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RESUMO

Mazzola, Daiane. Efeito da spirulina platensis e do exercicio aerébico no processo
de envelhecimento em ratos. 2012. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento
Humano) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2012.

O exercicio fisico moderado e o uso de moléculas antioxidantes vém sendo relatados
por prevenir o aparecimento de doengas crdnicas ligadas ao envelhecimento e
prolongarem vida em diferentes modelos experimentais. No entanto permanece a
necessidade de elucidagdo dos mecanismos bioldgicos envolvidos e das condutas
adequadas para o uso destas terapias antienvelhecimento. Neste contexto objetivou-se
verificar o efeito do exercicio fisico moderado e o uso da Spirulina platensis no
envelhecimento em ratos. Para tal, 80 ratos Wistar machos foram divididos em grupo
adulto (n = 40; 9 meses) e grupo jovem (n = 40; 5 meses), os quais foram submetidos
aos tratamentos: Exercicio (E) através do nado durante 30 minutos; Spirulina platensis
(S) oferecida por gavagem em uma dose de 2,6 mg/Kg de peso corporal; Exercicio +
Spirulina platensis (ES) e Controle. Todos os animais receberam ra¢do padrdo e agua ad
libitum ¢ os tratamentos ocorreram durante 10 semanas, trés vezes por semana € uma
vez ao dia. Para a andlise da peroxidacdo lipidica foi analisado TBARS no tecido
cerebral e no plasma sanguineo ¢, para o perfil lipidico, foi analisado colesterol total
(CT) e triacilglicer6is (TAG) no plasma sanguineo. Os resultados apontam que o
TBARS cerebral em jovens foi menor no ES que no controle ou no S (ambos P <
0,0001). Em adultos, o E teve maiores niveis que o controle (P = 0,0064). Jovens
tratados com ES apresentaram uma diminui¢do do TBARS sérico (P = 0,008) e adultos
aumentaram no controle (P = 0,0003), E, S (P <0,0001) e ES (P = 0,0012). Em jovens,
o CT aumentou no controle (P < 0,0001), E (P = 0,0156) e S (P = 0,0026). Os TAG
diminuiram no controle (P = 0,0003), E, S (P < 0,0001) e ES (P = 0,0012). Estes
achados permitem inferir que animais adultos possuem respostas bioquimicas ¢ lipidicas
diferentes quando comparadas aos jovens. Assim, sugere-se adequagdo de protocolos de
exercicio fisico, nado e das dosagens da Spirulina platensis com o intuito da promogao
saude no processo de envelhecimento.

Palavras-chave: 1. Envelhecimento. 2. Exercicio. 3. Perfil lipico. 4. Estresse oxidativo.
5. Spirulina platensis.



ABSTRACT

Mazzola, Daiane. Efeito da spirulina platensis e do exercicio aerébico no processo
de envelhecimento em ratos. 2012. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Envelhecimento
Humano) — Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 2012.

The moderate exercise and antioxidants molecules have been reported to prevent ageing
associated-chronic disease and also to prolong life in experimental models. However,
are still under investigation the biological mechanisms involved and the appropriate
conduct for the use of these therapies. In this context, the aim of the present study was
to verify the effect of the moderate exercise and the use of the Spirulina platensis in
aging in rats. For this, 80 male rats Wistar were divided in adult group (n = 40; 9
month) and young group (n = 40; 5 month), who underwent to treatments: Exercise (E)
by swimming during 30 minutes; Spirulina platensis (S) offered by gavage at a dose of
2.6 mg/Kg bw; Exercise plus Spirulina platensis (ES) and Control. All animals received
standard chow and water to ad libitum and the treatments occurred during ten weeks,
three time a week and once a day. For analysis of lipid peroxidation was analyzed
TBARS in brain and serum, and to lipid profile was analyzes total cholesterol (TC) and
triglyceride (TG) in serum. The results indicate brain TBARS in young was less in ES
than control or S (both, P < 0.0001) and E than control (P = 0.0014) or S (P < 0.0001).
In adults, E was higher than control (P = 0.0064). Young treated with ES decreased
serum TBARS (P = 0.008) and adults increased in control (P = 0.0003), E, S (P <
0.0001) and ES (P = 0.0012). In young, the cholesterol increased in control (P <
0.0001), E (P =0.0156) and S (P = 0.0026). TG decreased in control (P = 0.0003), E, S
(P < 0.0001) and ES (P = 0.0012). These findings support the conclusion that adult
animals have different lipid and biochemical responses of young. From this, becomes
necessary the appropriateness of physical exercise protocols and different dosages of
Spirulina platensis for different age groups to promote health throughout the aging
process.

Key words: 1. Ageing. 2. Exercise. 3. Lipid profile. 4. Oxidative stress. 5. Spirulina
platensis.
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1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento tem sido considerado uma dos mais relevantes
fendmenos epidemiolégicos da histdria recente dado o intenso aumento na expectativa
de vida nos ultimos séculos (VAULPEL, 2010; BLAGOSKLONNY, 2010). E,
relacionado a este processo, o estresse oxidativo e a hiperlipidemia tem sido alvos de
diversas abordagens terapéuticas (WANG, MICHAELIS, 2010; KAO et al, 2010;
GOMES et al, 2009).

Recentes evidéncias sugerem que a indugdo ao metabolismo mitocondrial
(mitohormese) atua como promotor da satide metabolica promovendo o /ife span. O uso
de terapias que conduzem a referida hormese destaca a restricdo caldrica, exercicios
fisicos moderados e também moléculas antioxidantes em diferentes modelos
experimentais como: Saccharomyces  cereviciae, Drosophila  melanogaster,
Caenorhabditis elegans, roedores e primatas (BAUR, 2010).

A préatica regular de exercicios fisicos moderados tem mostrado potencial
efeito antioxidante (CAKIR et al, 2010; GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA,
2008; VENDITTI; DI MEO, 1997) e traz muitos beneficios a saude, incluindo a
reducdo de risco para doencas cardiovasculares, cancer ¢ diabetes. Paradoxalmente, o
exercicio fisico intenso pode resultar em dano oxidativo nos constituintes celulares
(VINA et al, 2000). No entanto, o estimulo mitocondrial pela realizagdo de exercicios
moderados conduz a formagdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) que se
caracteriza como uma resposta adaptativa, aumentado a defesa antioxidante, a
longevidade e culminando na resisténcia ao estresse.

O uso de moléculas com capacidade funcional vem sendo estudado com a
pretensdo de mimetizar os efeitos benéficos de terapias bem reconhecidas como a

restri¢do calorica no prolongamento da vida. Diversos componentes nutricionais tém



ppgEH/UPF Efeito da Spirulina platensis e do exercicio
aerdbico no processo de envelhecimento em ratos.

sido pesquisados como agentes antioxidantes associados ao exercicio moderado
(SHARMAN; DOWN; SEM, 1971; BRADY; BRADY; ULLREY, 1979). A
cianobactéria Spirulina platensis, devido seus componentes moleculares, vem sendo
relatada como atenuadora do estresse oxidativo (KHAN, 2005), pelo seu efeito
antioxidante dado principalmente pela ficocianina (BHAT, MADY ASTHA, 2001).

Estes procedimentos vém sendo investigados por diferentes autores, entretanto,
ainda permanece a falta de evidéncias mais elucidativas sobre os mecanismos
biologicos que favorecem o life span, a existéncia de protocolos de exercicio fisico
adequados para o idoso e dosagens de moléculas funcionais para potencializar a
longevidade.

As Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBARS) tém sido usadas na
analise da peroxidacdo lipidica pela mensuracdo dos malonaldeidos, os quais sdo
marcadores de estresse oxidativo (POTTER; NEUN; STERN, 2011; BABUSIKOVA et
al, 2007; SAINZ et al, 2010; OKABE et al, 2007) e que estio ligados ao
envelhecimento, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Assim, tratamentos
que sejam capazes de interferir no perfil lipidico e no estresse oxidativo podem ter
relevancia na pratica clinica através da prevencdo de doencas e promog¢do da saude.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou verificar o efeito do exercicio fisico
moderado e do uso da Spirulina platensis na peroxidacdo lipidica e no perfil lipidico no

envelhecimento em ratos.
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2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1  ENVELHECIMENTO

O numero de pessoas com idade superior a 60 anos esta crescendo mais rapido
que qualquer outra faixa etaria (WHO, 2010). A partir de um ponto de vista historico,
isso decorre do progresso da civilizag@o, a qual acabou com muitas causas de morte que
levavam jovens ao 6bito no passado como, por exemplo, a fome, as epidemias virais ou
infecciosas e a violéncia fisica. Além disso, os avancos da medicina aumentaram o
tempo de vida das pessoas idosas pelo tratamento de algumas doengas relacionadas a
idade (BLAGOSKLONNY, 2010) e, na atualidade, houve uma reducdo das taxas de
fertilidade (WHO, 2010).

Segundo dados da ONU, no mundo, os idosos representavam 8,5% da
populagdo em 1975. Os quais passaram a representar 11% em 2009 com um niimero
aproximado de 737,27 milhdes de idosos e estima-se que 22% desta populacdo, em
torno de 2,01 bilhdes, esta projetada para ter 60 anos ou mais em 2050 (UN, 2010).

Uma das grandes preocupagdes sociais € que a maioria das pessoas que hoje
estdo na Terceira Idade, cerca de 70%, vive em paises em desenvolvimento e a
tendéncia é que esses nimeros continuem a aumentar (WHO, 2005). Nestes paises, os
idosos, que em 2009 representavam 5% da populagdo, representardo 11% em 2050 (UN,
2010).

No Brasil, a expectativa de vida passou de 66,7 anos em 1990 para 73,3 anos
em 2008 (IBGE, 2009). Segundo dados da Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios (PNAD), a populagdo idosa passou de 8,8% em 1998 para 11,1% em 2008,
atingindo 19 milhdes de pessoas com mais de 60 anos no pais (IBGE, 2009). Estima-se
que este numero aumentard para 64 milhdes em 2050, ou seja, uma representacdo da

populagdo de 29% (UN, 2010).
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O crescimento relativo por faixa etdria também aumentou expressivamente de
1998 para 2008, onde o numero de idosos com 80 anos ou mais aumentou 69,4%,
alcangando cerca de trés milhdes de pessoas nesta faixa etaria (IBGE, 2009). Espera-se
que estes idosos passardo a representar 22% da populagdo com 60 anos ou mais em
2050, o que em 2009 representava 14% (UN, 2010).

