dos alimentos nas funcdes
cerebrais ele verificou que alguns alimentos apresentaram influéncia sobre os processos
celulares vitais para a manutencdo das fungdes cognitivas, o que, segundo o pesquisador
levanta a possibilidade de que manipulacdes alimentares, como a restrigao caldrica, o uso de
antioxidantes naturais, de acidos graxos ricos em Omega-3, caracterizam-se como uma
estratégia viavel para reforcar a capacidade cognitiva do cérebro, promovendo reparagdes nos

efeitos do envelhecimento.

Sohal (1996) objetivou compreender a natureza das causas subjacentes a senescéncia
relacionados com declinio na massa muscular esquelética e desempenho. O dano oxidativo
das proteinas e lipidios da mitocondria do musculo esquelético da pata superior foi comparado
entre os ratos alimentados ad libitum e os limitados a 40 % menos de calorias. O dano
oxidativo mitocondrial de proteinas aumentou significativamente com a idade nos
alimentados ad libitum. A taxa de geracdo do radical anion superdxido por particulas
submitocondriais que aumentaram as atividades de enzimas antioxidantes superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase no musculo permaneceu inalterada com a idade no

grupo ad libitum. Nos camundongos com RC ndo mostrou aumento da idade associados as
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proteinas mitocondriais ou dano oxidativo dos lipidios, ou na geracdo radical anion

superoéxido.

Os resultados deste estudo indicam que as mitocondrias dos musculos esqueléticos
acumulam quantidades significativas de dano oxidativo durante o envelhecimento. Embora
grande parte desses danos seja irreversivel, ela pode ser prevenida pela restricdo da ingestio
caldrica.

Hunt et al, (2006) sugerem que o acumulo de dano oxidativo induzido pela idade e
outras mudangas podem ser atenuados por um longo prazo de regime de restricdo caldrica
com a reducdo da ingestdo de uma dieta nutritiva por 20-50 % abaixo dos niveis ad libitum. A
restri¢do caldrica, em razdo de sua capacidade de proteger as células contra os danos gerados
por espécies reativas de oxigénio mitocondrial, e peroxidagao lipidica, parece poder atenuar o

processo do envelhecimento (BERTOLIN et al, 2008).

De acordo com Genaro (2009) informagdes disponiveis sugerem que a reducdo de 20
% a 30 % de calorias na dieta de roedores parece diminuir o risco de desenvolvimento de
doengas cronicas ndo transmissiveis, porém o efeito da restricdo caldrica na longevidade em
humanos ainda n3o esta bem estabelecido e carece de maiores informagdes a cerca dos
mecanismos celulares e moleculares responsaveis pelos efeitos terapéuticos da restricdo

caldrica.

Outro mecanismo que vem sendo estudado para compreender os efeitos da restrigio
calérica sobre a longevidade € a influéncia de uma proteina chamada sirtuina. Em humanos esta

proteina ¢ codificada pelo gene SIRT 1.
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Ela parece promover a sobrevivéncia neuronal nas doencas neurodegenerativas
associadas com a idade; desenvolver complexas fungdes sist€émicas na fung¢do cardiaca; no
reparo do DNA e na estabilidade gendmica e ainda parece aumentarem a plasticidade
sinaptica, as conexdes entre os neurdnios e a formagdo da memoria. Esta prote¢do acontece
pela mediag@o da indugdo de um gene chamado silent information regulator 2 (regulador de
informacdo silenciosa, ou apenas Sir2) que codifica uma enzima, a histona desacetilase
dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) (FONTANA et al, 2010; EVANS
et al, 2010). O aumento da relagio NAD /NADH tem sido discutido como um promotor de

life span nestes organismos (LIN et al, 2004).

As diferentes investigagdes relativas ao uso da terapia da dieta sob restri¢do calorica
(ROTH et al, 2001; MASORO, 2001; DROGE, 2002; BORDONE et al; 2005; HUNT, 2006;
RACETTE et al, 2006; SELIGMAN, 2007; BERTOLIN et al, 2008; GOMEZ-PINILLA,
2008; COLMAN et al, 2009; GENARO, 2009; KUA CHONG-HAN, 2010; SKINNER, LIN ,
2010) além de mostrarem os beneficios da RC no /ife span em modelos experimentais que vai
desde leveduras até primatas também, vem evidenciando resultados comparativos do uso de
dieta sob restricdo caldrica com substancais € ou moléculas que possam mimetizar os

seusefeitos (BAUR, 2010).

A cianobactéria Spirulina platensis vem sendo estudada por diferentes pesquisadores
como um funcional de capacidades terapéuticas muito significativas na atenuacdo de

diferentes patologias do envelhecimento e por conseqiiéncia na logevidade.

Neste olhar o presente estudo buscou verificar a capacidade desta cianobacteria em

mimetizar os beneficios da restricdo caldrica.
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2.3 Spirulina platensis

O uso de suplementos alimentares e nutricionais tem sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores (ESTRADA et al, 2001). Os diferentes resultados registram que substancias
que apresentam na sua composi¢do, por exemplo, compostos fendlicos podem ndo sé
aumentar a sustento alimentar, mas também atuar como antioxidantes em muitos sistemas

biologicos reduzindo a incidéncia de doencas e morte (MILIE et al, 1998; BELAY, 2002).

A utilizagdo da microalga Spirulina platensis e seus componentes tém sido bastante
discutidos na literatura especifica (KUA CHONG-HAN, 2010; BERTOLIN et al, 2009;
COLLA et al, 2008; TORRES-DURAN, 2007; KHAN, 2005; ESTRADA et al, 2001,
GRINSTEAD et al, 2000; TRANQUILLE, 1994; CONTRERAS et al, 1979) na perspectiva
de que esta atue como suplemento alimentar, como fonte potencial para emprego na
prevencao e no tratamento de varias enfermidades como na hiperlipidemia, na obesidade, no
diabetes mellitus, na melhora do sistema imunoldgico, na toxidade renal, na hipertensao
arterial, no cancer, efeitos radioprotetor, efeitos antivirais, efeitos na microbiota intestinal e na

desnutri¢do tem sido citados (AMBROSI, 2009).

