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Suplementacgédo alimentar com Spirulina platensis restaura

os danos causados pela dieta hipercal6rica em corpo cavernoso de ratos Wistar
DINIZ, A. F. A.

Pés-graduagédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Dissertacdo/CCS/UFPB 2019

Caracterizada por sua natureza multifatorial, a disfuncéo erétil (DE) € considerada um
disturbio predominantemente vascular, definida como a incapacidade constante de
alcancar e/ou manter uma erecéo peniana para uma relacédo sexual satisfatoria, tendo,
portanto, o aumento na adiposidade corporal como um fator independente para o seu
desenvolvimento. Recentemente, demonstrou-se que a suplementacao alimentar com
Spirulina platensis, uma alga verde-azulada com potente atividade antioxidante,
previne danos a funcdo erétil. Assim, visando evidenciar novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da DE, avaliaram-se os possiveis efeitos da
suplementacéo alimentar com S. platensis, na reversédo dos danos causados sobre a
funcdo erétil de ratos Wistar alimentados com uma dieta hipercalérica. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da UFPB (certiddo 6061090318). Os ratos foram divididos em grupo
alimentado com dieta padrao (318,0 kcal/100g), que recebeu solucédo salina (DP),
grupo alimentado com a dieta hipercalorica (417,0 kcal/100g), que recebeu solucao
salina (DHC), grupo alimentado com dieta hipercalérica e suplementado com a alga
nas doses de 25 (DHC + SP25), 50 (DHC + SP50) e 100 mg/kg (DHC + SP100) e
grupo alimentado com a dieta hipercalérica e, posteriormente, alimentado com a dieta
padrdo (DHC + DP). Foram analisados os parametros bioquimicos, a funcao erétil
(in vivo), os mecanismos funcionais envolvidos nas alteracdes da reatividade contratil
e relaxante do corpo cavernoso (in vitro), e a relacdo estresse oxidativo/defesas
antioxidantes tecidual. A suplementacao alimentar com S. platensis nas doses de 50
e 100 mg/kg foi eficaz na reducdo dos niveis de trigliceridios nos ratos que
consumiram a dieta hipercalorica. Ademais, ndo houve alteracdo dos parametros
bioguimicos dos ratos que foram alimentados com a dieta hipercal6rica em relagcéo
aos que consumiram a dieta padrdo. Adicionalmente, foi observado reducdo do
namero e aumento da laténcia para iniciar a erecdo peniana nos ratos que consumiam
a dieta hipercaldrica. Entretanto, tais efeitos foram restaurados pela suplementacao
alimentar com a alga em todas as doses testadas, bem como, no grupo alimentado
com dieta hipercalérica e posteriormente com dieta padrdo. Em relacdo a reatividade
cavernosa, a eficacia contratil a fenilefrina (FEN) (acoplamento farmaco-mecénico) foi
potencializada 61,5% no grupo DHC. Similarmente, o consumo da dieta hipercalérica
promoveu uma reducao de 73,6% da eficacia relaxante induzida pela acetilcolina
(ACh), evidenciando assim, os efeitos deletérios do consumo dessa dieta sobre a
reatividade cavernosa, estando diretamente associada a modula¢céo negativa das vias
do oxido nitrico (NO) e dos prostanoides. Em contrapartida, a S. platensis aumentou
a biodisponibilidade de NO, reduziu a liberacdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) e potencializou o efeito relaxante promovido pela acetilcolina (ACh),
restaurando os danos a reatividade contratil e relaxante cavernosa. A capacidade
antioxidante total (CAT) cavernosa foi aumentada, e os niveis de malondialdeido
(MDA) reduzidos, pela suplementacéo alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg nos
ratos do grupo DHC, restaurando, portanto, os danos oxidativos correlacionados ao
consumo da dieta hipercaldrica. Dessa forma, a suplementacédo alimentar com
S. platensis restaura os danos ao corpo cavernoso, decorrentes do consumo da dieta
hipercalorica, despontando, portanto, como uma alternativa terapéutica promissora
para o tratamento da disfungéo erétil causada pelo aumento da adiposidade corporal.

Palavras-chave: 1. Spirulina platensis. 2. Dieta hipercalorica. 3. Obesidade.
4. Disfuncgao erétil. 5. Perfil dietético. 6. Atividade antioxidante.
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Food supplementation with Spirulina platensis restores

the damage caused by the hypercaloric diet in the corpus cavernous of Wistar rats.
DINIZ, A. F. A.

Pés-graduagédo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
Dissertacdo/CCS/UFPB 2019

Characterized by its multifactorial nature, erectile dysfunction (ED) is considered a
predominantly vascular disorder, defined as a constant inability to achieve and/or
maintain a penile erection for a satisfactory sexual intercourse, having an increase in
body adiposity as a development factor. Recently, food supplementation with Spirulina
platensis, a blue-green alga with potent antioxidant activity, has been shown to prevent
damage in the erectile function. Thus, S. platensis treatment was evaluated as a
therapeutic alternative to prevent ED in rats submithed to hypercaloric diet. The
experimental procedures were approved by the UFPB Committee on Ethics in Animal
Use (6061090318). The rats were divided into groups; fed a standard diet (318.0
kcal/100g), which received saline solution (DP), a group fed a hypercaloric diet (417.0
kcal/100g), which received saline solution (DHC) (DHC + SP25), 50 (DHC + SP50)
and 100 mg/kg (DHC + SP100) and group fed the hypercaloric diet and later fed with
standard diet (DHC + DP). Biochemical parameters, erectile function (in vivo),
functional mechanisms involved in changes in the contractile and relaxing reactivity of
the cavernous body (in vitro), and oxidative stress/antioxidant tissue defense
relationships were analyzed. Food supplementation with S. platensis at doses of 50
and 100 mg/kg was effective in reducing the levels of triglycerides in rats consuming
the high calorie diet. Additionally, a reduction in number and increase in latency to
initiate penile erection were observed in rats consuming the hypercaloric diet.
However, these effects were restored by food supplementation with algae at all doses
tested, as well as in the group fed a hypercaloric diet and later with a standard diet.
Regarding cavernous reactivity, the contractile efficacy to phenylephrine (FEN) (drug-
mechanical coupling) was potentiated 61.5% in the DHC group. Similarly, the
consumption of the hypercaloric diet promoted a reduction of 73.6% of the
acetylcholine-induced relaxing efficacy (ACh), thus evidencing the deleterious effects
of dietary intake on cavernous reactivity, being directly associated with the negative
modulation of the oxidic pathways nitric oxide (NO) and prostanoids. In contrast, S.
platensis increased NO bioavailability, reduced the release of reactive oxygen species
(ROS), and potentiated the acetylcholine (ACh) relaxing effect, restoring damage to
contractile reactivity and cavernous relaxation. Cavernous total antioxidant capacity
(CAT) was increased, and malondialdehyde levels (MDA) reduced by food
supplementation with algae at dose of 50 mg/kg in rats in the DHC group, thus restoring
oxidative damage correlated to consumption of the hypercaloric diet. Thus, dietary
supplementation with S. platensis restores damage to the corpus cavernosum,
resulting from the consumption of the hypercaloric diet, thus emerging as a promising
therapeutic alternative for the treatment of erectile dysfunction caused by increased
body adiposity.

Keywords: 1. Spirulina platensis. 2. Hypercaloric diet. 3. Obesity. 4. Erectile
dysfunction. 5. Dietary profile. 6. Antioxidant activity.
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A disfuncao erétil (DE) € definida como a incapacidade constante de alcancar
e/ou manter uma erecao peniana que possibilite uma atividade sexual satisfatoria
(HEALTH, 1993). A funcéo erétil depende de um equilibrio preciso entre fatores
hormonais, psicoldgicos, neurologicos, metabdlicos, vasculares e cavernosos. Logo,
alteracdes em qualquer um e/ou combinacdo desses fatores poderdo levar a DE
(AGARWAL et al., 2006).

As mudancas na adiposidade corporal e 0 seu impacto sobre a fertilidade
masculina ganharam destaque e tém elevado o interesse da populacdo em entender
0S processos subjacentes a essa problematica e assim minimizar as alteracfes
nocivas a funcdo sexual principalmente pela DE (ROWE, 2000; YAFI et al., 2016).

As consequéncias do desequilibrio, principalmente em nivel de tecido adiposo,
estdo associadas a diversos prejuizos para a saude e, tornam-se fatores de risco para
diversas doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, apneia do sono,
canceres, asma, obesidade e disfuncbes sexuais (APOVIAN; GOKCE, 2012;
JORDAN; MCSHARRY; MALHOTRA, 2014; KAHN et al., 2014). Todas essas
comorbidades estdo, portanto, associadas ao aumento demasiado da adiposidade
corporal, resultando em maior gasto com saude e reducédo na longevidade e qualidade
de vida (WITHROW, ALTER, 2011; TOBIAS et al., 2014; MELDRUM; MORRIS;
GAMBONE, 2017).

Em virtude de tais problemas, € importante buscar novas alternativas
terapéuticas para minimiza-los. Nesse cenario, os produtos naturais fornecem um rico
arsenal terapéutico, se tornando a cada dia uma fonte de inestimavel valor as
necessidades medicinais da humanidade (KINGSTON, 2011), desempenhando
também importante papel nos processos de descoberta e desenvolvimento de
medicamentos, seja fornecendo substancias isoladas, ou como produtos diretos
(NEWMAN; CRAGG, 2012).

Nessa busca, a Spirulina platensis, alga verde-azulada, unicelular,
microscoépica, de estrutura simples, mas com uma composi¢cdo complexa, vem se
destacando entre os organismos marinhos (ZEWEIL et al., 2016), principalmente, pelo
seu potencial medicinal e nutricional, apresentando efeitos estimulantes sobre a
imunidade inata e especifica, bem como atividades biolégicas comprovadas como
hipolipemiante, antibacteriana, antifingica, antiviral, anticancerigena, anti-inflamatoria
e antioxidante (CUVELIER, 2001; CHALLOUF et al., 2011; HWANG; CHEN; CHAN,
2013; KU et al., 2013; ANANYA et al., 2014).
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Recentemente, foi implantado um modelo de disfungéo erétil em ratos Wistar
desencadeado pelo consumo de dieta hipercalérica por 8 semanas (SOUZA et al.,
2017). Além disso, nos animais alimentados com a dieta hipercalérica e
suplementados simultaneamente com S. platensis foi observado a prevencao dos
efeitos causados pelo consumo da dieta hipercalérica, tais como: redugéo da funcao
erétil, aumento da resposta contratil, a reducao do relaxamento do corpo cavernoso,
0 aumento no estresse oxidativo sistémico e tecidual, bem como um expresso e
significativo aumento da adiposidade (SOUZA, 2018).