Essas mudangas podem ser entendidas em um contexto historico de sucesso
para as politicas de satide publica e para o desenvolvimento sdcio-econdmico ou pode
ser vista sob um olhar de desafio, onde a sociedade necessite se adaptar para que a
saude dos idosos seja maximizada (WHO, 2010). Além disso, este panorama traz um
direcionamento da atengdo para o fendmeno da longevidade, a qual requer preocupacdes
diretas ndo apenas do Estado, mas também da sociedade e da familia quanto aos
cuidados que este grupo etario requer (IBGE, 2009).

Desta forma, para que o envelhecimento seja pensado sob um ponto de vista
positivo, € necessario ndo apenas aumentar o tempo de vida das pessoas, mas sim,
oferecer oportunidades ao individuo envelhecente. E com o propdsito de tornar esse
pensamento real, a Organizacdo Mundial da Satde adotou o termo “envelhecimento
ativo”, ou seja, a otimizacdo das oportunidades de saude, participacdo e seguranga a fim
de melhorar a qualidade de vida ao longo dos anos. O objetivo desta idéia é aumentar a
expectativa de vida saudavel e promover qualidade de vida ndo apenas para pessoas
sauddveis, mas também para pessoas fragilizadas ou com alguma incapacidade
funcional (WHO, 2005).

Uma vida ativa, através da realizagdo de exercicios, ¢ uma alimentagdo
saudavel sdo fatores comportamentais determinantes para o envelhecimento ativo, pois
melhora a saide e a participacdo social do individuo idoso, uma vez que aumentam os

contatos sociais. Também promove melhora da capacidade funcional, reduz o risco de
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morte, a gravidade das doengas cronicas e os custos médicos com a saide. Apesar de
um grande nimero de idosos ainda ser sedentdrio e ndo ter acesso a alimentagdo de
qualidade, principalmente em paises menos desenvolvidos, estes fatores determinantes
devem ser entendidos como janelas de oportunidades para estimular a participacdo

social, a saude e a seguranca (WHO, 2005).

2.2. ESTRESSE OXIDATIVO

Estresse oxidativo ¢ o estado de desequilibrio entre a produgdo de radicais
livres (RL) e a capacidade que o organismo tem de reagir a esta alteracdo através de
sistemas de defesa antioxidante (CORREA, 2006).

Os RL s@o moléculas que contém atomos que apresentam ao menos um elétron
desemparelhado em seu orbital externo, tornando-os instaveis, altamente reativos e com
grande capacidade de ligagdo inespecifica com outras moléculas da célula (SCHIPPER,
2004; ARAUJO, 2004). O oxigénio gera espécies reativas no processo de transferéncia
de elétrons ou durante a absor¢do de energia e as espécies reativas de oxigénio (ERO)
estdo entre as principais substancias reativas com elevado potencial para gerar RL
(LENHINGER, NELSON, COX, 2002). No entanto, a geracdo de ERO ocorre de forma
fisiologica no organismo, uma vez que sdo produzidas pelo metabolismo neuronal e glia
(VOET; VOET; PRATT, 2000; BOVERIS; CHANCE, 1973).

Na atmosfera, o oxigénio estd presente na forma de triplete birradical (30,), ou
seja, estavel. Porém, na respirag¢@o celular, sofre reducdo até ser transformado em agua
e, neste processo, também ocorre a formacdo de intermediarios reativos, como o radical
superoxido (O,:-), perdxido de hidrogénio (H»O») e o radical hidroxil (OH-) (SHIPPER,

2004; ARAUJO, 2004). Este processo pode ser observado na Figura 1.
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e e +2H! e +H e+ H?

Oz > 02'- > H202 > OH > HzO
H,0
Fonte: Araujo, 2004.

Figura 1 - Formagdo de espécies reativas a partir da redugdo do

oxigénio triplete.

As ERO tém alto potencial de reatividade com outros compostos, gerando
diferentes RL, o que inicia uma reagcdo em cadeia (RAHA; ROBINSON, 2000).

Um dos compostos que possuem alto poder de ligacdo com as ERO sdo os
lipidios. Os lipidios sdo grupos heterogéneos de compostos com propriedade de baixa
solubilidade em agua e incluem gorduras, Oleos, esterdides, ceras e compostos
relacionados. O conhecimento da bioquimica dos lipidios estd relacionado as areas
importantes, como obesidade, aterosclerose e fun¢do de acidos graxos poliinsaturados
na nutricdo e na saude (MURRAY, RODWELL, 2002).

A membrana celular é formada por glicerofosfolipidios, esfingolipidios,
colesterol, ésteres de colesterol, glicerideos e acidos graxos. Além de fornecer uma
barreira semipermedvel, a bicamada fosfolipidica também oferece estrutura para um
6timo funcionamento das proteinas (MAXFIELD; TABAS, 2005). O colesterol ¢ um
dos principais reguladores da organizagdo dos lipidios, pois sua distribui¢do entre os
folhetos ird determinar a fluidez da membrana e, por fim, a sua fun¢do. As células de
mamiferos podem conter em torno de 1.000 a 2.000 tipos de lipidios, havendo uma
concentragdo mais pronunciada no encéfalo e no tecido adiposo. Nesse sentido, o

metabolismo lipidico tem extrema importancia para o Sistema Nervoso Central (SNC),
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j& que os lipidios possuem um papel determinante na fisiologia e sinalizagdo celular de
muitas doencas neurologicas (ADIBHATLA; HATCHER, 2008).

No entanto, os lipidios quando oxidados possuem alta capacidade de gerar RL,
uma vez que a peroxidagdo lipidica ¢ a rea¢do do oxigénio molecular com lipidios
insaturados. Esta reacdo de oxidacdo ocorre devido a fatores ambientais ou pela agdo
enzimatica - pela catalisacdo de enzimas lipoxigenases ou pelos RL formados nos
processos metabolicos (ARAUJO, 2004). Assim, a partir da decomposi¢do dos
hidroperoxidos lipidicos, ocorre a formagdo de malonaldeido (MDA), que sao aldeidos
de cadeia curta (BONNES-TAOUREL; GUERIN; TORREILLES, 1992). Estes
aldeidos, derivados da peroxidacdo lipidica, sdo muito reativos e interagem com o DNA
provocando lesdes e sabe-se que com o avangco da idade ocorre o aumento da
concentracdo de MDA, sendo que valores mais altos sdo mais reforcados em idades
mais avangadas (GIL et al, 2002).

Nesse contexto, uma das formas de mensurar a peroxidacdo lipidica é através
dos niveis de MDA, o qual ¢ largamente utilizados como marcador da peroxidagao
lipidica nos estados de estresse oxidativo elevados em humanos (GUSTAW-
ROTHENBERG; KOWALCZUK; GALAN et al, 2006) ¢ em animais (JOLITHA;
SUBRAMANYAM; ASHA DEVI, 2006; ASHA DEVI; KIRAN, 2004). Ele pode ser
mensurado através da analise das TBARS, que avalia as alteragdes oxidativas nos
lipidios, mediadas pelos RL (POTTER; NEUN; STERN, 2011; NIELSEN et al, 1997;
GUTTERIDGE, 1982).

A partir da mensura¢do da peroxidacdo lipidica, muitas evidéncias
experimentais e clinicas comprovaram que os processos oxidativos participam da
formagdo e progressdo da placa aterosclerdtica em diferentes fases, iniciando pela

formacdo da placa pela migracdo de particulas de LDL nativa para o espaco

Daiane Mazzola 25



ppgEH/UPF Efeito da Spirulina platensis e do exercicio
aerdbico no processo de envelhecimento em ratos.

sobendotelial onde, em contato com macrofagos, células endoteliais ou células
musculares lisas, sofrem um processo de oxidacdo de seus fosfolipidios pela acdo das
ERO, transformando-os inicialmente numa particula oxidada (LDL-0x). A LDL-ox ¢
considerada mais aterogénica que a LDL nativa. Porém, a LDL, sem sofrer os processos
quimicos oxidativos, tem pouco poder aterogénico (PORTO, 2005; SIGALA et al,
2010).

A membrana plasmatica ¢ mais suscetivel a agdo das ERO do que os outros
componentes celulares, por ser mais atingida pela peroxidacdo lipidica, acarretando
alterag¢@o na estrutura e permeabilidade das membranas celulares. A partir disto, ficam
prejudicadas a seletividade da troca idnica e a liberagdo do conteudo de organelas, como
enzimas hidroliticas dos lisossomas, juntamente com a formacdo de produtos
citotoxicos, levando a morte celular (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Dentre os tecidos mais sensiveis ao dano oxidativo, o cérebro é um alvo
importante uma vez que exige alto consumo de glicose e de oxigénio gerando, assim,
maior peroxidacdo de dcidos graxos nas membranas deste tecido, associado a pequena
producdo de antioxidantes (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Assim, a
peroxidacdo lipidica pode provocar danos ao tecido cerebral, tornando-a relacionada a
diversas doengas cronicas neuronais ligadas ao envelhecimento como o Acidente
Vascular Encefalico (AVE) (CHEN et al, 2010; YILDIRIM et al, 2007), Doenc¢a de
Parkinson (BAILLET et al, 2010), Doengca de Alzheimer e Deméncia Vascular
(GUSTAW-ROTHENBERG; KOWALCZUK; STRYJECKA-ZIMMER, 2010). Além
destas, outras doencas cronicas também decorrem da peroxidagdo lipidica, como o
Infarto Agudo do Miocardio (BAGATINI et al, 2010) e Doenca Renal Cronica (DE

VECCHI et al, 2009).
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2.3. TEORIA DO ENVELHECIMENTO PELOS RADICAIS LIVRES

O envelhecimento ndo ¢ uma doenga, mas um processo fisiolégico no qual
ocorrem declinios progressivos na fun¢do organica que podem vir acompanhados de
doengas relacionadas a idade (ROMANO et al, 2010).

O fendomeno do envelhecimento ¢ relacionado hd um processo multifatorial e
tem sido explicado por diversas teorias. Dentre as Teorias Bioldgicas, uma das mais
proeminentes ¢ a Teoria do Envelhecimento pelos Radicais Livres (ROMANO et al,
2010), a qual foi proposta por Harman em 1956. Esta teoria defende que as espécies
reativas de oxigénio (ERO) geradas na célula resultam em dano cumulativo
(HARMAN, 1956) e que estas mudangas, que ocorrem ao longo do tempo, sdo
responsaveis pelo envelhecimento e as desordens relacionadas a ele (HARMAN, 1981).