A Tabela 1 apresenta a composicdo nutricional da microalga Spirulina platensis.
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Tabela 1 Composic¢do da microalga Spirulina platensis

Composicio Geral Minerais mg/g Vitaminas mcg/g Fitonutrientes mg/g
53-62 % proteina 14 de calcio Vitamina A Beta-Caroteno 9
17-25 % carboidratos 23 Magnésio Vitamina B1 Clorofila 24
4-6 % lipidios 1,6 de ferro Tiamina 75 Carotendides totais 13
8-13 % Minerais 30 Fésforo Vitamina B2 Ficocianina 360
3-6 % umidade 56 de potassio Riboflavinal 10 Superdxido dismutase

42 Sodio Vitamina B3

0,096 Manganés Niacina 450

0,081 Zinco Vitamina B6

0,090 Boro Vitamina E

0,021 Cobre Inositol 1,7

0,012 Molibdénio Biotina 0,8

0,001 Selénio Acido Félico 4,5

A microalga Spirulina comparado com outros alimentos tem 300 % mais célcio que o
leite; 2300 % mais ferro que o espinafre; 3900 % mais beta-caroteno de cenouras. Trés
gramas de Spirulina tém mais antioxidantes e antiinflamatérios que a atividade de cinco
porcdes de legumes. Comparando-se os niveis de fitonutrientes, Spirulina ¢ 31 vezes mais
potente do que mirtilos, 60 vezes mais potente que o espinafre e 700 vezes mais potente que

as macas (MOORHEAD et al, 2006).

Estudos cientificos apresentaram os beneficios potenciais da Spirulina
experimentalmente provado, “in vivo” e “in vitro” a microalga foi eficaz no tratamento de
algumas alergias, anemia, cancer, hepatotoxicidade (toxicidade do figado), anti-virais e
doencgas cardiovasculares, hiperglicemia, hiperlipidemias, imunodeficiéncia, e processos
inflamatodrios, entre outros. Vdrias dessas atividades sdo atribuidas a si propria ou a alguns de
seus componentes, incluindo acidos graxos dmega-3 e dmega-6, beta-caroteno, alfa-tocoferol,
ficocianina e compostos fendlicos, e recentemente um complexo isolado, o Célcio Spirulan

(CHAMORRO et al, 2002).
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As substancias presentes na microalga sdo apresentadas como participantes na
atenuacdo dos danos celulares provenientes do desequilibrio entre a formagdo de radicais
livres e espécies reativas e as defesa antioxidante, ou seja, o estresse oxidativo. Dessa forma, a
suplementa¢@o alimentar com um produto natural como Spirulina, pode contribuir como uma

estratégia para administrar todas as questdes referentes a diferentes doencas (BELAY, 2002).

2.4. ANTIOXIDANTES, RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Um antioxidante ¢ qualquer substidncia que, quando presente em Dbaixas
concentragdes, relativamente as concentra¢des de substratos oxidaveis, atenua a oxidagdo
desses substratos por espécies reativas de oxigénio (ASKOT et al, 1999). A interacdo entre
estresse oxidativo, defesa antioxidante e doengas relacionadas ao envelhecimento é complexa

e as informagdes sobre o assunto, tem trazido novas e instigantes questoes.

A producgdo dos radicais livres se realiza através de uma reacdo em cadeia, que,
partindo de radicais relativamente pouco toxicos, como o anion superoxido, leva a formagao
de substancias altamente lesivas. O organismo, porém, é capaz de desativar os radicais livres

antes de exercerem seu efeito danoso, utilizando substancias antioxidantes. (PORTO, 2005).

Em condigdes normais, o sistema de defesa antioxidante é capaz de garantir a
manuten¢do do estado redox celular, isto €, promover eficiente eliminagdo dos radicais livres
produzidos pelo metabolismo basal e, por conseqiiéncia, proteger contra as lesdes oxidativas

desencadeadas pelos radicais livres (DROGE, 2002).
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Em sistemas biologicos quando existe um desequilibrio entre a taxa de producdo de
radicais livres e a taxa de remocdo destes pela defesa antioxidante, caracteriza-se um

desbalanco redox temporario (DROGE, 2002).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade
enzimatica e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de bloquear a
iniciagdo da oxidagdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio. Na
segunda classe, estdo moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas
durante a reagdo. Nesta classificacdo, incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como

os compostos fenolicos (MOREIRA, 2004).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico superoxido dismutase (SOD) ¢
encontrada no citosol (Cu/Zn-SOD) e na mitocondria (Mn-SOD); glutationa peroxidase
(GSHPx) e catalase (CAT), presentes no citosol e peroxissomos, respectivamente

(NORDBERG, ARNER, 2001; FINKEL, HOLBROOK, 2000).

Para proteger a célula dos subprodutos destrutivos, o organismo conta com seus
sistemas de defesa endogeno (LENHINGER et al, 2002), porém com o envelhecimento estes

sistemas sdo enfraquecidos (PARSONS, 2003).

Estas moléculas reativas podem ser geradas por fontes enddgenas ou exdgenas. As
fontes enddgenas originam-se de processos bioldgicos que normalmente ocorrem no
organismo, tais como: reducdo de flavinas e tiois; resultado da atividade de oxidases,
cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transicio

no interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons. Esta geracdo de radicais livres
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envolve varias organelas celulares, como mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo,
reticulo endoplasmatico e membranas. As fontes exdgenas geradoras de radicais livres
incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiagdes

(SOARES, 2002).

As defesas antioxidantes exogenas podem constituir-se de vitaminas e minerais
presentes na dieta. A terapia antioxidante parece promissora em atenuar os efeitos da
producdo descontrolada de radicais livres. A Spirulina platensis, por exemplo, apresenta na
sua composi¢do substancias com capacidade de reagir com as EROS geradas durante o
processo oxidativo, como também propriedades  possuidoras de grande potencial
farmacéutico por reduzir o colesterol LDL (ESTRADA, 2001; COLLA, COSTA,

BERTOLIN, 2008; BERTOLIN, 2009).

O envolvimento dos radicais livres (RL) no fendmeno de envelhecimento e na doenca
foi proposto pela primeira vez por Harman em 1966. A teoria dos radicais de oxigénio,
desenvolvida por ele propunha que o envelhecimento poderia ser secundario ao estresse
oxidativo, que levaria a reacdes de oxidacdo lipidica, protéica, e com o DNA, que
desencadeariam alteracdes lentas e progressivas dos tecidos e do codigo genético. Este autor
considera que o fendmeno de envelhecimento ¢ o resultado da acumulagdo de lesdes
moleculares provocadas pelas reagdes dos radicais livres nos componentes celulares ao longo
da vida, que conduzem a perda de funcionalidade e a doenca com o aumento da idade,
conduzindo a morte (HARMAN, 1972, apud FARINETTI, 2002).