Partindo desse principio e sabendo das altera¢des provocadas pelo consumo de
uma dieta hipercaldrica, considera-se importante investigar se a suplementacao
alimentar com a alga reverteria tais alteracfes e quais 0s mecanismos envolvidos
nesse efeito. Assim, nesse trabalho foi avaliado o efeito da suplementagcdo com S.
platensis sobre a funcdo erétil de ratos alimentados com uma dieta hipercalérica
durante 16 semanas, com a finalidade de verificar se a alga reverte os danos a funcao

erétil.
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2.1 Disfuncéo erétil

Embora reconhecida como uma condicdo patoldgica por varios milénios, a
investigacao sistematica e baseada em evidéncias da disfuncéo erétil € um fendmeno
relativamente recente na medicina moderna. Por volta de 1150 a.C., os antigos
egipcios haviam descrito 12 posi¢cdes sexuais diferentes com desenhos de papiro
explicitos que foram passados, estudados e preservados ao longo dos séculos. O
papiro de Ebers contém, entre muitos outros remédios, prescrigdes para “fraqueza do
membro masculino” (1700 a.C.) (SMITH, 1974; SHAH, 2002; SHOKEIR; HUSSEIN,
2004). Contudo, apenas em 1993 que os Institutos Nacionais de Saude realizaram
uma conferéncia de consenso multidisciplinar sobre impoténcia sexual e definiram
oficialmente a DE como sendo a incapacidade de alcancar e/ou manter a erecéo
peniana adequada com duracédo suficiente para uma relacao sexual satisfatoria (NIH,
1993; ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS, 2012).

A DE néo constitui uma doenca, mas sim, uma manifestacdo sintomatoldgica de
doencas isoladas ou associadas. Sendo considerada um  distUrbio
predominantemente vascular e benigno, que, no entanto, afeta a saude fisica e
psicoldgica, tendo uma repercussao significativa na qualidade de vida dos homens e
de suas parceiras ou de seus parceiros sexuais, principalmente, devido a reducao da
autoestima e ao comprometimento das relacées interpessoais (MOURA; CERESER,
2012; STEFANO, 2012; LEITOLIS, 2013). A predominancia dessa disfungéo se eleva
com a idade e pode ser vista como um grave problema de satde publica (JUNIOR et
al., 2014).

A natureza multifatorial é evidente e estudos populacionais mostram que varias
condicbes que envolvem anormalidades vasculares como hipertensdo arterial,
envelhecimento, sedentarismo, dislipidemia, diabetes, resisténcia a insulina e a
obesidade estdo entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento da DE
vasculogénica no homem e em modelos animais (GROVER et al., 2006; MUSICK]I,
BURNETT, 2006; ALVES; QUEIROZ; MEDEIROS, 2012). Além disso, a DE pode ter
origem iatrogénica como em procedimentos de prostatectomia radical, sendo um
efeito colateral comum nesse caso (AXELSON; JOHANSON; BILL-AXELSON, 2012).
Estudos mostram que a DE é um fator preditivo para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, podendo ser um potente marcador para a triagem de doencas
coronarianas silenciosas (PHE; ROUPRET, 2012).
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A obesidade € um fator de risco independente para o desenvolvimento da DE e,
nesse caso, associa-se com a funcado anormal na via de sinalizacdo do 6xido nitrico
(NO), com consequente diminuicdo do relaxamento dos corpos cavernosos do pénis
(LEWIS et al., 2004; ESPOSITO et al., 2006; ESPOSITO et al., 2008). Em diferentes
estudos, foi evidenciada que a alteracéo no estilo de vida, através de uma alimentagéo
mais saudavel e da realizacdo de exercicios fisicos, melhora o prognostico dessa
doenca (ESPOSITO et al.,, 2009; ESPOSITO; GIUGLIANO, 2011). Dessa forma, é
importante conhecer os mecanismos que favorecem o desenvolvimento da DE para
assim poder prevenir complicagbes futuras, bem como auxiliar na busca por

tratamentos efetivos para esse problema.

2.1.1 Epidemiologia da disfuncéo erétil

Os primeiros estudos epidemiol6gicos sobre sexualidade foram conduzidos nos
Estados Unidos da América (EUA), quando as primeiras drogas especificas para a
disfuncéo erétil estavam sendo introduzidas ao mercado. Nesse contexto, varios
estudos foram sendo gradualmente realizados e agregam conhecimento a DE e seus
tratamentos, de forma paralela e sinérgica, bem como, reunibes de consenso para
criar definicbes e grandes levantamentos epidemiolégicos (COLSON et al., 2018).
Entretanto, questdes culturais e religiosas, a subjetividade na analise qualitativa da
erecdo e dificuldade de padronizacdo dos dados, sempre foram barreiras para a
precisa definicdo epidemioldgica da disfuncédo erétil.

A DE é a mais prevalente disfuncdo sexual que acomete homens ap6s os 40
anos, estimando-se que mais de 100 milhdes de homens no mundo tenham algum
grau de DE (WYLLIE, 2014; RIEDNER, 2017). Entre 1987 e 1991, a investigacao
epidemioldgica na populacdo em geral, Massachusetts Male Aging Study (MMAS),
utilizou homens entre 40 e 70 anos, e demonstrou uma prevaléncia mundial da DE de
52%, sendo 17% classificados como de grau leve, 25% de grau moderado e 10% de
grau severo. A prevaléncia total foi segmentada apontando uma elevada incidéncia
de DE de acordo com o aumento da idade: 12,4 casos/1000 homens aos 40 anos,
29,8 casos/1000 homens aos 50 anos de idade e 46,4/1000 homens aos 60 anos
(FELDMAN et al., 1994; BURNETT, 2012). Entretanto, mesmo que seja evidente o
aumento dos casos com o passar idade, a DE ndo é uma consequéncia inevitavel do

envelhecimento, essa investigacdo, embasada numa nova definicdo da DE, permite,
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assim, aumentar a estimativa da prevaléncia média e estabelecer que os principais
fatores de risco para a DE s&o de origem organica (SCHIAVINI; DAMIAO, 2017).

O comité internacional de consulta para medicina sexual em defini¢des,
epidemiologia e fatores de risco para a disfuncdo sexual realizou uma analise
extensiva da prevaléncia mundial da DE. Nesse cenario, foi demonstrada prevaléncia
da doenca na faixa de 1-10% em homens abaixo de 40 anos, 2-9% naqueles que
possuiam de 40 a 49 anos, 20-40% nos homens com idade entre 60 e 69 anos e 50-
100% nos homens acima de 70 anos (BEJIN, 1999; PINNOCK; STAPLETON;
MARSHALL, 1999; BRAUN et al., 2000; NICOLOSI et al., 2013; NICOLOSI et al.,
2015). Adicionalmente, a prevaléncia mundial da DE é estimada em 322 milh&es de
homens comprometidos em 2025 (COSTA; POTEMPA, 2012).

No Brasil, aproximadamente 25 milhdes de homens com mais de 18 anos
possuem algum grau de DE e aproximadamente 11 milhdes tém disfuncdo moderada
ou severa. Brasileiros entre 18 e 39 anos apresentam DE minima (32%), moderada
(10,3%) e grave (impoténcia) (1,1%). Acima dos 70 anos, essas taxas passam a ser
21, 35 e 12,3%, respectivamente (RODRIGUES et al., 2010). Dados referentes a
incidéncia da DE sdo menos abundantes. Entretanto, o nUmero de novos casos da
doenca, por ano, varia de 19 a 66 casos em cada 1.000 homens, segundo estudos
realizados nos Estados Unidos, na Holanda e no Brasil (JOHANNES et al., 2000;
MOREIRA et al., 2003; SCHOUTEN et al., 2005).

Um estudo prospectivo demonstrou que a incidéncia de DE em homens
brasileiros foi de 2,5 vezes maior do que no MMAS (26/1.000 pessoas-ano),
aumentando conforme a idade, menor escolaridade, diabetes, hipertenséo e
obesidade. A taxa de incidéncia da disfuncéo erétil em homens brasileiros foi de 65,6
casos por 1.000 pessoas/ano. A projecdo de um milhdo de novos casos anualmente
no Brasil demonstra que a DE deve ser considerada um problema de saude publica
(MOREIRA et al., 2003).

2.1.2 Fisiopatologia da disfuncéao erétil

As causas de DE estdo diretamente relacionadas com processos
biopsicossociais que envolvem a coordenacdo psicologica, enddcrina, vascular e
neurolégica (PRIETO, 2008), podendo ser classificadas etiologicamente em

psicolégica, organica ou mista, onde ha combinacdo de ambos fatores, ou seja,
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alteracdes em qualquer um desses pontos podem contribuir para desenvolvimento da
DE (WYLLIE, 2004; YAFI et al., 2016).

Os fatores psicogénicos mais comuns incluem ansiedade de desempenho,
transtornos psiquiatricos, como ansiedade, estresse e depressao, e conflitos no
relacionamento, que culminam na reducgdo da libido sexual ou no medo de falhar
durante o ato sexual. Entre os fatores organicos, destacam-se as causas
neuroldgicas, enddcrinas, vasculares, utilizacdo de drogas e medicamentos
(MCVARY, 2012; SWERDLOFF; WANG, 2012; MCCABE; ALTHOF, 2014).

A DE neurolégica ou neurogénica € representada principalmente pela
deficiéncia da sinalizacdo através das inervagdes penianas (BRACKETT et al., 2010).
E estimado que as causas neuroldgicas correspondam a aproximadamente 10 a 19%
dos casos de DE e que estdo entre essas causas, alteracbes como a doenca de
Parkinson, deméncias, doencas desmielinizantes e lesdes medulares em niveis que
afetam a erecéo e/ou a ejaculacdo (BUZIN, 2010; ANTUNA et al., 2015).

A reducdo dos niveis de testosterona, hormonio responsavel por aumentar a
expressao de sintase do oxido nitrico endotelial (eNOS), e a reducéo da expressao de
proteinas da via da RhoA/ROCK caracterizam a DE enddcrina (LUGG et al., 1996;
MILLS; LEWIS; STOPPER, 1998; SOPKO; HANNAN; BIVALACQUA, 2014). Entre as
principais causas enddcrinas, estdo o diabetes mellitus, a sindrome metabdlica (SM)
e as alteracbes dos hormdnios sexuais (SWERDLOFF; WANG, 2012; TEIXEIRA,
2014).

Estudos demonstram que entre 35 e 75% dos diabéticos apresentam algum
grau de DE, e que a origem dessa disfuncdo nesses individuos resulta de suas
complicacBes, como doencas vasculares, hipertenséo arterial sistémica, neuropatias
e obesidade (CHITALEY et al., 2009; OWIREDU et al., 2011; MCVARY, 2012;
WAJCHENBERG, 2012). Isso ocorre porque no diabetes mellitus, a exposi¢ao
prolongada a glicose leva a glicacdo ndo-enzimatica de proteinas plasmaticas e das
membranas celulares, que se depositam na camada subendotelial, podendo
diretamente inativar o NO endotelial impedindo a vasodilatagédo dependente de
endotélio. Além disso, ocorre uma grande liberacao de radicais livres que reagem com
o NO gerando peroxinitrito, um potente oxidante que favorece o desenvolvimento da
DE (WAJCHENBERG, 2002; SOUZA et al., 2011).