Sabe-se que células cultivadas em meio com baixo teor de oxigénio exibem
vida prolongada (PACKER; FUEHR, 1977). Por outro lado, células cultivadas em altas
concentracdes de oxigénio tém vida util reduzida e mostram encurtamento acelerado
dos telomeros (VON ZGLINICKI et al, 1995). A partir disso, alguns estudos defendem
que a causa de muitas doengas cronicas, como doengas degenerativas, do cancer e do
envelhecimento em si, emerge do dano oxidativo ao DNA mitocondrial (ZHANG; JU,
2010; HURSTING et al, 2003; STUART et al, 2004). A senescéncia cercbral ¢ a
neurodegeneracdo, por exemplo, ocorrem com a disfungdo mitocondrial caracterizada
pelo comprometimento da transferéncia de elétrons e pelo dano oxidativo (NAVARRO,
BOVERIS, 2010). Desta forma, o estresse oxidativo tem sido constantemente ligado a

doengas neurodegenerativas relacionadas a idade (FERNANDEZ-CHECA et al, 2010).

2.4. SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTES
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No organismo existem sistemas de defesa enzimaticos e ndo enzimaticos na
célula, que neutralizam a formag¢ao enddgena de ERO e, dentre estas defesas, estdo em
atuacdo as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase
(VOET; VOET; PRATT, 2000). Se a formag¢do de ERO néo for desativada pelo sistema
antioxidante, danos as macromoléculas biologicas serdo causados (RAHA;
ROBINSON, 2000). Do contréario, os componentes vitais da célula sdo protegidos
através da existéncia de um equilibrio entre gera¢do e neutralizagdo de oxidantes por
diferentes formas de defesa intra e extracelular (ZIMMERMANN et al, 2004).

A enzima SOD, com sua fun¢do de catalisar a rea¢do de dismutacdo do radical
O,'- a H,0,, promove a redu¢@o da formacdo das espécies reativas e, por conseguinte, a
diminui¢cdo dos danos causados. O H,0O, formado nesta reagdo devera ser eliminado
pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase, com o objetivo de impedi-lo de reagir
com metais de transi¢cdo e gerar OH- (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

A catalase acelera a decomposicdo do H,O, em dgua e oxigénio, podendo ser
encontrada na maioria das células, mas de forma mais prevalente nos peroxissomas
(CHANCE; SIES; BOVERIS, 1979) e em menor propor¢do em alguns 6rgdos como
coragdo, musculo esquelético e cérebro, os tornando mais vulneraveis ao estresse
oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIGDE, 1989).

Durante o processo de envelhecimento ocorrem algumas mudancgas na barreira
antioxidante, havendo uma redu¢do gradual da atividade de algumas enzimas que atuam
na defesa celular, como por exemplo, a SOD, Glutationa Redutase (ANDERSEN et al,
1997) e catalase. Além disso, a literatura aponta que a co-superexpressdo da SOD e
catalase podem reduzir os niveis de estresse oxidativo e aumentar a longevidade (ORR;

SOHAL, 1994). Neste caso, sdo interessantes intervencdes com agentes antioxidantes
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exogenos, derivados da alimenta¢do ou através do exercicio, que possam estimular a

atividade destas enzimas.

2.5 SPIRULINA PLATENSIS

A Spirulina é uma cianobactéria aerdbia fotossintética, da divisdo filogenética
das eubactérias, classificada por Bergey (1989) como Cianobactérias, de ordem
Oscillariales e género Spirulina. Constitui uma célula procaridtica com parede e
membrana celular, ribossomos e regido nuclear, sem nuicleo verdadeiro (BROCK;
MADIGAN, 1991). Ela habita solos, areias, pantanos, lagos alcalinos, 4guas marinhas e
doces e os nutrientes que necessita para sobrevivéncia sdo agua e fonte de carbono,
nitrogénio, fosforo, potassio, ferro e outros oligoelementos. Além disso, durante a
fotossintese a Spirulina converte os nutrientes em matéria celular e libera oxigénio
(HENRIKSON, 1994).

Desde a pré-historia, a Spirulina tem sido utilizada como fonte alimentar por
tribos de cagadores que coletavam massas gelatinosas de algas verde-azuladas para
comé-las cruas ou cozidas (RICHMOND, 1990, apud AMBROSI et al, 2008). Além
disso, também em tempos remotos, era consumida pelos astecas no México e tém sido
colhidas, secas e comidas pelo antigo povo Kanembu na regido de Lake Chad na Africa
ao longo dos séculos (GERSHWIN; BELAY, 2007).

Conhecida por ser fonte rica de nutrientes, a Spirulina ¢ um dos alimentos mais
bem pesquisados como alimento funcional no mercado de bilhdes de dolares de
suplementag@o alimentar (GERSHWIN; BELAY, 2007). Na Europa, Japdo e Estados
Unidos, ela ¢ autorizada como complemento alimentar por ndo possuir toxicidade ao
organismo (BELAY et al, 1993; VON DER WEID; DILLON; FALQUET, 2000). No

Brasil, sua comercializagdo ¢ permitida pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
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(ANVISA), desde que o produto final, no qual o microorganismo tenha sido adicionado,
esteja devidamente registrado (BRASIL, 2008).

O consumo da Spirulina promove beneficios para a saude humana, pois em sua
composi¢do quimica estd incluida maior quantidade de proteina (65%) do que qualquer
outro alimento natural, como peixe, soja, leite, entre outros, e ela possui uma rede de
proteinas completas, pois possui todos os aminoacidos essenciais. Além disso, ela é
fonte de vitaminas A, E, K, B1, B2, B3, B6, B12, acido pantoténico e alguns minerais
como ferro, manganés, cromo, selénio, cobre e zinco. Também contém muitas enzimas,
uma delas ¢ a SOD que possui uma atividade de que varia de 10.000 a 37.500 unidades
a cada 10 gramas de Spirulina (HENRIKSON, 1994).

Esta cianobactéria fornece acidos graxos essenciais (GERSHWIN; BELAY,
2007) na forma de acido linoléico e 4cido gama-linol€ico, os quais podem promover a
normaliza¢do do colesterol e ajudar na prevencdo de muitas doengcas (HENRIKSON,
1994). Ela é composta de 12-16% de carboidratos, glicogénio sulfatado como reserva
de carbono e um exopolissacarideo sulfatado complexo (CORNET; DUSSAP; GROS,
1998). Também ¢ facilmente digerivel (85-95%) por possuir parede celular
mucoprotéica e ¢ completamente ndo-toxica (VILCHEZ et al, 1997).

A Spirulina possui pigmentos capazes de ajudar na sintese de muitas enzimas
responsaveis pelo metabolismo corporal. A Ficocianina € o principal pigmento, compde
cerca de 14% do peso total da Spirulina e seu consumo torna-se importante uma vez que
¢ um estimulante ao sistema imunoldgico, aumentando a contagem de leucdcitos.
Outros pigmentos s3o os carotenodides, como o B-caroteno, que tem sido indicado pelo
seu potencial preventivo de cancer, devido a capacidade de desativar os RL e por

estimular populagdes de lactobacilos intestinais, aumentando a absor¢do de vitamina
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B1; ainda possui cerca de 1% de clorofila, um dos niveis mais elevados da natureza
(HENRIKSON, 1994).

Com todos estes componentes nutricionais, a Spirulina pode trazer muitos
beneficios a saude atuando na prevencdo de doencas, como por exemplo, a
aterosclerose, através da redugdo da hipercolesterolemia, o que pode reduzir o risco de
um evento cardiovascular (CHEONG et al, 2010); também atua como um agente anti-
tumoral, uma vez que pode prevenir carcinomas através da inibicdo da proliferacdo via
p53 (ISMAIL et al, 2009).

O estudo de Wang et al (2005) mostrou que a Spirulina platensis tem alto
potencial neuroprotetor em animais que foram submetidos a isquemia cerebral focal
transitdria, o que pode ser explicado pelo seu papel como antioxidante ou também pelo
efeito sobre as citocinas pro-inflamatdrias.

Outro estudo, realizado por Lu et al (2006), verificou que a Spirulina previne o
dano ao musculo esquelético de jovens ndo treinados, observando uma reducdo do
estresse oxidativo, maiores niveis de lactato e o tempo de exaustdo foi estendido apods o
trés semanas de ingestao de Spirulina.

Como a Spirulina possui um alto potencial antioxidante, pois aumenta a
atividade de algumas enzimas como a glutationa peroxidase e a glutationa redutase,
pode-se sugerir que ela seja empregada em algumas doencgas causadas ou agravadas
pelas ERO e também no desenvolvimento de tratamentos para desordens
neurodegenerativas como o Alzheimer e a Doenga de Parkinson (BERMEJO-BESCOS;

PINERO-ESTRADA; VILLAR DEL FRESNO, 2008).

2.6 EXERCICIO FiSICO
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A realizagdo de atividade fisica parece ter uma relagdo linear com um melhor
estado de saude e existem evidéncias suficientes na literatura provando a efetividade do
exercicio fisico regular e ndo exaustivo na preven¢do primaria e secundaria de doengas
cronicas — doenga cardiovascular, cancer, diabetes, hipertensido, obesidade, osteoporose
e depressdo — e na reducdo do risco de morte prematura (WARBURTON; NICOL;
BREDIN, 2006).

Apesar de muitas certezas, duvidas ainda permanecem quanto ao ‘“volume”
ideal de exercicio (intensidade, duracdo e freqiiéncia) para que ocorram beneficios a
saude e, desta forma, é necessario fazer uma delimitagdo do que é exercicio leve,
moderado e o que ¢ extenuante (LEE; SKERRETT, 2001).

A idéia de que todo exercicio aumenta a producdo de ERO partiu do conceito
de que ele aumenta o consumo de oxigénio pela mitocondria o que leva ao aumento da
formacdo de RL por esta organela. No entanto, isto esta baseado em um conceito
erroneo de que 2% do oxigénio consumido pela mitocondria é convertido em ERO
(GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). Esse conceito foi reavaliado no
estudo de Chance, Sies e Boveris (1979), que observaram que essa producao de espécies
reativas ocorre quando a mitocondria estd no chamado Estado 4, ou seja, estado de
repouso. Por outro lado, quando ela se encontra do Estado 3, ativamente produzindo
ATP, a produgdo de RL cai um décimo.

Nesse sentido, pode-se dizer que o exercicio produz ERO. No entanto, a
intensidade do exercicio é que ird definir se esse aumento das espécies reativas serd
benéfico ou ndo a saude.