Os seres vivos dependem do oxigénio para manter suas fungdes vitais, sendo que 95%

do total sdo usados para formar energia por diferentes processos enzimaticos. Entretanto, 5%

de oxigénio participam da formacao de radicais livres (KOURY, 2003), em funcdo disso, o O,
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tem-se se revelado prejudicial para os seres que o utilizam, danificando as estruturas celulares

e intracelulares dos organismos aerébios (VOLLARD, SHEARMAN e COOPER, 2005).

As camadas eletronicas de um elemento quimico sdo denominadas K, L, M e N, e
seus subniveis, s, p, d, . De maneira simples, o termo radical livre refere-se a atomo ou
molécula altamente reativo, que contém nimero impar de elétrons em sua ultima camada
eletronica. E este ndo-emparelhamento de elétrons da Gltima camada que confere alta
reatividade a esses atomos ou moléculas. Os radicais livres sdo formados em um cenario de
reagdes de oxido-reducdo, isto €, os atomos ou cedem o elétron solitario, oxidando-se, ou
recebe outro, reduzindo-se. Portanto, os radicais livres ou provocam ou resultam dessas
reacoes de oxido-redu¢do. Como em sua maioria os radicais livres sdo derivados do
metabolismo do O, o termo “espécies reativas do metabolismo do oxigénio” (ERMO) ¢
utilizado (FERREIRA, 1997). Estas espécies intervém nos transtornos do metabolismo
podendo estar relacionados com a etiologia de varias doengas como: cardiopatias,
aterosclerose, cancer pulmonar, Alzheimer, Parkinson, entre outras (FINKEL, HOLBROOK,

2000).

As mudangas degradativas, do processo do envelhecimento e da doenga, podem ser
devidas aos radicais livies (HARMAN, 1972; BARJA, 2004; CORREA, 2006; CHEN et al,
2007; LIUBUNCIC, 2009), e em geral, a taxa de EROs , formada a partir dos radicais livres,

em diferentes espécies tem correlagdo com a expectativa de vida (SQUIER, 2001).

A intensidade e patogenicidade destes desequilibrios vdo depender, naturalmente, das

concentragdes locais de espécies pro e antioxidantes, das constantes de velocidade de reacdo
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com moléculas-alvo e da compartimentalizagdo celular destes processos, em que fatores de

solubilidade e difusibilidade sdo determinantes (GROW, 2001).

A reducdo completa dos radicais livres processa-se na mitocondria e a cascata de
acontecimentos quimicos que a compdem ¢ simultanea e leva a formagdo de uma molécula de
agua. Este fendmeno oxidativo pode também, em escala menor, ser seqiiencial e levar a
formagdo de metabolitos intermedidrios que sdo radicais livres. O metabolismo celular produz
normalmente radicais livres em razdo da auto-oxidacdo de certas moléculas pequenas ou pela

atividade de diversas enzimas. (PORTO, 2005).

Apesar de essas defesas antioxidantes reduzirem os riscos de lesdes oxidativas por
EROs, os organismos podem vivenciar situacdes onde a prote¢do ¢ insuficiente. Em
circunstancias fisioldgicas, existe um continuo desequilibrio entre a producdo e a inativa¢ao
de compostos instaveis (radicais livres), sempre favordveis a sua producdo. Esta situagdo,
presente em repouso, e aparentemente fisioldgica, é conhecida por estresse oxidativo (MOTA,
FIGUEIREDO, DUARTE, 2004; VOLLAARD, SHEARMAN, COOPER, 2005; CORREA,
2006). A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN), entre outras
espécies reativas, ¢ parte integrante do metabolismo humano e ¢ observada em diversas
condigdes fisiologicas. ERO e ERN tém importante fungdo bioldgica, como na fagocitose,
fendmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor. Por outro
lado, quando sua producdo ¢ exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema

antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio.

A busca pela determinagdo das reais influéncias do dano oxidativo, revela-se de

grande importancia, com perspectivas de aplicac¢do clinica para diagndstico de doencas e do

Greici Konrath Pagina 28



Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

estado geral de satde do individuo. Além disso, o entendimento dos mecanismos utilizados
pelas células para a manuten¢@o do balango redox do meio ¢ fundamental na identificacido de

biomarcadores representativos para a avaliacdo do nivel de estresse oxidativo de diferentes

individuos.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo ¢ longitudinal e de intervencgao.

3.1. LOCAL DO EXPERIMENTO

Os experimentos foram realizados no Biotério Central, no Laboratorio de Bioquimica
do ICB e no Laboratorio de Fermentagdes do Curso de Engenharia de Alimentos da
Universidade de Passo Fundo. As andlises foram realizadas no Departamento de Fisiologia e

Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB), da Universidade de Passo Fundo.

3.2. MODELO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados 30 ratos (Wistar
hannover) machos os quais, foram mantidos no Biotério Central da UPF com ciclo invertido
claro/escuro de 12/12, com inicio do periodo claro de 6 h com ambiente e temperatura natural.

Os animais foram separados em gaiolas individuais para melhor controle alimentar.

3.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A Tabela 2 apresenta a descricdo dos tratamentos experimentais.
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Tabela 2 Delineamento dos tratamentos

Tratamentos N° de ratos Sigla dos tratamentos Caracteristicas dos

experimentais tratamentos

Controle 10 C Ragio padrio para ratos

Spirulina platensis 10 Sp Ragdo acrescida de
Spirulina

Restriciao Calérica 10 RC Ragdo menos 30 % da
dieta C

3.3.1. TRATAMENTO CONTROLE (C)

Os ratos submetidos a dieta controle (C) receberam ragdo padrdo para roedores,
balanceada de acordo com as recomendagdes do National Research Council e National

Institute of Health (USA), da marca Nuvital, tipo Nuvilab CR1.

A quantidade de ragdo oferecida ao grupo controle foi de 20 g/dia (consumo médio de
um rato adulto). Este valor foi baseado no Manual para Técnicos em Laboratério da Fundagao

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ, 1994).

A Tabela 3 apresenta a composicdo da ragdo utilizada para alimentar os ratos.