Outra causa enddécrina bastante relevante para a DE é a sindrome metabdlica,

em que homens que apresentam mais de trés alteragcbes metabdlicas como
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hipertensao arterial (presséo arterial sistolica > 130 e/ou presséo arterial diastolica >
85 mmHg), glicemia (glicemia > 110 mg/dL) ou diagndstico de diabetes, trigliceridios
(> 150 mg/dL), HDL colesterol (< 40 mg/dL) e obesidade visceral (circunferéncia da
cintura superior a 102 cm) sdo mais suscetiveis a desenvolverem DE
(VLACHOPOULOS et al., 2007; ESPOSITO et al., 2015).

A obesidade visceral esta associada a aumentos nos niveis de peptidio C,
glicose e insulina, desempenhando um efeito negativo sobre os niveis de testosterona.
Em obesos, h4 aumento da atividade da enzima aromatase, que transforma a
testosterona em estradiol, no tecido adiposo. O aumento de estradiol na corrente
sanguinea suprime a producdo de testosterona por feedback negativo, levando a
diminuicao da lipdlise e aumento da deposicdo de gordura abdominal (TRAISH et al.,
2009).

A doenca traumética arterial, a aterosclerose e a hipertenséo arterial sistémica
estdo entre as principais causas de DE vasculogénica (WYLLIE, 2004; PERTICONE
et al., 2005), e estdo diretamente relacionadas a disfuncdo endotelial, que pode
resultar do desbalanco da via do NO, do aumento da atividade simpatica e das
alteracOes estruturais que reduzem a capacidade relaxante dos corpos cavernosos do
pénis (MITTAWAE et al., 2006; JACKSON, 2007; CORONA et al., 2011).

A utilizacdo de medicamentos, como os anti-hipertensivos, os analgésicos
opioides, os antiandrogenos e os antiulcerogénicos, bem como algumas drogas a
exemplo do alcool estdo envolvidos no desencadeamento da DE (FRANCIS et al.,
2007; AVERSA et al., 2008). O consumo de pequenas doses de alcool promove
inicialmente um aumento da erecdo e do desejo sexual, devido ao seu efeito
vasodilatador. No entanto, grandes quantidades dessa substancia podem causar
sedacéo, diminuir a libido e causar uma disfuncdo sexual transitoria. O alcoolismo
cronico pode resultar em disfuncdo hepatica, um decréscimo dos niveis de
testosterona e um aumento dos niveis de estrogénio, podendo apresentar também
casos de polineuropatia alcodlica que afeta diretamente a inervacdo peniana (LUE,
2012).

Ademais, o envelhecimento € o principal fator de risco para a DE e tanto a
prevaléncia como a gravidade da doenca aumentam com a idade, portanto,
usualmente é causada pela presenca de disfuncdes neural e endotelial (EL-SACCA,
2007; LEWIS et al., 2010).
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2.2 Fisiologia da erecéo peniana

2.2.1 Anatomia e estrutura do pénis

A anatomia e processo de ere¢do ainda ndo sdo completamente descritos,
apesar de extensos estudos terem sido feitos (HUANG; HSU, 2018). O pénis € o 6rgao
genital masculino que permite a miccao e relacbes sexuais (SACHS; MEISEL, 1988;
KATZ, 2002). Nesse ambito, a anatomia descritiva divide o pénis em trés partes, a
base, o corpo e a glande (EARDLEY; SETHIA, 2003).

A base do pénis é a parte formada por trés estruturas cilindricas, estas
constituidas por dois corpos cavernosos e um corpo esponjoso, este Ultimo envolve a
uretra e forma a glande peniana na porcao distal (SATTAR; WESPES; SCHULMAN,
1994). A parte proximal do pénis se encontra ancorada no 0sso pélvico, localizada
paralelamente e inserida no ramo pubico do o0sso isquio, sendo esta regido
denominada crura (ou ramos) que se fundem para formar os corpos cavernosos,
enguanto a parte proximal do corpo esponjoso forma o bulbo peniano, este circundado
pelo masculo bulbo cavernoso, ao passo que a crura peniana esta circundada pelo
musculo isquiocavernoso (Figura 1A). A glande apresenta uma aparéncia esponjosa
devido a um vasto plexo venoso com um grande nimero de anastomoses (BROCK et
al, 1997; KANDEEL; KOUSSA; SWERDLOFF, 2001; EARDLEY; SETHIA, 2003;
DEAN; LUE, 2005) (Figura 2).

Os corpos cavernosos sao estruturas cilindricas homogéneas revestidos por
uma estrutura compacta formada por duas camadas de tecido fibroso, constituida de
colageno e elastina, que confere rigidez, flexibilidade e resisténcia ao pénis,
denominada de tdnica albuginea (Figura 1B). A tunica albuginea é uma delgada
lamina que tem espessura de aproximadamente 2 mm com o pénis em estado flacido
e de cerca de 0,25 mm durante a erecdo (AWAD et al, 2011; AVERY; SCHEINFELD,
2015).
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Figura 1 — Osso e musculo isquio (A), extensibilidade do esqueleto fibroso peniano (B).
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Fonte: Adaptado de HUANG, 2018.

O tecido erétil dos corpos cavernosos é composto de multiplos espacos
lacunares interconectados, revestidos por células endoteliais, além das trabéculas,
gue formam as paredes dos espacos sinusoidais, e consistem em bandas espessas
de musculo liso e de uma estrutura fibroelastica formada por fibroblastos, colageno e
elastina (GOLDSTEIN et al., 1982; BERTOLOTTO et al., 2009).

O corpo esponjoso, ventral e mediano, também ¢é revestido pela tdnica
albuginea e contém a uretra. Apresenta-se mais dilatado e saliente em seu segmento
proximal, denominado bulbo, e em seu segmento distal, constituindo a glande (BHATT
et al., 2010; HSIEH et al., 2012; JUNG et al., 2014). O tecido que compde 0s corpos
cavernosos € O COrpo esponjoso apresenta caracteristica esponjosa, e é uma
estrutura composta por sinusoides ou trabéculas cavernosas, que apresenta espacos
lacunares, conhecidos como espacos cavernosos, interconectados por células
musculares lisas e sustentado por estroma formado por células de colageno, elastina,
vasos sanguineos e nervos (Figura 2) (LUE, 2002; CLEMENT; GIULIANO, 2015).
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Figura 2 — Representagéo anatdomica do pénis lateral (A) e corte transversal (B).
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O pénis é singularmente dotado em sua capacidade de alternar entre uma
maciez esponjosa e uma rigidez 6ssea. Quando os sinusoides cavernosos sao
preenchidos com sangue fluido, a existéncia de estruturas como o musculo
isquiocavernoso, o musculo bulbo esponjoso e o ligamento distal rigido na glande é
essencial para manter uma erecao (HSIEH et al., 2015; HSU; LIU, 2018).
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2.2.2 Sistema arterial peniano

O pénis tem um suprimento sanguineo duplo para todo o tecido peniano e
sinusoides extensiveis, que sdo agrupados em entidades cavernosas, esponjosas e
glande. Os ramos pudendos externos superficiais da artéria femoral suprem o tecido
superficial a fascia de Buck, incluindo a pele do pénis. O suprimento arterial das
estruturas mais profundas do que a fascia de Buck, surge da divisdo anterior da artéria
iliaca interna, que da origem a artéria pudenda interna (Figura 3) (LUE, 2002; HSU,
2006; HSU, 2011).

A artéria pudenda interna é responséavel pelo suprimento sanguineo peniano.
Essa artéria representa um ramo da artéria iliaca interna na juncao sacro-iliaca. Apos
atravessar o tronco perineal no canal de Alcock, a artéria pudenda interna se torna
artéria peniana, fornecendo sangue para trés ramos arteriais. O primeiro ramo é a
artéria bulbouretral, que corre medialmente no espaco profundo do perineo para suprir
0 COrpo esponjoso e a uretra.

O segundo ramo € a artéria cavernosa, que possue formato espiralado e
fornece sangue ao pilar peniano e irriga 0s espacos sinusoides dos corpos cavernosos
atraves de mdultiplas artérias helicianas e que desempenha um papel predominante na
funcdo erétil, onde durante o estado de flacidez peniana se encontram contraidas. As
artérias dorsais compreendem a terceira ramificacdo, percorrem o pilar peniano em
direcédo a linha mediana, onde perfundem o ligamento suspensor, irrigando a glande
peniana (RUSSEL; NEHRA, 2003; STANDRING, 2015).

Figura 3 — Sistema arterial do pénis.
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Fonte: Adaptado de WEIN et al., 2011.
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2.2.3 Sistema venoso peniano

O sistema venoso do pénis humano tem sido amplamente estudado e é
geralmente classificado basicamente em sistemas venosos superficiais,
intermediarios e profundos, os quais sdo responsaveis pela drenagem venosa dos
tecidos penianos (RUSSEL; NEHRA, 2003; HSU; LIU, 2018).

A veia dorsal superficial (SDV) esté localizada entre a fascia de Buck e a fascia
de Dartos para drenagem venosa geral dos tecidos superficiais tais como o prepucio
e a pele que reveste o pénis, além da veia pudenda externa. A drenagem intermediaria
é realizada pelas veias circunflexas dorsais e profundas que convergem na veia dorsal
profunda e drenam a glande e as por¢des superficiais dos corpos cavernosos do pénis
(HSU et al., 2013; STANDRING, 2015).

Na drenagem profunda, o sangue venoso retorna dos espacos sinusoides
através das vénulas do plexo subtunico, localizado abaixo da tunica albuginea,
presente majoritariamente nos dois tercos distais do pénis, nesse caso, 0 sangue
retorna através das veias emissarias que atravessam a tunica albuginea. O sistema
venoso profundo drena tanto 0s corpos cavernosos quanto o corpo esponjoso. Este
design é ideal para facilitar a erecdo peniana, pois a vasculatura venosa € suscetivel
de ser comprimida (CHRIST; LUE, 2004; FAZIO; BROCK, 2004; HSIEH et al., 2015).

Figura 4 — Sistema venoso do pénis.
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Fonte: Adaptado de WEIN et al., 2011.
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2.3 Controle fisiologico da erecao

A erecdo € um evento neurovascular reflexo, sujeito a modificacdes pelo
sistema nervoso central e periférico, e modulado por fatores enddécrinos e
psicoldgicos, que resultam no relaxamento da musculatura lisa peniana. A relacao
sexual satisfatéria € percebida pela mente, sendo subjetiva e modificada através de
processos conscientes e inconscientes. Assim, a erecao € essencialmente um reflexo
espinhal que pode ser iniciado por recrutamento de impulsos aferentes do pénis, pelo
processamento de informacdes no hipotdlamo, mas também por estimulos visuais,
olfativos, tateis, auditivos e imaginarios como resultado final de uma integracao
complexa de sinais (THOMAS, 2002; CIRINO et al, 2006; ANDERSSON, 2011).

2.3.1 Mecanismos centrais e periféricos de controle da erecdo peniana

A erecdo peniana é uma resposta sexual masculina que desempenha um papel
fundamental na reproducdo de mamiferos, incluindo no homem, e que também pode
ser observada em contextos diferentes daqueles estritamente relacionados a
reproducdo, para isso, diferentes mecanismos neurais e/ou humorais centrais e
periféricos participam de sua regulacdo (MEISEL; SACHS, 1994; MCKENNA, 2000;
ANDERSSON, 2001; HULL et al., 2012; GIULIANO; RAMPIN, 2014).