E bem aceito na literatura que o exercicio exaustivo aumenta bruscamente as
ERO, o que ¢ deletério, causando lesdes, envelhecimento e morte celular (GOMEZ-

CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). Assim, os beneficios do exercicio se perdem
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quando a atividade ¢ exaustiva, especialmente quando esporddica, pois esta causa
prejuizo as células musculares e reagdes inflamatorias dentro do musculo através do
aumento da atividade plasmatica de enzimas citosdlicas, sarcolema e ruptura da linha Z
(ARMSTRONG; OGILVIE; SCHWANE, 1983). Davies et al (1982) ja apresentavam
resultados comprovando que a corrida até a exaustdo provoca produgcdo de RL em
musculo esquelético de ratos. A partir disso, muitos estudos deixaram claro que a
atividade muscular contratil intensa resulta em dano oxidativo observado pela maior
oxidacdo protéica, lipidica e do DNA (RADAK et al, 1999) e, em decorréncia desta
oxidagdo, ocorre a diminuicdo da producdo de for¢a muscular e fadiga (REID;
KHAWLI; MOODY, 1993). Nesse sentido, pode-se observar que quanto mais intenso,
maior o dano.

O teoria da hormese busca explicar a relagdo entre a intensidade do exercicio e
a geracdo de ERO, além de sua implicagdo na satide e na doenga. Para melhor
entendimento, esta teoria define que esta relacdo estd baseada em uma caracteristica de
dose-resposta, ou seja, baixas doses sdo estimulatdrias e altas doses sdo inibitorias. No
contexto do estresse oxidativo, pequenos estimulos de baixas concentragdes de ERO
provocam o aumento dos RL e, em resposta a esta mudanga, as células desenvolvem um
variado sistema de defesa antioxidante. Assim, as ERO podem ser vistas como
benéficas ja que atuam como sinalizadoras para melhorar as defesas do organismo
(FINKEL; HOLBROOK, 2000).

Para se obter beneficios a saude, é necessario, portanto, uma homeostase entre
a producdo de ERO e a defesa antioxidante (FINKEL; HOLBROOK, 2000). Entao, para
que ocorra este equilibrio, muitas vias de sinalizacdo sensiveis ao estresse oxidativo
estdo ativas e possuem um papel importante nos sistemas de mamiferos e uma das vias

mais importante ¢ o fator de transcri¢do fator nuclear kB (NF-xB) (BAEUERLE;

Daiane Mazzola 33



ppgEH/UPF Efeito da Spirulina platensis e do exercicio
aerdbico no processo de envelhecimento em ratos.

BALTIMORE, 1988). Muitas enzimas antioxidantes, como a SOD mitocondrial,
possuem a via NF-kB ligando sitios em sua regido promotora genética (LAUGHLIN et
al, 1990). Entao, essas enzimas podem ser potenciais alvos para a regulacio ativada pelo
exercicio moderado através da via de sinalizacio NF-kB (GOMEZ-CABRERA;
DOMENECH; VINA, 2008).

Desta forma, a teoria da hormese pode explicar porque o exercicio, quando
realizado com intensidade moderada, pode ter efeito benéfico a satde ja que, através da
geracdo de pequenas quantidades de ERO, promoverd um aumento da atividade
antioxidante (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). Nesse tipo de
exercicio, uma baixa concentracdo de H,O, no musculo esquelético aumenta a liberacao
de Ca®" do reticulo sarcoplasmatico, que aumenta a producdo de forca. No entanto, um
aumento maci¢o na producdo de H,O,, que ocorre com o exercicio exaustivo, resulta no
decréscimo da forca (ANDRADE; REID; WESTERBLAD, 2001). A partir disso, pode-
se afirmar que o exercicio moderado promove uma resposta antioxidante eficiente
(GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008).

Além disso, a teoria da hormese também se aplica ao exercicio de intensidade
leve, o qual ndo demonstra tantos beneficios quanto o moderado, pois ndo produz, ou
produz de forma infima, a quantidade de ERO necessarias para a ativagdo das enzimas
antioxidantes (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008).

As cargas do exercicio através do nado, em ratos, sdo diferenciadas
principalmente pela intensidade durante o treinamento. Terada et al (1999)
randomizaram trés grupos de animais para tratamentos com exercicio através do nado
em intensidades alta, moderada e leve. Os pesquisadores consideraram uma carga de
alta intensidade aquela em que os animais realizaram 8 al0 séries de 20 segundos de

nado com um peso correspondente a 14 a 16% do peso corporal. O exercicio moderado
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consistiu de cinco séries de 17 minutos de nado cada, com um peso correspondente a 4 a
5% do peso corporal. O exercicio leve foi estipulado com um peso equivalente a 2% do
peso corporal e os animais realizaram duas séries de nado de trés horas cada.

O exercicio moderado atuando isoladamente como um antioxidante pode
perder esse beneficio quando com ele for associada uma suplementagdo que também
possua potencial antioxidante (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008).
Nesse sentido, muitos estudos observaram o efeito de suplementos como vitaminas E
(200mg de acetado de a-tocoferol, duas vezes ao dia para adolescentes nadadores), C
(1g de 4cido ascorbico em cées), selénio + vitamina E (0,5 ppm de selenito de sddio e
50 UI de acetado de a-tocoferol em ratos), acido a-lipdico (1,65 g/Kg de peso corporal
de acido alfa-lipoico em ratos), os quais impediram as adaptacdes musculares ao
exercicio (SHARMAN; DOWN; SEN, 1971; MARSHALL et al, 2002; BRADY;

BRADY; ULLREY, 1979; COOMBES et al, 2001).
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3. METODOS

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental analitico, longitudinal, do tipo ensaio
pré-clinico randomizado e com andlise cega. Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais — CEUA — da Universidade de Passo Fundo (UPF), conforme
o parecer n° 035/2010 (ANEXO 1) e foi realizado de acordo com o Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 1996).

3.2.  LOCAL DO ESTUDO

Os animais foram agrupados no Biotério Central e mantidos sob tratamento no
Instituto de Ciéncias Bioldgicas. O preparo das solugdes para analises e da Spirulina
platensis foram realizadas no Laboratério de Fermentagdes da Faculdade de Engenharia

de Alimentos. O experimento foi realizado no periodo de Junho a Agosto de 2010.

3.3.  ANIMAIS

Foram utilizados 80 ratos Wistar hannover machos, nascidos ¢ mantidos no
Biotério Central da UPF. Os animais foram divididos em grupo jovem (n = 40; = 5
meses) e adulto (n = 40; + 9 meses). Em cada grupo, os animais foram randomizados
em quatro subgrupos tratamentos: exercicio (E), Spirulina (S), exercicio mais Spirulina

(ES) e controle (Figura 2).
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Controle
(10 jovens / 10 adultos)

Exercicio
(10 jovens / 10 adultos)

80 animais sacrifici
(40 jovens / 40 adultos) 10 semanas acrificio

Spirulina
(10 jovens / 10 adultos)

Exercicio e Spirulina
(10 jovens / 10 adultos)

Figura 2 - Distribuicdo dos animais entre os grupos experimentais para os

diferentes tratamentos.

3.4. TRATAMENTOS

Todos os animais receberam agua e racdo ad [libitum. Foi utilizada ragdo
padrdo para roedores, balanceada segundo as recomenda¢des do National Research
Council e National Institute of Health (USA), da marca Nuvital, tipo Nuvilab CR1.

Os animais foram submetidos a diferentes tratamentos, conforme apresentado
na Figura 2, os quais foram aplicados uma vez ao dia, trés vezes por semana em dias
ndo consecutivos, durante dez semanas.

A Spirulina platensis em p6 — fornecida pelo Laboratério de Engenharia
Bioquimica da Funda¢do Universidade Federal de Rio Grande — foi diluida em agua
destilada. Para saber a quantidade de Spirulina a ser oferecida, foi utilizada a
recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de que um

adulto deve ingerir no maximo 1,6 g de Spirulina por dia. Como ndo ha uma
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recomendacdo por peso, o calculo foi feito baseado em um adulto de 60 Kg. Entdo, a

quantidade de Spirulina oferecida foi de 26 mg/Kg.

3.5, PROTOCOLO DO ESTUDO

3.5.1. SUBGRUPO EXERCICIO (E)

Para a realizacdo do exercicio aerobico foi projetada uma piscina com 55 cm
de altura, 73 cm de largura, com dgua a uma altura de 35 cm, dividida em quatro raias a
fim de permitir que quatro ratos nadassem simultaneamente.

Na semana anterior ao inicio do tratamento, os animais passaram por um
periodo de adaptacdo, sendo que no primeiro dia todos os animais deste grupo nadaram
por 10 minutos; no segundo dia (ndo consecutivo) nadaram por 20 minutos; € no
terceiro dia por 30 minutos.

Durante as dez semanas de tratamento os ratos realizaram exercicio aerdbico
através do nado e a carga estipulada foi baseada no protocolo de exercicio realizado no
estudo de Terada et al (2001), o qual estipula um peso referente a 5% do peso corporal
para que o exercicio seja considerado de intensidade moderada. O protocolo foi
modificado de um exercicio intermitente, implementado pelos autores, para um
exercicio continuo de 30 minutos, utilizado neste estudo. Assim, o exercicio foi
realizado em piscina aquecida a 32 °C durante o turno da tarde (Figura 3A).

Os animais foram pesados a cada sete dias e a média de peso de cada grupo foi
calculada para a quantificagdo da intensidade do esfor¢o. Desta forma, cada rato utilizou
um cinto eldstico com velcro onde estava preso um peso correspondendo a 5% do peso
corporal. Os animais também receberam 2 mL de solucdo salina (NaCl 0,9%) oral pelo

método de gavagem (Figura 3B) no turno da manha.
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[

Figura3-No A, ratos fazendo exercicio em uma piscina
especialmente desenhada. No B, um rato recebendo

Spirulina por gavagem.

3.5.2. SUBGRUPO SPIRULINA (S)

Este subgrupo recebeu Spirulina platensis na forma liquida (2 mL), 26 mg/Kg,

por meio de gavagem, no turno da manha.

3.53. SUBGRUPO EXERCICIO + SPIRULINA (ES)

Os animais deste subgrupo receberam Spirulina platensis no turno da manhi e
realizaram exercicio aerobico no turno da tarde, conforme protocolos descritos nos itens

3.5.1e3.5.2.

3.54. SUBGRUPO CONTROLE

Este subgrupo recebeu apenas solugdo salina por meio de gavagem no turno da

manhai.