Tabela 3 Composicao da ragdo padrido para ratos, Nuvital ®

Componentes Quantidades

Proteina 22 %
Extrato etéreo 4%
Material mineral 10 %
Matéria fibrosa 8 %

Calcio 1,40 %

Fosforo 0,80 %

Antioxidante 100,00 mg
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3.3.2. TRATAMENTO Spirulina platensis (Sp)

Para o grupo tratado com Spirulina platensis (Sp) a ragdo padrio foi adicionada de 1,0

g de Spirulina platensis para cada Kg de ragdo. O dobro do recomendado pela ANVISA.

A Spirulina platensis foi obtida da Universidade Federal do Rio Grande/FURG,
Laboratério de Engenharia Bioquimica/ Engenharia de Alimentos. O preparo da racdo
constitui-se na moagem da mesma em moinho de bolas para sua total pulverizacdo. Na
seqiiéncia, a racdo foi acrescida com Spirulina platensis na quantidade previamente calculada
para o tratamento. Esta ra¢do foi submetida a uma nova peletizagdo e secada em estufa com
circulacdo de ar a 60 ° C por 24 horas. Para o preparo deste tratamento foi utilizada gelatina

em folha, sem sabor, (1 e }2 para cada Kg de racdo) com o objetivo de formacdo de liga.

3.3.3. TRATAMENTO RESTRICAO CALORICA (RC)

A dieta do grupo restricdo calorica (RC) foi formulada a partir da referéncia de
Genaro et al (2009), o qual sugere que a reducdo de 20 % a 30 % de calorias na dieta parece
diminuir o risco de desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis. Neste trabalho
foi estabelecida uma restri¢do calérica de 30 % da dieta controle. A composi¢do da racdo foia

mesma utilizada no grupo controle, porém subtraida em 30 %.

3.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1. CONSUMO ALIMENTAR
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O consumo alimentar didrio de um rato adulto ¢ de 20 g a 40 g. Neste estudo a
quantidade didria foi definida através de testes entre 20 g e 40 g. O valor estipulado foi aquele
que ndo resultou em sobra de alimento. Este teste foi realizado para que a quantidade de
alimento fornecida para o grupo RC fosse 30 % quando comparado ao grupo C. Desta forma,
o grupo C e grupo S. platensis se alimentaram com 20 g/dia, ja que o grupo RC se alimentou

com 14 g/d.

3.4.2. CONTROLE DE PESO

Para as medidas de peso foi utilizada uma balanca da marca Urano®. Durante o

periodo experimental os animais foram pesados a cada sete dias.

3.4.3. SACRIFICIO

Depois de concluido o periodo experimental, de 20 semanas, os animais foram
sacrificados por inalagdo de halotano, levando em consideragdo que a técnica de descarte ndo

influenciou nos resultados. A coleta das amostras de sangue foi realizada antes do sacrificio.

3.4.4. ANALISES SERICAS

As andlises séricas foram realizadas nos tempos zero (inicial), € no tempo final (120 d
de intervengdo). O sangue coletado foi utilizado para andlise do perfil lipidico (Colesterol

total, LDL, HDL, triglicerideos), glicose e TBARS.

3.4.5. PROCEDIMENTO DO PREPARO DO MATERIAL PARA ANALISE
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O sangue dos animais foi coletado pela técnica de pun¢do da retro-orbital e apos os
olhos foram lavados com solugdo fisiologica. Foram coletados aproximadamente 2 mL de
sangue, em tubo heparinado e este foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 min em centrifuga
refrigerada (CIENTEC®). O sangue coletado foi acondicionado em frascos com heparina

devidamente identificados.

3.4.6. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO (TBA)

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico TBA foram quantificadas pelo método

descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990).

Para tal, misturou-se 300 pL de plasma com 600 pL de TCA, 15 %. Apos foi
centrifugado (QUIMIS®) a 10.000 rpm por 10 mi. Em seguida foram retirados 500 pL do
sobrenadente e colocado em um tubo com rosca. Apos foi adicionado 500 uL de TBA (&cido
tiobarbiturico), 0,67 % e foi para o agitador (MARCONE®). Apds, adicionado foi incubado
em banho (MARCONE®) fervente por 20 min. Para finalizar foi deixado esfriar por 10
minutos em banho-maria com adgua em temperatura ambiente ¢ na seqiiéncia foi realizada a

leitura no espectrofotometro (SEMTO®) em 532 nm.

3.4.7. ANALISE DO PERFIL LIPIDICO

A fim de avaliar os parametros bioquimicos, aproximadamente 100 pL de plasma
foram utilizados para cada analise. Para as andlises do perfil lipidico (Colesterol total, LDL,
HDL e triglicerideos), foram utilizados os Kits da Bio Lab Test®, e as determina¢des foram

realizadas de acordo com as orientagdes de uso e manejo de cada kit.
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3.4.8. ANALISE DA GLICOSE

Para as dosagens da glicose foi utilizado o Kit Bio Lab Test®. As determinacdes

seguiram as orientagdes da bula.

3.5. TRATAMENTOS DOS DADOS E ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, triacilglicerois,
glicose, TBARS e massa corporal foram avaliadas através de andlise de variancia e teste de
Tukey para comparag@o de médias. Previamente as andlises de varidncia foram realizados os
testes de normalidade de dados e homogeneidade de variancias. Os dados ndo normais foram

submetidos a transformacao de variaveis antes de serem tratados através da ANOVA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 4 apresenta os resultados das massas corporais (g) obtidas para os grupos

experimentais.

Tabela 4 Valores das massas corporais (g) para os ratos submetidos aos tratamentos no tempo inicial (0 d)

eem 120d
TRATAMENTOS MASSA (g) (0d) MASSA (g) (120 d)
Controle (C) 370,50+21,18% 455,60+28,84¢
Spirulina platensis (Sp) 344,90+28,90° 404,40+35,58°
Restri¢do Caldrica (RC) 357,20+51,48° 347,40 +£26,80°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padrio.

A andlise de varidncia (ANOVA) indicou que os fatores tempo e tratamento foram

significativos (p<0,001) sobre a resposta massa corporal.

Como a interacdo tempo e tratamento também foi significativa (p=0,001), esta foi

avaliada em detrimento dos fatores individuais.