No hipotadlamo, o ndcleo paraventricular (PVN) e a area pré-optica medial
(MPOA) representam os principais locais de controle e de modulacdo da erecao
peniana. Inicialmente, o reconhecimento dos estimulos sensoriais é realizado pela
MPOA, que também coordena os reflexos necessarios para atividade motora
copulatéria e para ejaculacdo. Nesse circuito cerebral, os estimulos sensoriais séo
enviados ao PVN, onde séo processados e encaminhados diretamente para a medula
espinal por meio de neurdnios pré-motores (ANDERSSON; WAGNER, 1995;
ANDERSSON, 2001; ANDERSSON, 2003; CHRIST; LUE, 2004).

Nessa regido, diferentes neurotransmissores centrais e neuropeptidios
controlam a erecao peniana, dentre eles, destacam-se a dopamina (DA), a serotonina,
ocitocina, a noradrenalina, NO, entre outros. Esses neurotransmissores podem
facilitar ou inibir a erecdo peniana atuando nas diversas areas do cérebro (WITT;
INSEL, 1994; STANCAMPIANO et al., 1995; BANCILA et al., 2002; COOLEN et al.,
2004; ANDERSSON, 2011).
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Os efeitos centrais pro-eréteis decorrem da liberacdo da DA na MPOA e no
PVN através da via incerto hipotalamica. Esse neurotransmissor exerce seus efeitos
atraves da ativacdo de seus receptores subdivididos em Dai-like, que compreendem
0s subtipos D1 e Ds, e acoplam a proteina Gs, ou D2-like, estes mais abundantes no
Sistema Nervoso Central (SNC), localizam-se nos neurénios ocitocinérgicos do PVN
e sdo formados pelos subtipos D2, D3 e D4, que acoplam as proteinas Gio (CHEN;
CHAN; CHANG, 1999; HSIEH et al.,, 2014; BASKERVILLE; DOUGLAS, 2008;
BASKERVILLE et al., 2009).

Apébs a ativacdo dos receptores D2, ocorre estimulagcédo da via da fosfolipase
CB2 (PLCPB2) pelo dimero By das proteinas Gio. Nessa sinalizagdo, a PLC2 hidrolisa
fosfolipidios presentes na membrana do tipo 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol (PIP2),
produzindo o 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG) (BILLINGTON;
PENN, 2003; BERRIDGE, 2014;). O IP3 induz a liberagcdo de Ca?* do reticulo
endoplasmatico por ativar os receptores de IP3 (IPsR). Além disso, no reticulo
endoplasmatico ha os receptores de rianodina (RyR), canais de Ca?* sensiveis a
cafeina, que sdo ativados pelo Ca?* previamente liberado via IP3R num processo
denominado de liberacdo de Ca?* induzida pelo Ca?* (CICR) (DELLIS et al., 2006;
MCHALE et al., 2006) (Figura 5).

Na sequéncia dessa cascata de sinalizacdo, o Ca?*, junto com o DAG, ativam
a proteina cinase dependente de Ca?* (PKC), que, por sua vez, leva a um aumento
na concentragdo citosoélica de Ca?* ([Ca?*]c) através da fosforilagdo e da ativacdo
direta dos canais de Ca®* dependentes de voltagem (Cav) presentes na membrana
plasmatica (FUKATA; KAIBUCHI; AMANO, 2001). O aumento na [Ca?*]c favorece a
interacéo do Ca?* com a proteina calmodulina (CaM), formando o complexo 4Ca?*-
CaM. Este complexo ativa a enzima sintase do 6xido nitrico neuronal (nNOS), que
catalisa a conversdo da L-arginina e O2 em L-citrulina e NO (Figura 5). O NO é
responsavel por ativar os neurdnios ocitocinérgicos, através de um mecanismo nao
esclarecido, e liberar a ocitocina em regides extra hipotalamicas do cérebro, bem
como na medula espinal, especialmente na regido sacral, de onde se projetam fibras
parassimpaticas que inervam os corpos cavernosos do pénis, promovendo a erecao
peniana (Figura 5) (ARGIOLAS; MELIS, 2005; XIAO et al., 2005).
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Figura 5 — Mecanismo central de controle da ere¢cédo peniana pela dopamina.
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de Ca?* dependentes de voltagem.

Fonte: SOUZA, 2018.

Outro neurotransmissor bastante importante para o processo de erecao
peniana é a ocitocina. A ocitocina é um peptidio neuro-hipofisario bem conhecido por
seu papel hormonal na lactacdo e no parto, estando presente ndo apenas nos
neurénios dos corpos celulares localizados no PVYN e MPOA do hipotdlamo, mas
também em neurbnios que se projetam do PVN e estruturas adjacentes para areas
cerebrais extrahipotalamicas, em que sua acdo é mediada pela ativacdo dos
neurdnios ocitocinérgicos no PVN por moduladores excitatérios, como a DA, além
disso, a propria ocitocina é capaz de promover autoativacdo dos seus receptores.
Com essa ativacdo, sdo conduzidos estimulos para areas extra hipotalamicas, bem

como para a medula espinal, atraveés de terminais sinapticos (ARGIOLAS; GESSA,
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1991; PEDERSEN et al., 1992; VERONNEAU-LONGUEVILLE, et al.,, 1999;
ARGIOLAS; MELIS, 2004).

Os mecanismos de controle periférico da erecdo peniana dependem tanto de
fatores neuronais como de fatores locais que, influenciardo os processos de contracéo
e de relaxamento muscular liso cavernoso. A modulac¢do do tdnus muscular cavernoso
ocorre através de mecanismos moleculares que dependem da acdo de agonistas,
como 0s neurotransmissores e os fatores derivados do endotélio e, da integralidade
da sinalizacéo intracelular. O aumento na [Ca?*]c € a causa primaria para a producéo
da contracdo, logo, a regulacéo dos niveis citosélicos desse ion e da sensibilidade da
maquinaria contratil sdo cruciais para a regulacdo do ténus da célula muscular lisa
cavernosa (MAGGI et al., 2000; ANDERSSON, 2011).

2.3.2 Determinantes e mecanismos fisiol6gicos da flacidez peniana

A inervacgdo peniana € autondmica (simpatica, responsavel pela ejaculacéo e
flacidez, e parassimpatica, responsavel pela erecédo) e somatica (sensorial e motora).
A partir de neurénios da medula espinhal e dos ganglios periféricos, as inervacdes
simpéticas e parassimpaticas se fundem para formar o nervo cavernoso, o qual
penetra NOS COrpos cavernosos € esponjoso para promover 0s eventos
neurovasculares durante os processos de erecdo e flacidez do pénis. Os nervos
somaticos sdo primariamente responsaveis pelas sensacdes e pela contracdo dos
musculos bulbocavernoso e isquiocavernoso (DEAN, LUE, 2005; AXELSON;
JOHANSSON; BILL-AXELSON, 2012).

A via simpatica € originada a partir do 11° segmento toracico até o 2 lombar,
passando através do ramo ventral do nervo espinhal para a cadeia ganglionar
simpatica. Em humanos os segmentos de T10 ao T12 frequentemente dao origem as
fibras simpaticas e a cadeia de células ganglionares, que se projetam para o pénis,
estdo localizadas nos ganglios sacral e caudal (DE GROATH, BOOTH, 1993, DEAN,
LUE, 2005).

Para a manutencdo da flacidez do pénis a estimulacdo simpatica € o
mecanismo primordial, em que, a liberacdo da NA pelos neurbnios adrenérgicos
estimula seus receptores nos vasos penianos bem como no musculo liso dos corpos
cavernosos para induzir a contracdo (MILLS; CHITALEY; LEWIS, 2001; GUR;
KADOWITZ; HELLSTROM, 2009), dessa forma, a flacidez peniana é mantida pela
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liberacdo de noradrenalina das terminacdes nervosas adrenérgicas que se ligam a
receptores adrenérgicos (ARs) al e a2. Ademais, a estimulagdo adrenérgica é
responsavel pela inibicdo da liberacdo de NO das terminacdes nervosas nitrérgicas
através da ativacdo de ARs pré-sinapticas, portanto, o sistema adrenérgico
antagoniza 0s processos neurovasculares que levam a erecdo peniana (CELLEK,
2000; GOLDSTEIN, 2000; TRAISH et al., 2000).

A ativacdo dos dois subtipos de receptores adrenérgicos a promove a
contracdo do musculo liso trabecular e do pénis, uma vez que a estimulacédo pré-
sinaptica de receptores a2 inibe a transmissdo nado colinérgica ndo adrenérgica
(NANC) (SIMONSEN et al.,, 1997; FILIPPI et al., 2002). Além disso, estudos
demonstram que a expressao de receptores adrenérgicos a no tecido cavernoso € 10
vezes mais abundante que dos receptores B, e que 0s subtipos de receptores
adrenérgicos a1 (aia, 01s, Op1 € diL) € a2 (0z2a, A28 € Oz2c) SA0 especificamente mais
expressos em corpo cavernoso humano (MAGGI et al., 2000; ANDERSSON, 2011).
Entretanto, existem ainda outros importantes mediadores da contracdo cavernosa,
dentre eles a endotelina 1 (ET-1), a prostaglandina F2a (PGF2a), o tromboxano A2
(TXA2) e a angiotensina Il (ANG II) (TEJADA et al., 1991; BECKER et al., 2001,
ANDERSSON, 2003).

A resposta contratil no musculo liso cavernoso € iniciada pela regulacao
funcional da [Ca?']c e depende necessariamente de dois tipos de acoplamentos:
eletro- e farmacomecanico, que estdo envolvidos com a mudanca do potencial de
membrana (Vm) € que acontecem quando a contracdo promovida por um agonista é
maior que a observada s6 com a mudanca do Vm, respectivamente. O acoplamento
eletromecanico leva a resposta contratil através da despolarizacdo de membrana
diretamente associada ao aumento da concentracdo extracelular de potassio ([K*]e)
ou a acao de bloqueadores dos canais de K* (REMBOLD, 1992; REMBOLD, 1996).

Apesar da importancia do acoplamento eletromecéanico de contragéo, o estado
de flacidez peniana decorre majoritariamente da resposta contratil desencadeada pela
ligacdo de agonistas a receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e a ativacao da
cascata do inositol através das proteinas Gg11. A ativagdo ocorre pela ligacdo da
adrenalina e da NA aos receptores a1, da ET-1 aos receptores ETA/B, da PGF2q aos
receptores FP, do TXA2 aos receptores TP e da ANG Il aos receptores AT1, 0 que
desencadeia a ativagéo da via da fosfolipase Cp1 (PLCp1) e culmina na formacéo do

complexo 4Ca?*-CaM, de maneira semelhante ao observado para a via da PLCg2. Este
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complexo ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), que fosforila a cadeia leve
regulatéria da miosina (rMLC), promovendo a interacdo dos filamentos de miosina
com os de actina, desencadeando o processo de contracado do musculo liso cavernoso
(Figura 6) (WEBB, 2003).