3.6. COLETA DE MATERIAL

O sangue foi coletado na semana anterior ao inicio do tratamento (tempo zero)

e na semana apos o fim do tratamento. A coleta foi realizada pela técnica de puncgdo da
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veia retro-orbital e, para isso, os animais passaram por uma anestesia geral com éter e,
apos a coleta, os olhos foram lavados com solugéo fisioldgica. Foram coletados trés mL
de sangue em tubo heparinado e, apos, o sangue foi centifugado a 3000 rpm durante 10
minutos em centrifuga da marca QUIMIS®. O sobrenadante foi retirado, armazenado

em tubos de eppendorf devidamente nomeados e congelado a em freezer a -70 °C.

Os animais foram sacrificados na semana apds o fim da coleta por decapitagdo
em uma guilhotina. Eles tiveram livre acesso a racdo e agua por 12 horas antes do
sacrificio. O encéfalo de cada rato foi removido e o hemisfério cerebral direito foi

separado para analise do estresse oxidativo.

3.7. ANALISES

3.7.1  ESPECIES REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

As TBARS foram analisadas no plasma e no tecido cerebral dos ratos seguindo
o protocolo de Esterbauer e Cheeseman (1990).

O plasma sanguineo foi descongelado em temperatura ambiente e 300 uL deste
foi misturado a 600 uL. de TCA 15%. Esta mistura foi centrifugada a 10.000 rpm
durante 10 minutos em centrifuga da marca QUIMIS® e, apds, o sobrenadante foi
retirado e colocado em tubo com rosca. Posteriormente foi adicionado 500 pL. de TBA
0,67% e agitado em um agitador da marca MARCONE®. Os tubos foram, entdo, para o
banho fervente por 20 minutos e, apos resfriados em banho-maria com dgua em
temperatura ambiente, foi feita a leitura em espectrofotometro da marca FEMTO® em
532 nm.

Para a andlise das espécies reativas no tecido cerebral, o hemisfério cerebral

direito foi analisado logo apds o sacrificio dos animais. O tecido foi homogeneizado
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com tampao fosfato pH 7,4 (1:10) e 300 pl da amostra foi misturada a 600 uL. de TCA
15%. A mistura foi agitada em vortex durante 30 segundos e centrifugada durante 10
minutos a 10.000 rpm. Entdo foram retirados 500 pl de sobrenadante, colocados em
tubo rosqueado, adicionados 500 puL de TBA 0,67% e agitado. Depois foram incubados
em banho fervente por 20 minutos, resfriados em banho-maria com &agua em

temperatura ambiente e, por fim, foi feita a leitura em espectrofotometro a 532 nm.

3.7.2 PERFIL LIPIDICO

O colesterol total (CT) e os triacilglicerois (TGA) foram mensurados no
plasma sanguineo coletado pré e pods tratamento e as andlises foram realizadas usando
os reagentes do kit da LabTest (Lagoa Santa — MG).

Para a andlise do colesterol total, 1.000 pL de reagente de cor foram
adicionados a 10 puL de plasma. Essa mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C
durante 10 minutos e, apos, em banho de dgua a temperatura ambiente. As amostras
foram lidas em espectrofotdometro a 500 nm.

A andlise dos TGA foi realizada misturando 10 pL de plasma com 1.000 pL de
reagente de cor. A mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C durante 5 minutos e
apos o resfriamento as amostras foram lidas em espectrofotdometro a 500 nm.

Para o calculo final do CT e dos TGA, utilizou-se: absorbancia da amostra
multiplicada por 200 e dividida pela absorbancia padrdo. O resultado foi apresentado

em mg/dL.

3.8.  ANALISE ESTATISTICA
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Todos os resultados passaram pela andlise de estatistica descritiva e teste de
normalidade de Kolgorov-Smirnov. Para a comparacdo entre grupos foi realizada
Analise de Varidncia (ANOVA) quando a distribuicdo foi normal ou Kruskal-Wallis
quando a distribui¢do dos dados foi ndo-normal. Na comparacdo intra-grupo pré com
pos tratamento foi utilizado Teste T para distribuicdo normal ou Wilcoxon para
distribuicdo ndo-normal dos dados. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos com p < 0,05. Todos os resultados foram tratados com percentil de 0,05 e

0,95 antes da analise estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1.  ANIMAIS

Um total de 80 ratos iniciaram o experimento. Destes, trés ratos jovens
morreram durante os procedimentos: dois do grupo exercicio (ndo se adaptaram ao
treinamento) e um do grupo controle (ndo resistiu a anestesia para coleta de sangue).

Entdo, ao final do estudo a amostra foi composta por 77 ratos.

4.2.  PESO

O peso dos animais jovens antes, durante e apds o tratamento pode ser
observado na figura 4.

Em jovens, a compara¢do intra-grupo mostrou que tanto os animais do grupo
controle (389 + 48 — 462 + 68; P < 0,0001) quanto do S (352 £ 23 — 409 £ 15; P <
0,0001) aumentaram de peso significativamente apds o tratamento. Na comparagdo
inter-grupo, a magnitude de aumento de peso foi significativamente menor em ratos
tratados com ES comparados aos controles [MED (IQR 25-75%): 33 g (6 — 56) vs. 84 g
(49 —93); P <0,05) e os tratados com E comparados ao controle [MED (IQR 25-75%):

25 g (1-39) vs. 84 g (49 — 93); P < 0,05).
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Grupo Jovem

Tempo (semanas)

Meédia de peso em gramas dos animais do grupo jovem antes do tratamento, nas

semanas seguintes e apos o fim do tratamento.

Figura 4 - Peso dos animais do grupo jovem.

O peso dos animais adultos antes, durante e apds o tratamento foi demonstardo

na figura 5.

Nos adultos, na comparagdo intra-grupo, os animais tratados com S (460 + 74 —
510 £ 62; P = 0,0001) e com ES (491 £ 60 — 509 + 56; P = 0,003) aumentaram
significativamente de peso apds o tratamento. Na comparacdo inter-grupo, o grupo S

teve ganho de peso significativamente maior comparado com o grupo E [MED (IQR

25-75%): 56 g (32-69) vs. 9 g (-39-30); P = 0,0009).
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Tempo (semanas)

Meédia de peso em gramas dos animais do grupo adulto antes do tratamento, nas
semanas seguintes e apos o fim do tratamento.

Figura 5 - Peso dos animais do grupo adulto.

Quando comparados grupo adulto com grupo jovem, os adultos pesaram mais
que os jovens (P <0,0001) em ambas as mensuragdes pré (476 £ 70 g vs. 383 £ 55 g) e

pos-tratamento (500 + 77 g vs. 427 £ 58 g).

4.3. TBARS CEREBRAL

Em ratos jovens (Figura 6), o grupo ES teve menores niveis de TBARS no
cérebro que ambos os grupo controle (M + DP: 0,009 + 0,004 nmol vs. 0,025 + 0,004
nmol; P < 0,0001) e grupo S (0,009 £+ 0,004 nmol vs. 0,038 + 0,006 nmol; P < 0,0001).
O grupo E apresentou menores niveis de TBARS cerebral que ambos os grupo controle
(0,014 %= 0,005 nmol vs. 0,025 £+ 0,004 nmol; P = 0,0014) e grupo S (0,014 = 0,005
nmol vs. 0,038 + 0,006 nmol; P < 0,0001). O grupo controle teve menores niveis de

TBARS cerebral que o grupo Spirulina
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Nos ratos adultos (Figura 6), o grupo E teve maiores niveis de TBARS no
cérebro que o grupo controle (0,067 = 0,019 nmol vs. 0,043 + 0,011 nmol; P = 0,0064).

Nenhuma diferenca foi encontrada na comparag@o dos outros grupos.

Grupo Jovem Grupo Adulto
0.06 - 0.101
a
a T

0.08
0.04-
b

D-Dﬁ- T E
—
[ 0.04- I;l .
0.02- c
0.00 r . r r 0.00

0.024
T T T T
c E B ES c E [ ES

TBARS cerebral (nmol)
TBARS cerebral (nmol)

Tratamentos Tratamentos

Significdancia entre os quatro grupos analisada por ANOVA. Aqueles que partilham
letras diferentes possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P
< 0,05).

Figura 6 - TBARS no tecido cerebral.

O grupo adulto demonstrou maiores niveis de TBARS no cérebro comparado
ao grupo jovem, independentemente do tratamento: controle (0,004 £+ 0,011 nmol —
0,025 £+ 0,004 nmol; P = 0,0003) E (0,067 £ 0,019 nmol — 0,014 = 0,002 nmol; P <
0,0001), S (0,052 £+ 0,003 nmol — 0,038 £+ 0,002 nmol; P = 0,0032) e ES (0,060 £+ 0,002

nmol — 0,009 = 0,001 nmol; P <0,0001).

4.4.  TBARS SERICO

Em ratos jovens, a andlise intra-grupo revelou que aqueles tratados com ES
mostraram uma reducdo do TBARS sérico apds o tratamento (0,027 + 0,002 nmol —
0,022 + 0,003 nmol; P = 0,008), como apresentado na Figura 7. Niveis medianos de

TBARS sérico diminuiram nos outros grupos, mas sem diferenga significativa. Na
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comparagdo inter-grupo ndo houve diferenga significativa entre o efeito dos tratamentos

(dados ndo mostrados).

Controle Exercicio
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0.020 T T 0.01 T
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~ 0.035 =
E g 0.030
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£ i)
] i S 0025
% 0.026 e -
= = —
F B ooz

0.0204 -

0.015 T T 0.015 - T

Pré Pos Pré Pos
\%

Significancia intra-grupo analisada por Teste T. O quadro com a marcagdo (*)
possui resultados com diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05). Linhas
pontilhadas representam as médias.

Figura 7 - TBARS sérico antes e depois dos tratamentos no grupo

jovem.

Em adultos, os niveis medianos de TBARS sérico aumentaram
significativamente em todos os grupos apds os tratamentos: controle (0,013 £+ 0,001
nmol — 0,018 £+ 0,0025 nmol; P = 0,0003) E (0,012 £ 0,001 nmol — 0,019 + 0,001 nmol;
P < 0,0001), S (0,012 + 0,001 nmol — 0,021 + 0,003 nmol; P < 0,0001) ¢ ES (0,014 +

0,001 nmol — 0,0019 £ 0,003 nmol; P = 0,0012) (Figura 8).
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Significancia intra-grupo analisada por Teste T. Os quadros com a marcagdo (*)
possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).