A comparagdo de médias para os resultados de massa corporal em fun¢do do tempo
de tratamento e dos grupos experimentais demonstrou que os ratos do grupo restricdo
caldrica apresentaram valores de massa corporal iguais estatisticamente (p=0,986, Tab. 4),
aos do inicio do tratamento, ou seja, o grupo de cobaias que receberam o tratamento com
restricdo de calorias ndo aumentaram seu peso corporal. Ja os ratos do grupo controle e do
grupo Spirulina tiveram um aumento significativo (p<0,05) (Figura 1). Na massa corporal
obteve-se diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos C, Sp e RC no periodo pds

tratamento.
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Figura 1 - Manutenc@o da massa corporal dos ratos do grupo RC em fungao do tempo

Segundo Hayflick duranto o envelhecimento ocorrem variagdes de peso e mudancas
metabdlicas. No homem o peso aumentara até aproximadamente os 55 anos, apos 0 mesmo
comeca a diminuir. A partir dos 30 anos o consumo anual de calorias pelo organismo dimiui
aproximadamente 12 calorias por dia. O peso diminui entre os 55 e 75 anos, devido
principalmente a perda de tecido magro, massa muscular, 4gua e massa o6ssea (HAYFLICK,

1997).

O modelo biolégico utilizado neste estudo tem sua fisiologia parecida com a dos
humanos, sendo que seu sistema nervoso ¢ semelhante em até 90 % e seu tempo médio de
vida ¢ dois anos e meio. Lendando em conta que os ratos estudados tinham 6 meses de vida,
ou seja, naquele momento tinham vivido menos de 1/3 de sua vida, sua tendéncia natural

seria o ganho de peso.

Greici Konrath Pagina 37



Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

O fato de os ratos estarem vivendo isolados em gaiolas individualizadas poderia
contribuir para o ganho significativo de peso dos animais do grupo Controle e Spirulina,
porém o grupo restricdo caldrica, ao contrario dos outros grupos, conseguiu manter o peso dos

ratos avaliados.

O ganho de peso ¢ considerado um dos fatores de risco para o aparecimento de
diversas patologias. As complicagdes associadas ao ganho de peso tornam-se mais comuns €
mais facilmente identificadas. A obesidade leva ao aparecimento de doencas como diabetes
melito, hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia, que aumentam o risco de eventos
cardiovasculares (PINHAS-HAMIEL, 1996). Contudo a associag¢do entre obesidade e doenga

coronariana esta bem estabelecida (GUH, 2009).

Levando em conta a importancia da tentativa de encontrar possiveis explicacdes para
o aumento da longevidade através da diminui¢do de patologias relacionadas com o ganho de
peso, neste estudo os resultados demonstraram conseguir promover a manutengdo do peso
corporal no grupo de cobaias com o tratamento de restricdo de calorias. J4 o grupo tratado
com Spirulina apresentou menor ganho de peso em comparacdo com o grupo controle

(p<0,05).

A tabela 5 apresenta os resultados de triacilglicerois (mg/dL) obtidos para os grupos
experimentais. Para a realizacgdo da ANOVA os dados foram normalizados através da
transformagdo 1/TGA. Houve diferenga significativa nos valores de TGA em fung¢do do tempo
( p= 0,0039) e tratamento (p< 0,001). A interacdo dos fatores também foi significativa
(p=0,045) devendo ser analisada em fun¢do dos tratamentos individuais. As diferengas de

médias apresentadas na Tabela 5 sdo relativas a estes dados transformados.
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Tabela 5 Valores de triacilglicerdis (mg/ dL) para os ratos submetidos aos tratamentos no tempo inicial (0 d) e

em 120d
TRATAMENTOS TGA(mg/dL)(0 d) TGA( mg/dL) (120 d)
Controle (C) 69,43+15,12° 134,29+35,28°
Spirulina platensis (Sp) 46,43+13,50° 52,43 + 10,33
Restrigdo Caldrica (RC) 74,00£14,28° 73,71 £13,76"

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padréo.

A andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados de triacilgliceréis demonstrou
diferenca significativa entre os grupos comparando-se os tempos inicial e final de tratamento

apenas no grupo controle (p=0,0039).

A comparacgdo de médias para os resultados de triacilglicerois em fungdo do tempo de
tratamento e dos grupos experimentais demonstrou que os ratos do grupo controle tiveram um
aumento (de 64,43 para 134,29mg/dL) significativo (p<0,05, Tab. 5). Ja os ratos que
receberam a racdo acrescida com Spirulina platensis e os que tiveram restri¢ao de calorias ndo
demonstraram nenhum ganho dos seus niveis de triacilglicerdis (p>0,05) do periodo pré para

o pds-tratamento (Figura 2).

Na comparacido das médias entre os tratamentos, no periodo pds tratamento, houve
diferenca significativa (p<0,05, Tabela 2) entre o grupo C e o grupo Sp como também entre o
grupo C e o grupo RC, em ambos indicando os niveis de TGA do grupo C significativamente

maiores (134,29mg/dL).
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Figura 2 - Aumento significativo nos valores de TGA no grupo C.

Contudo, pode-se observar que os animais que ndo receberam nenhum tratamento
apresentaram niveis de triacilglicerois significativamente maiores (Figura 2). Com o
envelhecimento, a tendéncia nas concentracdes sanguineas de triacilglicerois ¢ aumentar.
Neste caso, pode-se inferir que os tratamentos conseguiram manter, sem alteracdes

significativas os niveis de triglicerideos nestes grupos de ratos.

Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo feito com coelhos, onde a
adicdo de 0,5g de Spirulina a uma dieta colesterolémica ndo ocasionou decréscimo
significativo nos niveis de triacilglicerois (COLLA et al, 2008). Ja, Almeci et al (2009)
encontraram uma atividade hipotrigliceridemiante em estudo realizado com 30 ratos, durante

28 dias utilizando extrato hidroalcoolico de C. sylvestris Sw, que constitui-se em um material
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vegetal e cujos resultados foram atribuidos aos compostos fendlicos presentes no extrato

hidroalcéolico.

Na Tabela 6 estdo elencados os resultados de colesterol HDL ( mg/dL) obtidos para
os grupos experimentais. Para a realizacdo da ANOVA os dados foram normalizados através
da transformagdo 1/HDL As diferengas de médias apresentadas na Tabela 6 sdo relativas a

estes dados transformados.