Figura 6 — Mecanismo farmacomecanico da contracdo no musculo liso cavernoso pela
ativacao da via Gg11-PLCR:.

Neurénio adrenérgico

NA: noradrenalina; Cay: canais de Ca?" dependentes de voltagem; PLCB:: fosfolipase Ci;
PIP,: 4,5-bisfosfato de fosfatidilinositol; DAG: diacilglicerol; IPs: 1,4,5-trisfosfato de inositol;
IP3sR: receptor de IP3; RyR: receptor de rianodina; RS: reticulo sarcoplasmatico; SERCA: Ca?*-
ATPase do RS; PKC: proteina cinase dependente de Ca?*; MLCK: cinase da cadeia leve da
miosina; CaM: calmodulina.

Fonte: SOUZA, 2018.

As células musculares lisas cavernosas sdo capazes de manter o estado
contraido mesmo apoés a reducdo dos niveis intracelulares desse ion. Estudos tém
relatado uma via alternativa que contribui para a manutencdo da contracdo no
musculo liso, designada como via de sensibilizacdo ao Ca?*, que envolve a modulacéo
da fosfatase da cadeia leve da miosina (MLCP), principalmente pela pequena proteina
G ligante de GTP (RhoA) e pela sua cinase associada ROCK, uma proteina
serina/treonina cinase (KARAKI et al., 1997; HORI; KARAKI, 1998).
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No estado inativado, a RhoA esta ligada ao difosfato de guanosina (GDP) e a
proteina inibidora da dissociacdo da guanina (RhoGDI), formando um complexo que
se encontra no citoplasma (JIN; BURNETT, 2006). Varios agonistas contrateis, tais
como a ET-1, a ANG Il e a ACh, gue normalmente aumentam a [Ca?*]c via GPCRs
levam & ativacao direta do fator de troca de nucleotidio de guanina da RhoA (RhoGEF)
pelas proteinas Gi213a GTP, que ativam a RhoA (SOMLYO; SOMLYO, 2003;
BERRIDGE, 2014).

2.4 Tecido adiposo

O tecido adiposo foi, por muito tempo, tradicionalmente visto como um 6rgao
passivo de estocagem de energia, isolante térmico e protecdo mecéanica a traumas,
porém, ao longo das ultimas décadas, dados experimentais tém sido atribuidos a
biologia e bioquimica desse tecido, ndo sendo apenas considerado como um tecido
inerte para armazenar gordura (OTTAVIANI; MALAGOLI; FRANCESCHI, 2011;
KRYSIAK; HANDZLIK-ORLIK; OKOPIEN, 2012). Além disso, é um 6rgdo com funcéo
dindmica devido a sua atividade metabdlica e endocrina que contribui para a
homeostase energética do organismo, por ser o principal local de armazenamento
para o excesso de energia e capaz de sintetizar uma série de compostos
biologicamente ativos, esta envolvido tanto em processos fisioldgicos como
patolégicos (COELHO; OLIVEIRA; FERNANDES, 2013; CHOI; COHEN, 2017).

Durante o processo evolutivo, as espécies animais foram expostas a situacdes
que promoveram adaptacfes fisioldgicas, como uma limitada disponibilidade de
alimentos e baixas temperaturas, e o tecido adiposo representa o principal
componente corporal que responde a essas altera¢cdes no suprimento nutricional e na
temperatura ambiente (BARTELT; HEEREN, 2014). Todo tecido adiposo € composto
por adipécitos e suas células precursoras, os pré-adipocitos, fibroblastos, leucocitos,
macrofagos residentes, células-tronco derivadas do tecido adiposo (ASCs), células do
estroma vascular, células murais e tecido nervoso (Figura 7) (FONSECA-ALANIZ et
al., 2006; ETOH et al., 2009).

Os adipécitos sé@o as células predominantes nesse tecido e especializadas em
armazenar gordura na forma de triacilglicerol (TAG) em seu citoplasma,
desempenhando atividades metabdlicas de lipogénese e lipélise; sendo lipogénese o

processo que resulta em biossintese e armazenamento de TAG na goticula
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intracitoplasmatica quando a oferta energética € abundante e lipélise o processo que
resulta na quebra de TAG armazenado e liberacdo de &cidos graxos livres (AGL),
quando ha déficit energético (PROENCA et al.,, 2014, BAUMGARD; HAUSMAN;
SANZ, 2016).

Figura 7 - Composicéao do tecido adiposo.
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Fonte: Adaptado de FRANCES et al., 2018. ASC: célula-tronco derivada de tecido adiposo.

Juntamente com as demais células do tecido adiposo, os adipdcitos
desempenham atividade enddcrina secretando uma grande variedade de substancias
bioativas, denominadas adipocinas, que participam de diversos processos fisioldégicos
(HALBERG; WERNSTED; SCHERER, 2009; LO et al., 2016) (Tabela 2).

Dentre as adipocinas produzidas no tecido adiposo, a mais abundantemente € a
adiponectina, que age como fator protetor por apresentar efeito anti-inflamatério e
aumentar a sensibilidade a insulina via supressdo da producdo de citocinas
inflamatorias induzidas pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (VAIOPOULOS et
al., 2012; YOGARAJAH et al., 2015; POULOS et al., 2016). Outra adipocina muito
importante € a leptina que atua via sistema nervoso central (SNC) reduzindo a
ingestdo alimentar, proporcionando saciedade e aumentando o0 gasto energético
(ANDRADE-OLIVEIRA; CAMARA; MORAES-VIEIRA, 2015).

O sistema nervoso autbnomo tem controle direto sobre o tecido adiposo atraves
de seus componentes simpético e parassimpatico. A inervacdo simpatica esta
relacionada, principalmente, com as ac¢des catabdlicas, como a lipolise mediada pelos
receptores adrenérgicos B e dependente da atividade da enzima lipase hormdénio-

sensivel (LHS). Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico esta envolvido na
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execucao de efeitos anabdlicos sobre os depdsitos adiposos, como a captagdo de
glicose e de acidos graxos estimulada pela insulina (PENICAUD et al., 2000; KREIER
et al., 2012).

As adipocinas, como demonstrado, influenciam uma variedade de processos
fisiolégicos, entre eles, o controle da ingestdo alimentar, homeostase energética,
sensibilidade a insulina, angiogénese, protecdo vascular, regulacdo da pressao e
coagulacdo sanguinea. O tecido adiposo mantém intensa comunicacdo com 0S
demais Orgdos e sistemas organicos através de acdes autdcrinas, paracrinas e
enddcrinas. Alteracfes na secrecdo dessas substancias, consequentes de alteracfes
na quantidade de tecido adiposo, podem constituir situacéo relacionada a génese do
processo fisiopatologico da obesidade e suas complicacdes (BOOTH et al., 2015;
LIAW; PEPLOW, 2016).

Ademais, as adipocinas possuem acdes variadas atuando na homeostase do
tecido adiposo, entretanto, em determinadas condicbes a secrecao dessas
substancias pode ser alterada como em condi¢cfes de disfuncédo do tecido adiposo
(KLOTING; BLUHER, 2014).
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Quadro 1 - Adipocinas e suas principais funcdes no organismo.

Adipocinas Funcdes

Adipsina Secrec¢do de insulina pelas células

Adiponectina Sensibilidade & insulina, anti-inflamatoria

Apelina Estimula entrada de glicose no tecido adiposo e musculo
esquelético, regulacao da ingestdo alimentar

HSL Metabolismo lipidico

IGF-1 Metabolismo lipidico

IL-6 Inflamacéao

Leptina Regulacéo do apetite, inflamacao

LPL Metabolismo lipidico

MCP-1 Quimiotaxia de macrofagos

Omentina-1 Sensibilidade a insulina

PAI-1 Homeostase vascular

PCR Inflamacé&o

RBP-4 Resisténcia a insulina

Resistina Resisténcia a insulina, inflamacéo

TGF-B Migracdo e adesdo celular, crescimento e diferenciacéo
tecidual

TNF-a Inflamacao, resisténcia a insulina

Visfatina Resisténcia a insulina

HSL: lipase hormdnio sensivel, IGF-1: fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, IL-6:
interleucina-6, LPL: lipase lipoproteica, MCP-1: proteina quimiotatica de macrofagos 1, PAI-1: inibidor
do ativador de plasminogénio tipo 1, PCR: proteina C reativa, RBP-4: proteina ligante de retinol 4, TGF-
B: fator de transformagé&o de crescimento beta, TNF-a: fator de necrose tumoralalfa. Fonte: DINIZ, 2019

Em mamiferos, o tecido adiposo ndo € homogéneo e se divide em trés tipos de
tecido adiposo: tecido adiposo branco (TAB), tecido adiposo marrom (TAM) e tecido
adiposo bege (SETHI; VIDAL-PUIG, 2007; HILDEBRAND et al., 2018).

2.4.1 Tecido adiposo branco

O TAB é o principal 6rgao de estoque do organismo, encontrado principalmente
na regido subcutanea e na regido visceral (HILDEBRAND et al., 2018). Por constituir
depdsitos localizados em diversas regides do organismo envolvendo, ou mesmo se
infiltrando em, érgédos e estruturas internas, o TAB oferece protecdo mecanica contra
choques e traumatismos externos, permite um adequado deslizamento entre visceras
e feixes musculares, sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos.
Além disso, pela distribuicdo mais abrangente, incluindo derme e tecido subcutaneo,
e por ser um excelente isolante térmico, tem papel importante na manutencdo da
temperatura corporal (LOWELL; SPIEGELMAN, 2000; FONSECA-ALANIZ et al.,

2007). Outra funcéo, refere-se a sua capacidade de armazenar energia com
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necessidade de pouca &gua, fornecendo mais calorias por grama em comparacao ao
carboidrato (9 vs. 4 kcal/lg), o que da ao TAB o status de importante sistema
tamponante para o balanco energético (BERNLOHR; JENKINS; BENNAARS, 2002;
GAZIOGLU et al., 2015).

Esse tecido adiposo desempenha um papel fundamental na patogénese da
obesidade e nas suas complicacdes associadas, sendo responsavel por acumular o
excesso de energia sob a forma de trigliceridios, que podem ser mobilizados sob
condicbes de privacdo de energia (CHOE et al., 2016). Além disso, o TAB atua como
um importante 6rgdo enddcrino liberando uma ampla gama de moléculas, as
adipocinas, que exercem diversas fun¢des enddcrinas no organismo (Tabela 2)
(WOZNIAK et al., 2009).