Figura 8 - TBARS sérico antes e depois dos tratamentos no grupo

adulto.

Na comparagdo inter-grupo, o efeito dos tratamentos revelou que aqueles
tratados com S mostraram maior aumento no TBARS sérico comparado ao controle

[MED (IQR 25-75%): 0,008 nmol (0,006 — 0,012) vs. 0,003 nmol (0,003 — 0,008); P <

0,05) (Figura 9).
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Significancia entre os quatro grupos analisada por ANOVA. Aqules que partilham
letras diferentes possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P
< 0,05).

Figura 9 - Comparacdo do efeito dos diferentes tratamentos no

TBARS sérico no grupo adulto.

A compara¢do do TBARS sérico entre ratos jovens e adultos ¢ mostrada na
Tabela 1. O grupo jovem mostrou significante beneficio na redu¢cdo do TBARS quando

tratado com E, S ou ES.

Tabela 1 - Comparacdo dos efeitos dos tratamentos no TBARS sérico entre jovens e

adultos tratados com E, S e ES.

Tratamentos* Jovem Adulto P

Mediana (IQR 25-75%)

E -0,003 (-0,007 —-0,002) 0,007 (0,006 — 0,008) < 0,0001
S -0,002 (-0,006 — 0,001) 0,005 (0,004 — 0,006) 0,0 01
ES -0,006 (-0,009 —-0,004) 0,004 (0,001 —0,006) < 0,0001

*Diferenca do TBARS sérico em nmol antes e apos os tratamentos.
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4.5.  PERFIL LIPIDICO

4.5.1 COLESTEROL TOTAL

Em ratos jovens, os niveis medianos de colesterol total (CT) sérico
aumentaram significativamente nos grupos controle (45,5 = 8,9 mg/dl — 68,6 = 10,9
mg/dl; P <0,0001), E (49,8 £ 6,5 mg/dl — 65,1 + 14,7 mg/dl; P =0,0156) e S (47,4 £ 8,7
mg/dl — 61,8 £ 10,9 mg/dl; P = 0,0026) apds os tratamentos, como mostra a Figura 10.
Ratos jovens tratados com ES mostraram niveis similares de CT apds os tratamentos
(59,6 = 6,8 mg/dl — 67,1 + 14,7 mg/dl; P = 0,074). A comparacdo entre 0s grupos
mostrou que a magnitude de aumento foi significativamente menor em ratos tratados
com ES comparados aos controles [MED (IQR 25-75%): 9,6 mg/dl (2,2 — 18,2) vs. 20,6

mg/dl (17,8 — 26,2); P < 0,05) (Figura 11).
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Significancia intra-grupo analisada por Teste T. Os quadros com a marcagdo (*)
possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).

Figura 10 - Colesterol sérico antes e depois dos tratamentos no

grupo jovem.
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Significancia entre os quatro grupos analisada por ANOVA. Aqules que partilham
letras diferentes possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P
<0,05).

Figura 11 - Compara¢do do efeito dos diferentes tratamentos no

colesterol total sérico no grupo jovem.

Em ratos adultos, a comparagdo intra-grupo ndo mostrou diferenca significativa
em nenhum grupo apds o tratamento, assim como ndo foi encontrada diferenca
significativa na compara¢do inter-grupo (dados ndo mostrados).

Na comparac¢io do CT sérico entre jovens e adultos, os ratos adultos mostraram
maior beneficio na reducdo do colesterol quando tratados com S. Os adultos tratados
com ES também mostraram um decréscimo do colesterol, contudo com uma

significancia limitrofe (Tabela 2).

Daiane Mazzola 51



ppgEH/UPF Efeito da Spirulina platensis e do exercicio
aerdbico no processo de envelhecimento em ratos.

Tabela 2 - Comparacdo dos efeitos dos tratamentos no colesterol total sérico entre

jovens e adultos tratados com E, S e ES.

Tratamentos* Jovem Adulto P

Mediana (IQR 25-75%)

E 13,29 (2,005 -16,10) 2,331 (-6,279 — 15,43) 0,2004
S 14,68 (6,119 -20,47) -10,20 (-17,60-11,13)  0,0106
ES 8,955 (-2,900 — 14,62) -4,747 (-10,43 —4,894)  0,0811

*Diferenca de colesterol total sérico em mg/dl antes e apds os tratamentos.

452  TRIACILGLICEROIS

Na comparagdo intra-grupo, os niveis medianos de triacilglicerdis (TAG)
sérico diminuiram significativamente em todos os grupos em ratos jovens apds o
tratamento: controle (143 + 38,1 mg/dl — 105 + 26,5 mg/dl; P = 0,0003) E (0,012 +
0,001 mg/dl — 0,019 + 0,001 mg/dl; P < 0,0001), S (0,012 + 0,001 mg/dl — 0,021 +
0,003 mg/dl; P < 0,0001) e ES (0,014 £ 0,001 mg/dl — 0,0019 + 0,003 mg/dl; P =
0,0012) (Figura 12). Quando comparados inter-grupos, nenhuma significancia

estatistica foi encontrada entre os tratamentos (dados ndo mostrados).
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Significancia intra-grupo analisada por Teste T. Os quadros com a marcagdo (*)
possuem resultados com diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05).

Figura 12 - Triacilglicerois sérico antes e depois dos tratamentos no

grupo jovem.

Em adultos, os niveis medianos de TAG sérico ndo mostraram diferenca
significativa apos os tratamento na comparacdo intra-grupo. E a comparacgao inter-grupo
também ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa (dados ndo mostrados).

Na comparacdo entre os grupos jovem e adulto sobre o efeito dos diferentes
tratamentos no TAG sérico, ratos jovens mostraram melhor beneficio na reducdo dos

TAG quando tratados com S, E e ES (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacdo dos efeitos dos tratamentos no triacilglicerdis sérico entre

jovens e adultos tratados com E, S e ES.

Tratamentos * Jovem Adulto P

Mediana (IQR 25-75%)

E 71,95 (-87,45 —-29,93) -5,497 (-66,95 — 12,29)  0,0324
S 230,75 (-45,37 —-22,32) 9,346 (-42,23 —48,36)  0,0449
ES -51,82 (-81,06 —-42,51) 2,137 (-24,85—18,88)  0,0103

*Diferen¢a dos triacilglicerdis séricos em mg/dl antes e apos os tratamentos.
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5. DISCUSSAO

A origem das doencas neurodegenerativas que aparecem no decorrer do
processo de envelhecimento estdo sendo alvo de pesquisas e, cada vez mais, o estresse
oxidativo tem sido mostrado como potencial agente etiolégico (BAILLET et al 2010;
GUSTAW-ROTHENBERG; KOWALCZUK; STRYJECKA-ZIMMER, 2010). A
literatura também tém mostrado que doengas cardiovasculares cronicas como a
aterosclerose, hipertrofia cardiaca, faléncia cardiaca e hipertensio sdo causadas, além de
um processo inflamatério, pelo estresse oxidativo (DHALLA; TEMSAH;
NETTICADAN, 2000) através da hipotese de que a oxidagdo dos lipideos ¢ base para
que ocorra a aterogénese (CHISOLM; STEINBERG, 2000; GALAN et al, 2006).

Como a quantificacdo das TBARS avalia a presenca de peroxidagdo lipidica,
através dos niveis de MDA, os quais servem como marcadores de estresse oxidativo
(POTTER, NEUN; STERN, 2011; GUSTAW-ROTHENBERG; KOWALCZUK;
STRYJECKA-ZIMMER, 2010), este estudo buscou analisar esse marcador que possui
importante relacdo com as doengas cronicas e com o envelhecimento.

Nesse sentido, este estudo observou que ratos jovens tiveram menores niveis de
MDA cerebral quando realizaram exercicio, particularmente quando associado com
Spirulina. Além disso, a combinagdo entre exercicio e Spirulina tem potencial beneficio
na reducdo do MDA sérico. No cenario clinico, estes achados indicam que a pratica de
exercicio moderado com associag¢do de Spirulina pode ser 1til para prevenir entidades
relacionadas com o estresse oxidativo, como as doencas cardiovasculares ¢
neurodegenerativas.

A literatura traz dados controversos a respeito desta questdo. Muitos estudos
tém pesquisado o efeito de agentes antioxidantes como suplemento durante o exercicio.

Devi e Kiran (2004) trataram ratos jovens, de diferentes faixas etdrias com exercicio,
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exercicio mais suplementacdo (vitamina E), suplementagdo e controle. No exercicio os
animais nadaram durante 12 semanas, cinco vezes por semana, em um protocolo de
intensidade leve. Os resultados concordam com os deste estudo, pois os autores
verificaram menores niveis de MDA cerebral nos exercitados e suplementados
comparados aos controles. Ainda, Jolitha; Subramanyam; Devi (2006) também
verificaram que a associagdo entre exercicio e suplementacdo tem efeito benéfico na
peroxidacdo lipidica cerebral em jovens. Em contraste, Cakir et al (2010) avaliou o
efeito do exercicio no TBARS cerebral e ndo encontrou beneficio do exercicio sobre o
estresse oxidativo. Estes autores, no entanto, verificaram que o exercicio foi capaz de
prevenir o aumento do MDA cerebral quando o estresse oxidativo foi induzido de forma
aguda ou cronica e, ainda, os que passaram por estresse cronico e realizaram exercicio
tiveram menores niveis de MDA comparados com os estressados e sedentarios (CAKIR
et al, 2010).

No presente estudo foi verificado que animais jovens tiveram maiores niveis de
TBARS cerebral no grupo que recebeu Spirulina. Outro estudo, que também analisou o
efeito deste antioxidante, encontrou reducdo nos niveis de TBARS apenas nos tecidos
como figado, corag@o, pulmdes e rins, mas ndo encontrou diferenga no tecido cerebral
(UPASANI; BALARAMAN, 2003).

Nos animais adultos deste estudo, o grupo exercicio teve maior TBARS
cerebral. Além disso, os animais exercitados, bem como os que receberam apenas
Spirulina ndo tiveram beneficio em reduzir o TBARS sérico e este aumentou em todos
os tratamentos.