Tabela 6 Valores de colesterol HDL ( mg/dL) para os diferentes tratamentos no tempo inicial (0 d) e em 120 d

TRATAMENTOS HDL(mg/dL)(0 d) HDL( mg/dL) (120 d)
Controle (C) 22,57+5,50° 38,14+13,02°
Spirulina platensis (Sp) 24,86 £4,41 48,14+22,39°
Restri¢do Calérica (RC) 24,71+0,95® 39,5+13,92°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padrio.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados de colesterol HDL demonstrou um
aumento significativo (de 22,57 para 38,14 mg/dL) (Figura 03) apenas no grupo controle
comparando-se os tempos inicial e final de tratamento (p<0,05,Tab. 6). A microalga Spiruina
platensis e o grupo restricdo caldrica ndo se mostraram eficientes no aumento dos niveis de
colesterol HDL. A comparagdo de médias para os resultados de colesterol HDL entre os

grupos experimentais, no pos-tratamento nao demonstrou diferenga significativa (p=0,98).
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Figura 03 - Aumento significativo do colesterol HDL no grupo C.

Neste caso, os resultados obtidos com o uso da Spirulina platensis e da Restricdo
calorica, ndo demonstraram efeitos significativos comparados com o grupo controle,
discordando da literatura atual onde os achados indicam efeitos positivos com o uso da
microalga. O estudo de Colla et al. (2008) e Bertolin et al (2009) realizado com coelhos ¢
ratos, respectivamente, em uma dieta adicionada de Spirulina se mostraram eficientes para o

aumento nos niveis de colesterol HDL.

Com o avanco da idade ocorre um estreitamento da parede cardiaca e um aumentando
da incidéncia de doenca coronariana (HAYFLICK, 2007), como também ocorrem
modificagdes na composi¢do corporal, caracterizadas pelo aumento da gordura e pela

diminui¢do da massa magra, onde a alimentacdo excessiva e com alta densidade energética
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juntamente com um o estilo de vida sedentario resultam em ganho de peso, aumento da

geracdo de radicais livres e de doengas cronicas (MARQUES et al, 2007).

Resultados semelhantes também foram encontrados em um estudo conduzidos em
camundongos onde atestaram que a restricdo caldrica aumenta a longevidade impedindo ou
retardando a ocorréncia das doengas cronicas como: arteriosclerose, cardiomiopatia, diabetes,
doengas autoimunes, cancer, Alzheimer e Parkinson (WANG, 2007). Os resultados de
WEINDRUCH (2009) revelaram atenuagao das alteragdes dependentes do envelhecimento no
metabolismo de lipoproteinas e energia, assinalado pelo aumento relativo do HDL e redugao

dos niveis VLDL e maior sensibilidade a insulina através da restricdo caldrica.

Na Tabela 7 estao elencados os resultados de colesterol LDL ( mg/dL) obtidos para os
grupos experimentais. Para a realizacdo da ANOVA os dados foram normalizados através da
transformagdo 1/LDL. As diferengas de médias apresentadas na Tabela 7 sdo relativas a estes

dados transformados.

Tabela 7 Valores de colesterol LDL ( mg/dL) para os diferentes tratamentos no tempo inicial (0 d) e em 120 d

TRATAMENTOS LDL(mg/dL)(0 d) LDL( mg/dL) (120 d)
Controle (C) 23,14+6,96¢ 50,14+15,68°
Spirulina platensis (Sp) 38,43 £6,90™ 35,43+19,50™
Restri¢do Caldrica (RC) 23,86+6,18™ 44,57+14,82%

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padréo.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados de colesterol LDL em func¢do do

tempo e tratamento demonstrou diferenga significativa (p= 0,0075) nos valores de LDL em
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fun¢do do tempo. Como a interagdo tempo e tratamento também foi significativa (p=0,0027),

esta foi avaliada em detrimento dos fatores individuais.

A comparagdo de médias para os resultados de colesterol LDL em fun¢do do tempo e
tratamentos demonstrou que no tempo inicial, como também no tempo final, todos os ratos
apresentaram valores iguais de LDL (p>0,05, Tabela 7). J4, os resultados de colesterol LDL
dos ratos do grupo controle tiveram um aumento (de 23,14 para 50,14mg/dL) significativo
(p<0,05, Tabela 7) (Figura 4) em relagdo ao tempo inicial, (23,14). J4 os que receberam a
racdo acrescida com Spirulina platensis e os que tiveram restricdo de calorias ndo
demonstraram ganho ou diminuic¢do significativo dos seus niveis de LDL (p>0,05) no periodo

pré e pos-tratamento (Figura 4).
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Figura 04 - Aumento significativo do colesterol LDL no grupo C.

Greici Konrath Pagina 44



Spirulina platensis COMO MIMETIZADOR NA RESTRICAO CALORICA EM RATOS

A hipercolesterolemia é caracterizada por um aumento do colesterol total e LDL-
colesterol no soro. Ela é geralmente reconhecida como um fator de risco de aterosclerose,
estresse oxidativo ¢ LDL modificado oxidativamente (ONDREJOVICOVA, 2010). Com o
envelhecimento, a tendéncia de acentuagdo nas concentragdes sanguineas de LDL tende
aumentar. Neste caso, pode-se inferir que os tratamentos conseguiram manter semelhantes aos

valores do inicio do tratamento os niveis de colesterol LDL nestes grupos de ratos.

A alteracdo dos niveis de colesterol e triacilglicerois plasmaticos podem resultar em
dislipidemias e conduzir a ocorréncia de doengas cardiovasculares, principalmente a
aterosclerose. Estudos referentes ao potencial terapéutico da microalga Spirulina platensis
sugerem sua utilizacdo para a prevengdo e diminui¢do dos danos causados pela

hipercolesterolemia (COLLA et al, 2008; BERTOLIN et al, 2009) .

O desenvolvimento de terapias para tratamento das dislipidemias, particularmente a
hipercolesterolemia, baseia-se em evidéncias que sugerem que a redug@o dos niveis séricos de
colesterol é capaz de estabilizar placas ateroscleroticas e reduzir eventos cardiovasculares,
incluindo mortalidade por todas as suas causas. (GOIS et al, 2005). Experiéncias clinicas tém
demonstrado o efeito de substancias antioxidantes como as vitaminas E, C e o [-caroteno,
sobre a evolugdo de lesdes aterosclerdticas, sendo elas capazes de, in vitro, aumentar a

resisténcia da LDL a oxidagdo. (PORTO, 2005).