Em individuos magros e saudaveis, o TAB apresenta adipdcitos pequenos e
sensiveis a insulina, sendo habitado por linfocitos T helper do tipo 2 (Thz), linfécitos T
regulatorio (Treg), linfocitos natural killer (NK) e eosindéfilos que contribuem para a
ativacdo de macrofagos do tipo M2 (anti-inflamatorio) por meio da secregéo de IL-4 ou
IL-10, mantendo assim a homeostase local. Em contraste, durante o balanco
energético positivo presente na obesidade, os adipdcitos sofrem hipertrofia e
hiperplasia para armazenar o excesso de nutrientes ingeridos. Esse processo é
acompanhado por hip6xia, necrose, infiltrado de células imunoldgicas tais como
neutrofilos, linfocitos T helper do tipo 1, linfécitos B e mastécitos que induzem a
ativacdo de macréfagos com fenétipo M1 (pré-inflamatério) por meio da alteragéo no
padrdo de secrecdo de adipocinas. Consequentemente, as células imunolégicas
recrutadas secretam mais citocinas inflamatdérias, o que perpetua um ciclo vicioso que
leva o TAB a um estado proé-inflamatério constante (TATEYA et al., 2013; HUH et al.,
2014; REILLY; SALTIEL, 2017).

Os adipécitos possuem forma esférica e variam em tamanho a depender da
goticula Unica de lipidio neles estocada, sendo considerados uniloculares. Essa
goticula de lipidio ocupa cerca de 90% do volume celular total, além disso, as
mitocondrias presentes nesses adipécitos sao finas, alongadas e variam em
guantidade. Aléem dos adipdcitos, o TAB € composto por pré-adipocitos, células do
sistema imune, tecidos conjuntivo, nervoso e vascular (SAELY; GEIGER; DREXEL,
2010).

Durante o processo de hipertrofia e hiperplasia dos adipécitos, o TAB passa por

uma reprogramacdo metabdlica que inclui uma maior producédo de leptina. Essa



Diniz, 2019 Fundamentagéo teérica | 54

superproducao € responsavel por iniciar uma resisténcia em seus receptores centrais,
ao mesmo tempo em que aumenta a atividade pré-inflamatoria, estimulando a
angiogénese, vasoconstricdo, agregacdo plaquetaria e ativacdo das células do
sistema imunolégico. Além dessas respostas inflamatorias, e por consequéncia delas,
existe uma producdo aumentada de proteinas desdobradas no TAB que leva ao
estresse do reticulo endoplasmatico. Tal fato amplifica ainda mais o sinal quimiotatico
e pré-inflamatério, ou seja, o estresse do reticulo também desempenha um papel
importante na disfuncdo do TAB observado na obesidade (KAWASAKI et al., 2012).

Assim, a disfuncdo mitocondrial tem sido implicada na patogénese de uma
variedade de doengas, incluindo obesidade e suas comorbidades (BOURNAT,;
BROWN, 2010; CUMMINS et al., 2014).

2.4.2 Tecido adiposo marrom

O TAM esta localizado principalmente na regido interescapular, caracterizado por
multiplas goticulas de lipidios, bastante vascularizado e rico em mitocondrias. A sua
principal funcdo é a regulacao térmica por meio da geracdo de calor mediada pela
oxidacao lipidica (PEREZ-ECHARRI et al., 2009). Esse tecido é especializado na
producdo de calor (termogénese) e, portanto, participa ativamente na regulacdo da
temperatura corporal (CURI et al., 2002; CANNON; NEDERGAARD, 2004).

Os adipdcitos do TAM podem atingir 60 um de diametro, sendo, geralmente,
muito menores que o adipdcito branco que tem um tamanho médio de 90-100 pum.
Sao multiloculares e contém diversas goticulas de lipidios de tamanhos diferenciados
e produzem a proteina desacopladora 1 (UCP-1), também conhecida como
termogenina, que se localiza na membrana mitocondrial interna. Em decorréncia da
grande demanda de oxigénio, ha uma quantidade elevada de vasos sanguineos nesse
tecido (CINTI, 2009).

Apresentam um grande namero de mitocdndrias que, por ndo possuirem o
complexo enzimético necessario para a sintese de ATP, utilizam a energia liberada
pela oxidacdo de metabdlitos, principalmente acidos graxos, para gerar calor
(SWEENEY, 2000; BOUCHER et al., 2005). Esse processo ocorre porque a proteina
UCP-1, atua como um canal de proton que descarrega a energia gerada pelo acumulo
de prétons no espaco intermembranoso das mitocondrias durante as reacfes

oxidativas do ciclo de Krebs, desviando esses prétons do complexo F1FO (ATP
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sintase) e impedindo a sintese de ATP, permitindo que se dissipe em calor a energia
estocada na mitocondria. A alta concentracdo de citocromo oxidase dessas
mitocondrias contribui para a coloracdo mais escurecida das células e do tecido
(CALDER et al., 2011; SINDHU et al., 2015).

Além dos adipdcitos, o tecido adiposo marrom contém uma matriz de tecido
conjuntivo (fibras colagenas e reticulares), tecido nervoso, células do estroma
vascular, nédulos linfaticos, células imunes (leucécitos, macréfagos), fibroblastos e
pré-adipocitos (AHIMA; FLIER, 2000).

Antigamente, acreditava-se que o TAM s0 era encontrado em recém-nascidos e
roedores, principalmente na regido interescapular. Na literatura, é descrito que os
humanos nascem com TAM no pescoco e no torax, mas, subsequentemente ele é
substituido por TAB durante o crescimento. Apesar disso, apenas em 2009 foi
identificado TAM metabolicamente ativo nas regides cervical e supraclavicular de
humanos adultos (CYPESS et al., 2009; LICHTENBELT et al., 2009; VIRTANEN et
al., 2009).

2.4.3 Tecido adiposo bege

E o mais recente tecido adiposo identificado, em que foi descrito um tipo distinto
de adipécito com potencial termogénico, o adipdcito bege, também conhecido como
brite (brown-in-white) (KLINGENSPOR; HERZIG; PFEIFER, 2012; WU et al., 2012).
Os adipdcitos beges foram encontrados em alguns depdsitos de TAB, mas exercendo
caracteristicas funcionais e moleculares semelhantes aos adipdcitos marrons. Esses
adipocitos sdo multiloculares, expressam UCP-1 e ja foram identificados em roedores
e humanos (BARTELT; HEEREN, 2014).

E sabido que a exposicdo ao frio induz o remodelamento dos adipdcitos brancos
para adipécitos bege, a fim de gerar calor por meio da termogénese. Esse
remodelamento fenotipico vem sendo estudado como uma alternativa de
amenizar/tratar a obesidade (HILDEBRAND et al., 2018). O acumulo desses
adipécitos resulta no escurecimento do TAB e decorre do processo de
transdiferenciacdo de adipdcitos brancos, da diferenciacdo de células precursoras em
decorréncia da demanda corporal, da exposicao ao frio e/ou da ativacéo de receptores

adrenérgicos 3, mas, com o consumo de dietas com alto teor de lipidios e/ou a
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transneutralizacdo ha o clareamento dos adip6citos (Figura 4) (ROSENWALD et al.,
2013; WHITTLE; RELAT PARDO; VIDAL PUIG, 2013).

2.5 Perfil dietético e obesidade

Estudos relatam que nas ultimas décadas ocorreram mudancas significativas nos
habitos alimentares, que impactaram na saude da populacéo. A prevaléncia do déficit
nutricional diminuiu e houve aumento de sobrepeso e obesidade (KEARNEY, 2010;
POPKIN, ADAIR, NG, 2013; URLACHER; KRAMER, 2018). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, o numero de mortes associado a habitos alimentares néo
saudaveis acompanhados do sedentarismo, atingem no mundo 1,6 e 4,1 milhdes,
respectivamente. Ainda de acordo com a OMS, em 2016 mais de 1,9 bilhdes de
adultos apresentavam sobrepeso e mais de 650 milhdes eram obesos.
Adicionalmente, no mesmo ano no Brasil, o Ministério da Saude (2017) verificou que
18,9% da populacdo estava obesa. Tais numeros se devem, em grande parte, ao
padrao dietético consumido (OMS, 2017).

O perfil alimentar é representado principalmente pela dieta ocidental ou dieta
hipercal6rica caracterizada pelo aumento do aporte cal6rico e energético, pela alta
ingestdo de carnes vermelhas, laticinios ricos em gordura e alimentos industrializados
contendo grandes quantidades de sodio, acidos graxos saturados e carboidratos
simples (CALDER et al.,, 2011; CALICETI et al., 2017). Essa dieta proporciona
excesso calérico de macronutrientes (carboidratos, gorduras e proteinas), porém
déficit em micronutrientes tais como, vitaminas e minerais, que acarretam problemas
graves a saude do individuo (KANT, 2010; KEARNEY, 2010).

Em decorréncia do aumento das pesquisas envolvendo nutricdo experimental,
em 1973, o American Institute of Nutrition (AIN) constituiu uma comissao para
elaboracdo de uma dieta padrdo para ser utilizada em estudos nutricionais com
animais de laboratério. Como fruto desse trabalho, foi publicada a dieta AIN-76A, que
foi reformulada no ano de 1988, na reunido da Federacédo das Sociedades Americanas
para Biologia Experimental (FASEB). Na AIN-93, foram designadas novas dietas
levando em consideragcdo quatro etapas diferentes da vida dos roedores, como as
fases de crescimento, gestacéo, lactacao (AIN-93G) e manutencéo (AIN-93M) (BIERI
et al., 1979; REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993).
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De acordo com célculos da nutricdo experimental baseados na AIN-93, uma dieta
é considerada hiperlipidica quando o percentual de calorias obtidas dos lipidios que a
compdem for igual ou superior a 36% do Valor Energético Total (VET) da dieta. Além
disso, uma dieta que apresenta VET superior a 410,0 kcal/100 g € considerada
hipercaldrica, e quanto maior esse valor, ha maior eficiéncia no aumento da
adiposidade corporal nos animais, e como consequéncia, maior a probabilidade de
alteracdes fisioldgicas (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR, 1993; HENRIQUES et al.,
2014).

Assim, o consumo exacerbado desses tipos de alimentos esta sendo associado
ao desenvolvimento da obesidade, que resultam na disfuncéo do tecido adiposo.
Portanto, o tecido adiposo funciona como uma conexao entre os habitos alimentares
e o0 desenvolvimento de complicacbes metabdlicas e comorbidades (ARCHUNDIA,;
SUBHAN; CHAN, 2017).

A obesidade, é, portanto, uma doenca metabdlica complexa, em que sua
etiologia é atribuida a uma combinacdo entre fatores genéticos, epigenéticos,
ambientais, psicossociais e de estilo de vida (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017). Sua
principal caracteristica clinica € a inflamacgdo crbnica sistémica e de baixo grau
causada pela expanséo do tecido adiposo branco bem como pelo depdsito ectdpico
de gordura em tecidos nao adiposos (O'ROURKE, 2009; LUMENG; SALTIEL, 2011;
CHOE et al., 2016).

Definida como uma doenca crénica e pelo acumulo excessivo de gordura ou de
tecido adiposo no corpo, a obesidade € resultante do consumo excessivo de nutrientes
e/ou diminuicdo do gasto energético, com graves dimensdes sociais e psicoldgicas,
gue afeta praticamente todos o0s grupos etéarios e socioeconémicos (AITLHADJ et al.,
2012; OMS, 2017). A Federacao Mundial de Obesidade relata que a obesidade é
considerada uma epidemia e é reconhecida como um dos mais importantes e comuns
problemas de saude publica que o mundo enfrenta (PALOU et al., 2000; BOWERS et
al., 2014; SWINBURN et al., 2018). Nas ultimas décadas, o estilo de vida moderno e
sedentario e a alimentacdo rica em calorias, gorduras e agucares, associados ao
envelhecimento populacional tem aumentado consideravelmente a prevaléncia
mundial de obesidade (FUSSENEGGER et al., 2008; TREMMEL et al., 2017).