Devi; Kiran (2004) verificaram que ratos adultos (8 meses) encontraram
valores menores de TBARS cerebral nos que realizaram exercicio associado a

suplementagdo em relagdo ao controle, porém, como neste estudo, verificaram que com
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o avanco da idade essa relagdo passa a se inverter, fazendo que animais exercitados
suplementados ou ndo possuam maiores niveis de MDA cerebral que os controles
(DEVI; KIRAN, 2004). Outro estudo também evidenciou que animais adultos tiveram
maior MDA cerebral quando realizaram exercicio, com ou sem suplementacio,
comparados ao controle (JOLITHA; SUBRAMANYAM; DEVI, 2006).

Em contrapartida, Galan et al (2006) submeteram individuos adultos e idosos
as intervencdes com exercicio ou exercicio mais suplementacdo com antioxidantes
(vitamina E, C, A). O exercicio foi realizado 50 minutos/sessao, trés vezes por semana,
durante 10 meses. Os autores observaram melhora significativa nos niveis de MDA
sérico no grupo exercicio e no exercicio mais suplementagdo.

O presente estudo observou que exercicio associado com Spirulina é capaz de
reduzir o TBARS sérico em adultos. Concordando com esses achados, Kalafati et al
(2010) verificaram um efeito benéfico na redugdo da peroxidagdo lipidica no sangue
através da associag@o entre exercicio moderado na esteira e ingestdo de seis gramas de
Spirulina em individuos jovens, durante quatro semanas de tratamento. Porém ndo
verificaram o mesmo beneficio apenas com o exercicio.

A Spirulina também aumentou o TBARS sérico em adultos. Uma pesquisa
realizada com camundongos analisou o efeito da Spirulina aplicada oralmente duas
vezes ao dia, durante sete semanas na cardiotoxicidade induzida pela Doxorrubicina. Os
resultados demonstraram que houve prevengdo do aumento do MDA no tecido cardiaco
naqueles tratados com Spirulina (KHAN et al, 2005). Vale ressaltar que a quantidade de
Spirulina no estudo citado foi de 250 mg/Kg de peso corporal, duas vezes ao dia, o que
neste estudo correspondeu a uma dose de 2,6 mg/Kg apenas uma vez ao dia. Um artigo
de revisdo aponta estudos que comprovam o efeito benéfico da Spirulina na prevengao

de toxicidade induzida em 6rgdos como figado, rins, cérebro através da diminuig¢do da
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peroxidacdo lipidica. Estes estudos utilizaram doses de Spirulina que vao de 25 mg a
1.500 mg diarias de Spirulina (DENG; CHOW, 2010). Um dos estudos citados nesta
revisdo observou que trés diferentes doses de Spirulina (250, 500 e 1.000 mg) tiveram
efeito positivo na reducdo da toxicidade pela peroxidagdo lipidica (PREMKUMAR et
al, 2001). Ainda, os niveis séricos de MDA foram reduzidos nos ratos jovens tratados
com Spirulina, e uma quantidade de 800 mg/Kg de peso corporal, no estudo de Sharma,
Sharma, Sharma (2005). Outros autores verificaram que individuos jovens que
receberam 7,5 gramas didrias de Spirulina diminuiram a peroxidacdo lipidica na analise
sanguinea (LU et al, 2006).

Quanto a realizagdo de exercicio, Gomez-Cabrera, Domenech ¢ Viiia (2008),
defendem que o exercicio moderado por si s6 promove beneficio antioxidante ao
organismo e a associacdo com suplementacdo antioxidante pode retirar este efeito.
Assim, em um artigo de revisdo, estes autores destacam alguns estudos comprovando
que a suplementacdo com vitamina C, E, selénio, 4acido a-lipdico retiraram o efeito
antioxidante do exercicio (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH; VINA, 2008). A
explicagdo para isso, segundo os autores, ¢ que o exercicio moderado gera pequenas
quantidades de ERO que ativam vias sinalizadoras, € que, por efeito rebote, aumentam a
atividade antioxidante. Assim, o suplemento antioxidante previne a formacdo de
espécies reativas e que acabam por ndo ativar a atividade enzimatica de defesa. No
entanto, os resultados do presente estudo mostraram-se contrarios, pois foi verificado
que a suplementacdo com Spirulina durante o exercicio diminuiu a peroxidag¢ao lipidica
em jovens.

Como na presente pesquisa a Spirulina teve maiores niveis de MDA, parece

que a quantidade oferecida ndo foi suficiente para promover efeito antioxidante. A baixa
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dosagem de Spirulina platensis utilizada neste estudo foi baseada nas recomendacdes da
ANVISA.

O aumento do TBARS apos exercicio em adultos pode ser explicada pela
indu¢do de ERO que ocorre nesse tratamento (GOMEZ-CABRERA; DOMENECH;
VINA, 2008), seguido de uma menor resposta antioxidante que ocorre com o processo
de envelhecimento (JOLITHA; SUBRAMANYAM; DEVI, 2006). Além disso, a
associacdo do exercicio com Spirulina ter aumentado o MDA sérico em adultos pode
ser explicado pelo fato de que o exercicio aumentou o MDA, e a Spirulina, com uma
dosagem muito baixa, ndo possuiu capacidade antioxidante para reduzir o EO causado
pelo exercicio. Esse entendimento se dd pelo fato de que esses resultados foram
encontrados apenas em adultos.

Percebeu-se ainda, em se tratando de estresse oxidativo, que um protocolo
moderado ndo gera as mesmas respostas em adultos que em jovens e, talvez, um
protocolo moderado estipulado para jovens, pode ter atuado como exaustivo em animais
mais velhos.

Durante o processo de envelhecimento ocorre uma anormalidade no
metabolismo do colesterol, além disso, uma diferenc¢a nesse metabolismo ocorre entre o
cérebro de individuos saudaveis e os com doenga de Alzheimer. Estas alteragdes
sugerem que alteragdes na membrana lipidica que estdo ligadas a doenca neurologica
podem ser causadas pelo acimulo de danos pelos radicais livres (CUTLER et al, 2003).
Também esta bem estabelecido que o aumento do colesterol tem potencial aterogénico e
¢ fator de risco para as doengas cardiovasculares. Nesse sentido, este estudo acredita ser
importante verificar além da peroxidacdo lipidica, alteracdes nos niveis de colesterol e
possiveis estratégias que atuem na preven¢do de doencas através do controle desses

marcadores.
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O presente estudo mostrou que a associagdo entre exercicio e Spirulina foi
benéfica na prevengdo do aumento do colesterol em jovens. O estudo de Devi;
Prathima; Subramanyam (2003) também verificou que ratos jovens tiveram menores
niveis de CT quando realizaram exercicio associado ao antioxidante. O estudo também
verificou que apenas a realizacdo de exercicio também foi eficaz na reducdo do CT, o
que foi contra os resultados do presente estudo.

A associacdo entre exercicio e dieta sobre os niveis de colesterol tem sido
pesquisado em alguns estudos. O estudo de Quiles et al (2003) fez associagcdo entre
exercicio e suplementacdo com azeite de oliva ou 6leo de girassol em ratos jovens. Os
animais realizaram exercicio moderado em uma esteira, durante oito semanas,
diariamente, com duracdo de 15 minutos. Os autores observaram reducdo dos niveis
séricos de CT. Em outro estudo, os autores submeteram os animais ao exercicio através
de corrida na esteira em intensidade moderada, 60 minutos por dia, durante oito
semanas, além de suplementa¢do com carnitina, vitamina E, C e melatonina. Aqueles
que realizaram exercicio e exercicio mais suplementagdo reduziram os niveis
plasmaticos de CT (KIM, PARK, CHA, 2004).

Meilhac et al (2001) analisaram o efeito da associacdo do exercicio mais
vitamina E em camundongos jovens hipercolesterolémicos. Os autores verificaram que
os maiores niveis de CT foram encontrados nos que ingeriram a vitamina, 0s menores
niveis estavam naqueles que realizaram exercicio e a associagdo entre exercicio e
antioxidante, assim como neste estudo, preveniu o aumento do CT. Ainda, os animais
que ndo foram induzidos a hipercolesterolemia recebendo, assim, dieta normal, tiveram
maiores niveis de CT quando realizaram exercicio comparado aos sedentarios,

concordando com os achados deste estudo.
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Ainda os animais que receberam Spirulina aumentaram o colesterol neste
estudo. No estudo de Upasani e Balaraman (2001), ndo houve diferenga significativa no
CT entre os animais do grupo controle e os do grupo Spirulina. Em contrapartida,
Nagaoka et al (2005) verificaram que a Spirulina teve potencial efeito benéfico na
reducdo do colesterol em ratos jovens. Bem como o estudo de Bertolin et al (2009), que
verificou reducdo do CT em ratos jovens hipercolesterolémicos apds a ingestdo de
Spirulina. Cheong et al (2010) também verificaram que coelhos hipercolesterolémicos
tiveram o CT reduzido apds ingestdo de Spirulina. Ainda, outro estudo induziu o
acumulo de gordura no figado de ratos e notou que aqueles que receberam Spirulina
diminuiram o CT e preveniram o acimulo de gordura (TORRES-DURAN, 1999). A
grande diferenca desta pesquisa para os resultados encontrados na literatura ¢ que os
animais ndo tiveram hipercolesterolemia induzida.

Nosso estudo observou que os mesmos tratamentos (S, E e ES) que
aumentaram o CT, diminuiram os TAG nos jovens. Outros estudos também
encontraram efeito benéfico entre a associag¢do de exercicio moderado com antioxidante
nos niveis de TAG (QUILES et al, 2003; KIM, PARK, CHA, 2004) ou somente com
exercicio (KIM, PARK, CHA, 2004). Resultados contrarios a este foram apresentados
por Okabe et al (2007) que submeteram ratos jovens ao treinamento através do nado,
30-45 minutos por dia, 3 vezes por semana, durante oito semanas, ndo verificando
diferenca significativa nos TAG entre os animais que receberam apenas dieta
hipercaldrica e 0os com a mesma dieta e que realizaram exercicio.

Os animais adultos deste estudo ndo obtiveram efeitos de qualquer tratamento
no CT ou TAG e, quando comparados aos jovens, tiveram maiores niveis de CT.

Concordando com esses resultados, Galan et al (2006) realizaram um estudo

com 320 idosos saudaveis e verificaram que o exercicio aumentou significativamente os
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niveis de CT e, quanto aos TAG, ndo houve diferenca apos o tratamento. Além disso, os
autores observaram que, em adultos, a associa¢do entre exercicio e antioxidante também
ndo provocou mudangas no TAG, assim como este estudo. No entanto, Varady e Jones
(2005) afirmam que pacientes adultos hipercolesterolémicos podem encontrar beneficio
na redu¢do no CT e dos TAG quando associarem o exercicio moderado a
suplementa¢@o com alguns alimentos nutrac€uticos como 6leo de peixe, aveia e esterdis
de plantas.