Neste estudo, os indices de colesterol LDL, ap6s 120 dias de tratamento, manteve
iguais, levando em conta que o grupo sem nenhuma intervengdo (grupo C), aumentam seus

niveis de LDL, seguindo a tendéncia normal com o processo do envelhecimento.
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Na Tabela 8 estdo expostos os resultados de glicose (mg/dL) obtidos para os grupos

experimentais.

Tabela 8 - Valores de glicose (mg/dL) para os diferentes tratamentos no tempo inicial (0 d ) e em 120 d

TRATAMENTOS GLICOSE (mg/dL)(0 d) GLICOSE ( mg/dL) (120 d)
Controle (C) 105,29+8,98 82,00+23,55°
Spirulina platensis (Sp) 96,57+17,05" 08,29+24.42*
Restrigdo Caldrica (RC) 94,00+14,85" 87,14+16,61°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padrao.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados de glicose ndo demonstrou diferencga

significativa entre os grupos comparando-se os tempos inicial e final de tratamento (p=0,61).

O comportamento dos grupos frente aos tratamentos ndo demonstrou diferenca
significativa nos niveis de glicose antes e depois dos tratamentos em nenhum dos grupos como

também ndo demonstrou resultados significativos entre os tratamentos.

Embora a literatura evidencie efeitos positivos com o uso dos tratamentos feitos neste

estudo, em nosso experimento nao foram obtidos resultados significativos.

O Diabetes mellitus ¢ um disturbio cronico, caracterizado pelo comprometimento do
metabolismo da glicose e de outras substancias produtoras de energia. Entre os antioxidantes
que tém recebido maior atencdo, por sua possivel acdo benéfica na glicemia e prevengdo da
doenga aterosclerdtica, estdo as vitaminas C (4acido ascérbico) e E (tocoferol), os carotendides e
os flavondides (RODRIGUES et al, 2003). Dentre os constituintes da microalga Spirulina
destacam-se as proteinas de alta qualidade, minerais, vitaminas, dcidos graxos poliinsaturados e

pigmentos antioxidantes. A vitamina E & a principal vitamina antioxidante transportada na
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corrente sangiiinea pela fase lipidica das particulas lipoprotéicas. Junto com o beta-caroteno e
outros antioxidantes naturais, chamados ubiquinonas, a vitamina E protege os lipidios da
peroxidacdo. (SOUZA, et al, 2003). A Spirulina também mostrou um efeito favoravel no perfil
lipidico, capacidade antioxidante, e resposta inflamatéria em pacientes coreanos com diabetes

do tipo 2 (LEE, 2008).

Masoro (1997) explica que embora os animais com restricdo de calorias e sem
restricio de calorias queimem a mesma quantidade de glicose por grama de tecido, a
concentracdo de glicose na corrente sanguinea dos animais em dieta de restricdo de calorias ¢
muito menor. Ele acredita que essa menor quantidade de glicose na corrente sanguinea ¢
benéfica, pois alguns dos produtos do metabolismo da glicose interagem com importantes
enzimas, proteinas e até com DNA dos genes danificando-os ou desativando-os (MASORO

apud HAYFLICK, 1997).

Contudo, neste estudo a microalga Spirulina ndao promoveu efeitos no grupo de ratos

estudados, bem como a RC ndo produziu nenhum efeito significativo nos niveis de glicose.

Na Tabela 9 estdo elencados os resultados de colesterol total ( mg/dL) obtidos para os
grupos experimentais. Para a realizacdo da ANOVA os dados foram normalizados através da
transformagdo log CT As diferencas de médias apresentadas na Tabela 9 sdo relativas a estes

dados transformados.
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Tabela 9 Valores do colesterol total ( mg/dL) para os diferentes tratamentos no tempo inicial (0 d) e em 120 d

TRATAMENTOS CT (mg/dL)(0 d) CT (mg/dL) (120 d)
Controle (C) 51,33+6,95% 16,22 +4,29°
Spirulina platensis (Sp) 58,71+14,21* 13,60:1,96™
Restrigdo Caldrica (RC) 53,26+6,27" 1 1,30i2,87b

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padréo.

A andlise de variancia (ANOVA) dos resultados de colesterol total demonstrou
diferenca significativa em funcdo do tempo (p<0,001) e tratamento ( p= 0,035) comparando-
se os tempos inicial e final de tratamento (p< 0,035). Como a interacdo tempo e tratamento

também foi significativa (p=0,013), esta foi avaliada em detrimento dos fatores individuais.

A comparacdo de médias para os resultados de colesterol total em fung¢do do tempo de
tratamento e dos grupos experimentais demonstrou que no tempo inicial todos os ratos
apresentaram valores iguais estatisticamente (p>0,05, Tab. 9). O grupo RC apresentou o
colesterol significativamente (p<0,05) inferior (11,30 ml/dL) que os ratos do grupo controle
(16,22 ml/dL) (Figura 05). Os resultados de colesterol total dos ratos do grupo Spirulina

foram iguais estatisticamente aos resultados dos demais grupos.
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Figura 05 - Redug@o significativa na comparagdo entre os tratamentos do colesterol total no grupo RC.

Neste caso, o grupo Spirulina platensis ndo demonstrou diferenga significativa
comparado ao grupo controle. A literatura obteve resultados mais positivos em relacdo aos
niveis de colesterol toral com o uso da Spirulina. Por exemplo, Nagaoka ef al. (2005) em um
estudo sobre a acdo hipocolesterolémica da Spirulina platensis em ratos, demonstrou que a
proteina ficocianina derivada da Spirulina platensis influencia a concentracdo de colesterol

sérico conferindo uma atividade atenuadora nos valores de colesterol em ratos.

Neste estudo, a restrigdo calorica mostrou-se efetiva na redugdo do colesterol total em
comparacdo ao grupo controle (Tabela 9). Levando em conta que o acimulo de danos
oxidativos em macromoléculas tem sido considerado como causador de dano celular e
patologias como as dislipidemias, por exemplo, os resultados demonstrados contribuem com a

hipotese de uma ag@o protetora para o organismo com uso da restri¢do de calorias.
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Também foi evidenciado no estudo de Ngozi que a restricdo caldrica atenua o dano
oxidativo e a dislipidemia exacerbada durante a diabetes pela redugo significativa no seu

peso corporal, e niveis de colesterol total (NGOZI, 2007).

A tabela 10 apresenta os resultados de TBA (substancias reativas ao acido

tiobarbitdrico) encontrados para os grupos experimentais.