A etiologia da obesidade envolve mdltiplos fatores relacionados a habitos
alimentares inadequados, diminuigdo progressiva ou ndo pratica de atividade fisica,

fatores genéticos, metabdlicos, sociais, comportamentais e culturais (SANTOS et al.,
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2012). Além disso, os sistemas bioldgicos apresentam mecanismos fisiologicos que
regulam a perda excessiva de energia, com a finalidade de evitar o estado de
desnutricdo, que representa um dano superior ao organismo e, consequentemente,
dificultam a reducéo da adiposidade corporal (SPEAKMAN, 2004; BAHIA et al., 2012).

A estimativa do grau de adiposidade é feita pelo indice de massa corporal (IMC).
O IMC calcula genericamente a adiposidade e identifica sobrepeso e obesidade, em
adultos, representado pela razao entre o peso do individuo expresso em quilogramas
(kg) e o quadrado da altura em metros (m) (ABESO, 2016; OMS, 2018).

Segundo dados do Ministério da Saude, a utilizacdo desse indice € comum por
sua facilidade de mensuracéo e por ser uma medida ndo invasiva e de baixo custo
(BRASIL, 2014), contudo, o IMC néo evidencia a composicéo corporal, a distribuicdo
e localizacdo do excesso de tecido adiposo, nem as variagdes individuais em funcéo
do sexo, etnia e idade em termos de quantidade de massa magra, sendo
recomendada a avaliacdo concomitante de outras medidas antropométricas como a
determinacao das circunferéncias toracica e abdominal e das dobras cutaneas para o
diagnéstico da doenca (ABESO, 2016). No entanto, mesmo que o IMC seja uma
ferramenta imprecisa, € a mais comumente utilizada, pois é simples, pratica e sem
custo (OMS, 2018).

A Organizagdo Mundial de Saude classifica individuos com sobrepeso e
obesidade baseada em padrdes internacionais desenvolvidos para pessoas adultas
descendentes de europeus (Quadro 2), onde IMC acima de 25 kg/m? com sobrepeso,
IMC 2 30 kg/m? como obesos, e pessoas com IMC 2 40 kg/m? séo classificadas como
obesos mérbidos (OMS, 2018).

Quadro 2 — Classificagdo da obesidade segundo o IMC que divide a adiposidade em graus
ou classes.

IMC (kg/m?) Classificacdo Grau/classe
<185 Magro ou baixo peso 0
18,5-24,9 Normal ou eutroéfico 0
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0
30-34,9 Obesidade I
35-39,9 Obesidade 1
=40 Obesidade grave 1]

Fonte: OMS, 2018.
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Apesar de politicas de saude publica para combater a epidemia de obesidade,
estudos epidemioldgicos tém demonstrado nimeros alarmantes e crescentes desta
doenca (NG et al., 2014; NCD, 2016). Dados da Organizacdo Mundial da Saude
evidenciam que no ano de 2016 mais de 1,9 bilhdo de adultos maiores de 18 anos
tinham excesso de peso. Destes, mais de 650 milhdes de adultos eram obesos.
Projeta-se que aproximadamente cerca de metade da populacdo adulta do mundo
estara com excesso de peso ou obesidade até 2030 (OMS, 2016).

No Brasil, é crescente 0o numero de criancas e adultos com sobrepeso e
obesidade. Segundo dados da OMS (2016), 56,5% da populacao adulta brasileira esta
com sobrepeso e 22,1% obesa. Entre criangas e adolescentes de 5 a 19 anos 28%
estd com sobrepeso e 10,8% sdo obesos. Estes nimeros mais que dobraram desde
1980. Neste cenario, dentre as capitais nordestinas, destaca-se a cidade de Joao
Pessoa, Paraiba, que apresentou o maior percentual de adultos obesos (21,7%),
superando a média nacional (18,9%) (BRASIL, 2017).

2.5.1 Estresse oxidativo na obesidade e na funcgéo erétil

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas altamente reativas e
transientes que exercem func¢des importantes no organismo. Embora a elevacéo
transitoria destes estimulos seja essencial para a regulacdo de diversos processos
fisiolégicos celulares, como a sinalizacdo celular, controlam processos de
cicatrizacdo, apoptose, manutengcéo do tdnus muscular liso e a fagocitose, se tais
estimulos estressores forem persistentes e/ou excederem a capacidade de defesa do
organismo, levando ao processo de estresse oxidativo. A cronicidade desse processo
€ prejudicial para as células, por causar danos proteicos, lipidicos e ao &cido
desoxirribonucleico (DNA), além de estar relacionado como o desenvolvimento de
diversas doencas (VALKO et al., 2007), que resultam em um desequilibrio entre a
producdo das ROS e a capacidade antioxidante do tecido (WEI; LEE, 2002; EL
ASSAR; ANGULO; RODRIGUEZ-MANAS, 2013).

A producéo excessiva de ROS leva a disfuncdes celulares, peroxidacao lipidica
e mutagenicidade do DNA, causando danos celulares irreversiveis e morte celular
(GIORDANO et al., 2005; MURDOCH et al., 2006; TAKIMOTO; KASS, 2007). Varios
estudos tém demonstrado que essa producado excessiva induz a disfuncdo endotelial
em animais (CSISZAR et al.,, 2002; UNGVARI et al., 2007; IDRIS et al., 2012,
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GASPAROTTO et al., 2018) e humanos idosos (DONATO et al., 2007; JABLONSKI et
al., 2007).

E sabido que o estresse oxidativo associado a inflamac&o crénica desempenha
papel crucial no desenvolvimento da obesidade e de suas comorbidades associadas,
portanto, a obesidade é caracterizada como uma condi¢do cronica de estresse
oxidativo. Nesse caso, os niveis elevados de glicose e de lipidios circulantes resultam
no fornecimento excessivo de substratos energéticos para rotas metabdlicas, o que,
por sua vez, pode aumentar a producdo de ROS (MCMURRAY; PATTEN; HARPER,
2016).

A presenca de inflamag&o cronica, hiperleptinemia, resisténcia a insulina,
hiperglicemia, injaria tecidual, presenca de acidos graxos livres, deficiéncia de
vitaminas e minerais e disfuncdo mitocondrial e endotelial, quadro classico presente
na obesidade, levam a producgédo exacerbada de ROS (MANNA; JAIN, 2015). As ROS
ativam o NFkB, que é redox sensivel, desencadeando a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, que aumentam a producdo dessas espécies reativas, estabelecendo
assim um circulo vicioso prejudicial ao organismo acarretando em injuria tecidual,
resisténcia a insulina, desordens do sono, diabetes, bem como favorecendo e
contribuindo para a DE (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; BRYAN et al., 2013).

As ROS incluem diversos radicais livres, como o anion superéxido (O2) e 0s
radicais hidroxila (OH") e os derivados de oxigénio ndo radicalares, como o peroxido
de hidrogénio (H202), o acido hipocloroso (HCIO), o peroxinitrito (ONOO") e 0 0zbnio
(O3) (GIORDANO et al., 2005; HALLIWELL, 2006). O O% é produzido pelas xantina
oxidase, eNOS desacoplada, cadeia respiratéria mitocondrial e nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidases que inicia os processos oxidativos (FREY et
al., 2009; SAWYER et al., 2002; MURDOCH et al., 2006). Em seguida, o O2 é
dismutado a H202, através de reacdes espontaneas ou catalizadas enzimaticamente.
Ambos Oz e H202 podem reagir, na presenca de ferro ou outros metais, para formar
0 mais potente radical OH (BRUNORI; ROTILIO, 1984).

Na maioria dos tipos de células, a geracdo de ROS ocorre majoritariamente na
cadeia transportadora de elétrons, encontrada nas cristas da membrana mitocondrial
interna. Aléem disso, outros locais importantes para producdo dos radicais livres
englobam microssomos e diversas enzimas, destacando-se a xantina oxidase, a mono

oxigenase P450, a ciclo-oxigenase, a lipoxigenase, a indolamina dioxigenase e a
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monoamina oxidase (MATSUZAWA-NAGATA et al., 2008; MATSUDA; SHIMOMURA,
2013).

Uma das consequéncias do aumento do estresse oxidativo é a inativacao e a
diminuicao da sintese do NO pelas altas concentracdes de Oz (SUN et al., 2004; LIU
et al., 2012). O NO pode reagir com o Oz para produzir o ONOO-, fato que reduz a
biodisponibilidade do NO e resulta em disfun¢éo endotelial, contribuindo assim para o
surgimento de varias condi¢des patoldgicas como aterosclerose, isquemia e disfuncao
erétil. Dessa forma, a inativacdo direta do NO, em grande parte pelo Oz, pode
contribuir para a redugdo do relaxamento dos corpos cavernosos e favorecer o
processo de flacidez peniana (BIVALACQUA et al., 2005; PACHER; SZABO, 2006;
PACHER et al. 2007; SILVA et al., 2013).

Em condicdes fisioldgicas, as células possuem um sistema antioxidante eficiente
que atua contra o acumulo das ROS, com a finalidade de conter a sua formag&o no
organismo. Esses sistemas antioxidantes podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos,
e desempenham papel fundamental na prevencao da oxidagéo resultante da acéo das
ROS (BROINIZI et al., 2008). O sistema antioxidante enzimatico engloba a superéxido
dismutase (SOD), as glutationas peroxidase (GSH-PX) e redutase (GSH-Rd) e a
catalase, que sao enzimas responsaveis pela remoc¢ao do Oz, dos hidroperdoxidos
organicos e do H202, respectivamente (YU, 1994; PIETTA, 2000; NORDBERG;
ARNER, 2001). Dentre estes antioxidantes, a SOD é considerada a principal enzima
envolvida na defesa do organismo contra o O2-. A SOD atua convertendo o Oz para
H202, que posteriormente é convertida pela catalase e/ou glutationa em agua (FREY
et al., 2009). De fato, a redugcdo da atividade da SOD contribui para as altas
concentracdes de O2-. Em corpos cavernosos de ratos obesos, a reducéo da atividade
da SOD é relacionada a DE (LI et al., 2010; HELMY; SENBEL, 2012).

O sistema ndo enzimatico envolve um grupo de antioxidantes que podem ser
complexados em compostos produzidos in vivo, como é o caso da glutationa, da
ubiquinona e do acido Urico, e em compostos obtidos diretamente da dieta tais como
o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno, o acido ascérbico (vitamina C) e compostos
fendlicos como os flavonoides (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; SAMPAIO;
MORAES, 2010).

Neste sentido, os individuos obesos apresentam maior susceptibilidade ao dano

oxidativo. Fato este, justificado porque, a obesidade além de aumentar a producgéo de
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ROS, também favorece a diminuicdo das defesas antioxidantes sistémicas e teciduais,
favorecendo diretamente ao desenvolvimento da DE (AMIRKHIZI et al., 2017).