Neste estudo a ingestdo de Spirulina ndo promoveu mudangas no CT e TG, no
entanto, a literatura aponta resultados contrarios a estes, como os apresentados no artigo
de revisdo de Deng e Chow (2010), que apontam efeito benéfico da Spirulina na
redu¢do do colesterol em adultos e idosos. Um estudo em que adultos saudaveis que
receberam 4,2 g didrias de Spirulina por quatro ou oito semanas € outro com adultos
com diabetes mellitus tipo 2, verificaram que ha maior redu¢do no CT quanto maior os
niveis de colesterol do individuo, esses artigos também verificaram melhora dos TAG.
Individuos adultos com doenga cardiaca isquémica diminuiram CT e TAG com ingestdo
diaria de 2 ou 4 g de Spirulina e a reducdo foi maior naqueles que receberam maior
dosagem. Outros estudos também verificaram melhora dos niveis de CT ¢ TAG em
pacientes adultos com presenca de doengas como diabetes mellitus tipo 2 e sindrome
nefrética. Adultos saudaveis também tiveram o CT reduzido, contudo no TAG parece
ter havido maior beneficio na reducdo. Idosos saudaveis também mostraram menores
niveis de CT e TAG ap6s ingestdo de Spirulina com quantidade de oito gramas didrias.
Por outro lado, os achados deste estudo mostraram que animais adultos possuem maior
beneficio na redu¢do do CT quando tratados com Spirulina em relagdo aos jovens.

A obesidade tem gerado preocupacdo em todo o mundo e se tornou, assim, um

problema de satde publica. A WHO indica que em 2015 haverd em torno de 700
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milhdes de pessoas obesas no mundo e que, cerca de 2,3 bilhdes de pessoas com idade
acima dos 15 anos terdo sobrepeso (WHO, 2011). Além disso, é evidente que pessoas
de meia-idade sedentérias ou que realizam curtos periodos de exercicio fisico possuem
aumento da gordura visceral, aumento de peso e que tudo isso eleva o fator de risco para
doengas cardiovasculares (SLENTZ; HOUMARD; KRAUS, 2009).

Nesse contexto, este estudo acreditou ser importante analisar o peso corporal
de animais sedentarios, observar as respostas de jovens e adultos aos diferentes
tratamentos e, também, buscar estratégias que possam atuar na preven¢do do ganho de
peso. Assim, os achados iniciais foram que os animais jovens que realizaram exercicio
com ou sem associagdo de Spirulina preveniram o aumento de peso que ocorreu no
grupo controle e Spirulina.

A literatura demonstra resultados favoraveis do exercicio fisico na reducdo do
peso corporal (LEE; SUIL; BLAIR, 2009). E provavel que esses efeitos sejam mediados
por sinais gerados pelo corpo durante o exercicio, como a interleucina-6, acidos graxos,
além da geracdo de energia que reflete no cérebro para regular os sistemas de
neuropeptideos centrais envolvidas na regulagdo da homeostase energética. Assim, a
pratica de exercicio tem potencial para reduzir a obesidade em ratos adultos e, em
jovens, reduz a adiposidade em ratos alimentados com alto teor de gordura
(PATTERSON; LEVIN, 2008).

O estudo de Stasiulis et al (2010) verificaram que oito semanas de exercicio
reduziu o peso corporal e os TAG de mulheres jovens saudaveis. Esses resultados sio
compativeis com os do presente estudo que verificou os mesmos resultados com

animais.
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Um experimento realizado com ratos jovens verificou que o consumo de
Spirulina aumentou significativamente o peso da mesma forma que ocorreu nos
controles, assim como os resultados do presente estudo (ROGATTO et al, 2004).

Neste estudo, os adultos que realizaram exercicio de forma isolada mantiveram
0 peso apos o tratamento, enquanto os que receberam Spirulina, com ou sem exercicio,
aumentaram o peso. Larson-Meyer et al (2010) realizaram um estudo analisando peso
corporal de 36 individuos adultos com sobrepeso que realizaram exercicio ou exercicio
associado a restricdo calorica (antioxidante). Os resultados demonstraram que houve
reducdo significativa do peso corporal apds as duas intervengdes enquanto que o0s
sedentarios ndo mudaram seu peso. Nesta pesquisa, exercicio associado de Spirulina
aumentou o peso, provavelmente resultante da associagdo com a suplementacdo, que
aumentou quando fornecida de forma isolada. Ramamoorthy; Premakimari (1996)
também nao verificaram reducdo do peso corporal em pacientes adultos
hipercolesterolomicos que receberam Spirulina nas doses de duas ou quatro gramas.

A ingestdo de Spirulina aumentou o peso dos animais jovens e adultos neste
estudo. Becker et al ainda em 1986 avaliaram o efeito da Spirulina relacionada ao peso
corporal em humanos e verificaram que ndo houve diferenca significativa na reducdo do
peso apos o consumo de Spirulina. Estes resultados sdo importes, uma vez que o uso de
Spirulina tem sido indicado clinicamente para emagrecimento por conter substancias
que parecem prolongar o tempo de transito gastrico e também produzir sensa¢do de
saciedade (MARANESI et al, 1984). Um estudo realizado em ratos Wistar também
observou que a ingesta de Spirulina nio leva a diminuigdo do peso corporal (ARAUJO;
FACCHINETTI; SANTOS, 2003).

Esses achados, confrontados com a literatura, sugerem a importancia de serem

implementadas agdes de politicas publicas através da reunido de estratégias que
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previnam a obesidade, atuantes em ambientes alimentares, de atividade fisica e que
influenciem o comportamento da sociedade frente estas condutas (SACKS;
SWINBURN; LAWRENCE, 2009).

Nesta linha de raciocinio, recentes evidencias sugerem que a terapia sob
Restri¢do Calorica (RC) protege a saude e aumenta o /ife span de diferentes modelos
experimentais de porte pequeno e mais recentemente de primatas (COLMAN et al,
2009). Esta prote¢do acontece pela mediacdo da indu¢do de um gene chamado silent
information regulator 2 (regulador de informagdo 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). Isto promove um
aumento na relacio NAD' /NADH, onde este aumento tem sido discutido como um
promotor de /ife span nestes organismos (LIN et al, 2004).

Queremos desta forma, fazer um paralelo dos atributos ja bastante estudados da
RC com o exercicio fisico moderado ou o uso da Spirulina platensis. De acordo com
Baur (2010) devido o estilo de vida sob RC ainda ser uma incerteza, se pensarmos no
ser humano, a busca por terapias que mimetizem os efeitos benéficos da RC para a
saude e a longevidade tem sido evidenciada. Nessa revisdo Baur apresenta o resveratrol
como um promissor mimetizador da RC. Nesta mesma linha, Ristow e Zarse (2010),
relatam como que o aumento do estresse oxidativo promove satide metabolica e
longevidade, resgatando o conceito de hormese. Os autores sugerem que o exercicio
fisico o uso de antioxidantes apresentam um denominador comum metabdlico quando
comparado com RC. Isto ¢, aumentam o metabolismo mitocondrial e a formacdo de
ERO, aumentando a resisténcia ao estresse oxidativo, as defesas antioxidanters e o /ife

span (BAUR, 2010).
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Neste contexto, o estudo mostrou que o exercicio moderado teve importante
impacto em jovens sobre o estresse oxidativo e o perfil lipidico, especialmente quando
associado a suplementacdo com Spirulina. Adultos responderam de forma diferente ao
exercicio, com maiores niveis de estresse oxidativo e colesterol, apenas com redugdo
nos TAG. A associac@o entre exericio e Spirulina foi benéfica em prevenir o aumento
do colesterol e na redugdo dos TAG.

A partir desses achados sugerimos avaliacdo de outros protocolos de exercicio
comparando diferentes intensidades sobre os niveis de estresse oxidativo e perfil

lipidico, principalmente em adultos e idosos, além do seu sinergismo com a Spirulina.
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6. CONCLUSAO

Através desta pesquisa pdde-se concluir que adultos possuem respostas
diferentes dos jovens frente ao exercicio moderado e a suplementagdo com Spirulina,
tanto na peroxidagdo lipidica quanto no perfil lipidico. Assim, jovens possuiram melhor
resposta quando realizaram exercicio associado ou ndo a suplementagcdo com Spirulina.
Os adultos apenas tiveram beneficio quando submetidos ao exercicio em sinergismo
com Spirulina. A soma entre os dois tratamentos também foi benéfica sobre o colesterol
de jovens.

Sugerem-se mais estudos que busquem esclarecimento sobre a intensidade
ideal de exercicio, o qual deve ser proporcional para o jovem e para o adulto, buscando

sempre um programa direcionado para a necessidade de cada faixa etaria.
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ANEXOS



‘k UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
W

P E VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

PARECER N° 035/2010

A Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade de
Passo Fundo, em reunido no dia 14/06/10, analisou o protocolo de
pesquisa “Exercicio aerdbico e Spirulina platensis nos
marcadores do estresse oxidativo e no perfil lipidico do processo
de envelhecimento de ratos”, registro na CEUA N° 006/2010 de
responsabilidade da pesquisadora Daiane Mazzola.

Apbs a analise, a Comissao considerou o estudo relevante.
Foram apontadas pendéncias no protocolo original as quais foram
devidamente atendidas pela pesquisadora. Uma emenda modificou o
protocolo original em relagéo ao tipo de exercicio aerébico ao qual os
animais seréo submetidos.

Em relacdo aos aspectos éticos, a Comissao considerou o
estudo relevante e com relagao custo-beneficio adequada por néo
haver alternativa validada que substitua a experimentagédo em animais.
A pesquisadora e seus colaboradores estao comprometidos com a
observancia dos procedimentos para o uso cientifico de animais
estabelecidos na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008 e dos “Principios
Eticos para o Uso de Animais de Laboratério” preconizados pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia de Animais de Laboratério (SBCAL).

Diante do exposto, a Comissao, de acordo com suas atribuigcoes
definidas na Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, manifesta-se pela
aprovacgao do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.

A pesquisadora devera apresentar relatério a CEUA ao final do
estudo.

Situagdo: PROTOCOLO APROVADO

Passo Fundo, 7 de julho de 2010.

Prof. Dra. Jurema Schons

Coordenadora — CEUA — UPF
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Anexo A. Parecer de aprovacio de projeto pela Comissdo de Etica em Uso de Animais.
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