Tabela 10 Valores de TBA (nmol) para os ratos submetidos aos tratamentos no tempo inicial (0 d) e em 120 d

TRATAMENTOS TBA (nmol) (0 d) TBA (nmol) (120 d)
Controle (C) 0,02620,001° 0.023£0.0203°
Spirulina platensis (Sp) 0,027+0,001* 0,011+0,002¢
Restri¢do Caldrica (RC) 0,025+0,001* 0,010+0,001°¢

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
* Resultados de média + desvio padrio.

A analise de variancia (ANOVA) dos resultados de TBA demonstrou diferenca
significativa nos valores de TBA em fungdo do tempo (p<0,001) e tratamento ( p<0,001,
Figura 06). Como a interagdo tempo e tratamento também foi significativa (p<0,001), esta foi

avaliada em detrimento dos fatores individuais.

A comparagdo de médias para os resultados de TBA em fung¢do do tempo de
tratamento ¢ dos grupos experimentais demonstrou que os grupos Spirulina e restrigdo
caldrica mostraram diferenca significativa comparados com o grupo controle (p<0,001)

(Tabela 10).
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Figura 06- Diminui¢do nos niveis de TBA nos grupos RC e Sp.

A quantificagdo das TBARS avalia a presen¢a de peroxidacdo lipidica, através dos
niveis de MDA, os quais servem como marcadores de estresse oxidativo (POTTER, NEUN;
STERN, 2011; GUSTAW-ROTHENBERG; KOWALCZUK; STRYJECKA-ZIMMER,
2010), em fungdo disso este estudo buscou analisar esse marcador que possui importante

relacdo com as doengas cronicas e com o envelhecimento.

Os resultados do nosso estudo demonstraram que houve uma agdo protetora com o
uso da Spirulina como também da restricdo calorica nos ratos avaliados, corroborando com
resultados diversos, onde registram que compostos fendlicos podem ndo sé aumentar a
sustento alimentar, mas também atuar como antioxidantes em muitos sistemas bioldgicos
reduzindo a incidéncia de doengas (MILIE et al, 1998, BELAY, 2002). Resultados

semelhantes foram encontrados recentemente em revisdes que analisaram o impacto dos
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antioxidantes sobre a teoria do estresse oxidativo (KUA CHONG-HAN, 2010; GIL DEL

VALLE, 2010; RAFFAELLO, RIZZUTO, 2010).

No estudo de Souza et al (2006), por exemplo, o pigmento ficocianina apresentou
potencial antioxidante frente a peroxidacdo lipidica no 6leo de soja e azeite de oliva, podendo
minimizar danos celulares e inibir a formagdo de radicais livres. Resultados semelhantes
também foram obtidos, em um estudo feito com ratos, utilizando suplementagdo dietética de
azeite extra-virgem, onde o mesmo neutralizou o efeito do dano de um pesticida utilizado no
estudo. Estes efeitos ocorreram pelo reforco da defesa do sistema antioxidante e a diminuigao

da peroxidacao lipidica (NAKBI, 2010).

Em relagdo a restricdo caldrica, as evidéncias bibliograficas vém demonstrando
efeitos semelhantes aos encontrados neste estudo. Acumulag¢do de dano oxidativo induzido
pela idade e outras mudangas podem ser atenuadas por um longo prazo de regime de restricao
calorica. Tais regimes tipicamente envolvem a reducdo da ingestdo de uma dieta nutritiva por

20-50% abaixo dos niveis ad libitum (HUNT et al, 2006).

Feurs (1998) mostrou que camundongos submetidos a alimentacdo com farta
disponibilidade de calorias, tém sua vida diminuida, quando comparados com camundongos
alimentados com dieta contendo 30% menos calorias que o usual. O autor relata que a
restricdo caldrica tem efeito sob a diminui¢do na taxa de metabolismo basal, resultando num

aumento da longevidade pela preservagdo da atividade respiratoria da mitocondria.
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Barja e seus colaboradores evidenciaram que uma restricdo calorica de 40% conduz a
uma diminui¢do em 47% da taxa de produgdo mitocondrial de H,O, e 46% para uma

diminui¢@o do dano oxidativo ao DNA mitocondrial (2002).

O uso da RC como hipdtese de diminuir o fluxo de elétrons mitocondrial e
vazamentos de prétons para atenuar os danos causados por espécies reativas de oxigénio
(HUNT et al, 2005; RAFFAELLO E RIZZUTO , 2010) vem contribuir com os resultados

encontrados neste estudo.
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5. CONCLUSOES

Os resultados de efeitos benéficos nos niveis de TGA, colesterol LDL,
lipoperoxidacao lipidica (TBARS) e manutenc¢do do peso pelo uso da Spirulina platensis no
processo de envelhecimento de ratos parece indicar que esta cianobactéria pode ser utilizada

como um funcional mimetizador da restricdo caldrica.

As implicagdes do uso da Spirulina pltensis e restrigdo caldrica encontrados neste

estudo corroboram com as evidéncias destas terapias em favor da longevidade.
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ANEXO

k UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO

PE VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-
GRADUACAO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Vi
N

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa — UPF, em reunido no dia 12/05/09, analisou o projeto de
pesquisa “Restricdo calorica e Spirulina platensis no processo do envelhecimento”, registro no CEP

081/2009, de responsabilidade da pesquisadora Telma Elita Bertolin.

O projeto tem como objetivo verificar o potencial da microalga Spirulina platensis e da
restri¢do caldrica no estresse oxidativo no processo do envelhecimento de camundongos. Para isto a
pesquisadora fara um estudo experimental envolvendo 30 camundongos Swiss machos. Os animais serdo
divididos em 3 grupos experimentais. Um grupo controle com dieta padrio para roedores, um grupo com
dieta acrescida de S. platensis e um grupo com dieta de restri¢do caldrica. Os animais serdo pesados
semanalmente. Apds o experimento, os animais serdo sacrificados por decapitacdo para andlise dos
parametros séricos e do estresse oxidativo.

Em relagdo aos aspectos éticos, a pesquisadora e seus colaboradores estdo comprometidos com
a observancia dos “Principios Eticos na Experimentagdo Animal” preconizados pela Sociedade Brasileira

de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008.

Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribui¢cdes definidas em seu Regimento Interno,

manifesta-se pela aprovacio do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

A pesquisadora devera apresentar relatorio a este CEP ao final do estudo.

Situacio: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 5 de junho de 2009.
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