2.6 Produtos naturais

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo so pelos
recursos oferecidos para sua alimentacdo e manutencdo, mas por ser sua principal
fonte de inspiracdo e aprendizado (DEWICK, 1997). A busca incessante pela
compreensao das leis naturais e o desafio de transpor barreiras a sua sobrevivéncia,
como o clima e as doencas, levaram o homem ao atual estagio de desenvolvimento
cientifico, sem abrir mao da utilizacdo de produtos naturais para as mais variadas
atribuicbes e necessidades, apesar do avanco tecnologico observado até hoje
(PINTO, 1995; LIMA; BARREIRO, 2005).

As primeiras descri¢cdes sobre os produtos naturais feitas pelo homem remontam
as sagradas escrituras e ao papiro de Ebers. Este papiro foi descoberto e publicado
por Georg Ebers, enumera aproximadamente 100 doencas e descreve um grande
namero de drogas de natureza animal e vegetal (DREYFUS; CHAPELA, 1994;
VILELA, 2007). Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencas através da utilizacdo de ervas e
folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacao dos produtos naturais.
A histéria do desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagéo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizacdo Egipcia, Greco-romana e
Chinesa (TOBERT, 2003; HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

O Brasil se situa em posicao privilegiada para a ciéncia de produtos naturais, em
decorréncia de ser um dos paises rico por uma imensa biodiversidade e ter constituido
um grande corpo de pesquisadores de quimica de produtos naturais (BERLINCK,
2012). O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta equatorial e tropical tmida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacgao
para os produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais (QPN) €&, dentro da
Quimica brasileira, a area mais antiga, e a que interliga diversas areas do
conhecimento (LONGO; AMADO-FILHO, 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016).

A discussao critica sobre a biologia e quimica e sua importancia para a quimica

de produtos naturais do Brasil trouxe diferentes perspectivas para 0s avancos
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nacionais da area (PUPO; GALLO; VIEIRA, 2007). Ressalta-se ainda, a importancia
da combinacao da pesquisa em quimica e biologia, no que diz respeito aos avangos
e desafios a serem enfrentados a investigacdo do metabolismo de micro-organismos,
o fato de que, embora projetos de produtos naturais tenham se voltado cada vez mais
para a descoberta de novos compostos bioativos, mostrando-se mais eficazes na
descoberta de novos protétipos de farmacos (ALMEIDA; PINTO, 2011; ZHANG et al.,
2014).

Andlises mais recentes da pesquisa em produtos naturais no Brasil tém foco em
produtos naturais de micro-organismos, decorréncia natural do crescimento e
fortalecimento de estudos envolvendo o metabolismo de fungos, bactérias e algas,
por diferentes grupos nacionais (MONTANARI; BOLZANI, 2001; ALMEIDA et al.,
2009).

Em todo o mundo, os produtos naturais desempenham um papel essencial nos
processos de descoberta e desenvolvimento de medicamentos, seja fornecendo
substancias isoladas, ou como produtos diretos, desempenhando assim um papel
fundamental na pesquisa farmacoldgica e na protecédo a saude (NEWMAN; CRAGG,
2012).

O panorama de descoberta de biomoléculas microbianas a partir da
biodiversidade de micro-organismos do Brasil, vem demonstrando que a enorme
maioria dos produtos naturais descritos por pesquisadores brasileiros sdo, na
verdade, conhecidos (IOCA; ALLARD; BERLINCK, 2014). A distribui¢do dos topicos
de pesquisa evidencia que a investigacdo sobre o metabolismo desses micro-
organismos ainda é quase inexistente, bem como estudos da biossintese de
metabdlitos, o que reforca a necessidade de se promover a pesquisa interdisciplinar,
com forte carater internacional e colaborativo, para fortalecer a pesquisa de produtos
naturais de micro-organismos marinhos no Brasil (BERLINCK et al., 2004; VALLI et
al., 2013). Das 53.000 espécies de produtos naturais utilizadas na pratica da medicina
herbal para os cuidados primarios a saude, varias sao de origem aquatica, mas
diferentemente das plantas, os organismos aquaticos ndo tém um histérico
significativo de uso na medicina tradicional (PAN et al., 2014). A pesquisa na area de
produtos naturais bioativos ndo apenas permite identificar novos compostos como
também propde novas estruturas moleculares para serem utilizadas como modelos
para novos farmacos (NEWMAN; CRAGG, 2016).



Diniz, 2019 Fundamentagéo teérica | 64

A compreensdo dos produtos naturais conduziu abordagens e analises em
purificacdes, caracterizagdo, determinacgdo estrutural, dindmica quimica e metabolica
inter-relacionais, bem como, caracteristicas vigorosamente diversificadas e uso e
funcdes baseados na farmacologia, que levaram a racionalizacdo dos avancos no
entendimento e contribuicbes para a pesquisa (PUCHEAULT, 2008; CONCHA;
LONG, 2003; KWAN; SCHMIDT, 2013). Os detalhes mais refinados nos ambientes
ecologicos dos recursos naturais e seu impacto na geracao dos constituintes e suas
variacfes no design e na diversificacdo, bem como nos niveis de envolvimento de
produtos na biomecanica dos processos celulares abrem o horizonte do
desenvolvimento para aplicacbes mais amplas na quimica de espécies terrestres e
organismos marinhos (ATANASOV et al., 2015).

2.6.1 Produtos naturais marinhos

Os oceanos cobrem 70 % da superficie terrestre e sdo habitados por cerca de
200.000 espécies de plantas e invertebrados marinhos e milhées de microrganismos.
Além das plantas, esponjas, octocorais, ascideas e briozoarios sao organismos
sésseis quando adultos e se desenvolvem em condigcbes adversas quando
comparados aos terrestres (RAPADO et al., 2015). A evolugé&o e sobrevivéncia destas
espécies resultou em organismos que produzem substancias Unicas com funcdes
ecologicas diversas.

O século XXI traz uma diversidade sem precedentes na pesquisa de produtos
naturais no que se refere as fontes de biomoléculas. Enquanto a pesquisa em
produtos naturais de plantas ainda é a principal, os organismos marinhos, constituem
uma das fontes biol6égicas com mais interesse exploratérios pelos pesquisadores
brasileiros na aérea de produtos naturais, porém, permanecem pouco explorados por
motivos tais como: as coletas bioldégicas marinhas sdo muito caras, 0 acesso aos
biomas marinhos ainda é restrito, existem poucos especialistas dispostos a enfrentar
o desafio do isolamento de substancias polares, e, principalmente, o fato de que a
biodiversidade marinha brasileira € muito mais limitada do que se preconiza como
sendo a biodiversidade da “Amazdnia Azul” (BERLINCK et al., 2004). O censo
marinho informa que determinadas regibes da costa do Brasil sdo verdadeiros

desertos no que se refere a biodiversidade de invertebrados, que por sua vez,
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constitui, a principal fonte de produtos naturais marinhos (LONGO; AMADO-FILHO,
2014).

Pesquisas e estudos envolvendo produtos naturais de origem marinha vem
ganhando destaque nos ultimos anos, produtos que até os anos 50 fugiram do
interesse dos pesquisadores de produtos naturais, principalmente devido ao dificil
acesso as suas profundidades. De fato, ndo ha histérico significativo da utilizacéo dos
produtos naturais marinhos em detrimento aos que se originam das plantas, mas
existem relatos do uso desses produtos pelos antigos fenicios, que produziam
corantes roxos a partir de moluscos marinhos, além de utilizarem as algas para
fertilizar o solo (PAN et al., 2014). Entretanto, com o avanco das técnicas e o advento
dos equipamentos seguros de mergulho, na década de 70, algas e invertebrados
marinhos puderam comecar a serem estudados nas bancadas dos laboratérios de
quimica e farmacologia (FENICAL; JENSEN, 2006).

As pesquisas com Produtos Naturais marinhos no Brasil iniciaram na década de
60 no Centro de Pesquisas de Produtos Naturais na Faculdade de Farmacia da UFRJ
(KELECOM, 1997). No entanto, ainda sdo poucas as pesquisas, documentadas em
artigos cientificos, sobre substancias isoladas e a atividade biolégica de produtos
naturais de organismos marinhos coletados ao longo do litoral brasileiro. As poucas
informacdes existentes sobre a quimica desses organismos, muitos dos quais séao
espécies endémicas, indicam um grande potencial de pesquisa para a area no Brasil
(CHAGAS-PAULA, 2015).

A histéria do estudo dos Produtos Naturais marinhos demonstra que, por volta de
1960, houve um grande investimento por parte das industrias farmacéuticas na busca
de substancias bioativas a partir dos organismos que vivem nos oceanos (HAY;
FENICAL, 1997; DAVIDSON et al., 2008). Desde entdo, diversos paises, como 0s
Estados Unidos, Australia, Itélia e China, tém se dedicado ao estudo quimico de
esponjas, corais, moluscos e algas. Muitas substancias identificadas possuem
estruturas quimicas Unicas e sem precedentes em fontes naturais terrestres, fato que
tem motivado, além do desenvolvimento de novos métodos de isolamento e de sintese
organica, pesquisas sobre a origem e biossintese das substancias isoladas, sua
importancia ecoldgica e atividades farmacolégicas (PAUL, 1994; EPIFANIO; MAIA,
FENICAL, 2000; YAMAGUCHI et al., 2011).

Os oceanos representam uma importante fonte de organismos, e, apresentam um

recurso enorme para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Nesse contexto,
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entre 1977 e 1997, foram relatados em torno de 2.500 metabdlitos isolados a partir de
organismos marinhos (BLUNT et al., 2014). Além disso, Faulkner (2000) relatou que
até 1998 havia mais de 840 novas estruturas descritas provenientes do ecossistema
marinho. O Censo da Vida Marinha (2000-2010) avaliou a diversidade, a abundancia
e a distribuicdo da vida no oceano, concluindo que potencialmente mais de 90% das
espécies marinhas permanecem ndo descritas pela ciéncia (SNELGROVE, 2016).

Por apresentar caracteristicas fisico-quimicas, luminosidade, profundidade,
temperatura, pressao e pH particulares, conferem ao ecossistema marinho condi¢des
importantes e inigualaveis para seu estudo. Em consequéncia, muitos organismos
marinhos vivem em habitats complexos, expostos a condicdes extremas e a
diversidade ambiental faz com que eles produzam grande variedade de metabdlitos
biologicamente ativos que, possivelmente, ndo podem ser encontrados em outros
organismos. Esta situagao reforga a busca de novos compostos no ambiente marinho,
que apresenta possibilidades quase ilimitadas (SENTHILKUMAR; 2013;
SENTHILKUMAR; KIM, 2013).

Dentre os produtos naturais marinhos, as algas ganham destaque pela producao
de metabdlitos secundarios bioativos, incluindo, compostos polifendlicos,
polissacarideos, esteroides, &cidos graxos, carotendides, aminoacidos tipo
micosporina, compostos halogenados, policetideos, lectinas, peptideos e seus
derivados (CARDOZO et al., 2007; FAULKNER, 2011). Esses metabdlitos indicam
diversidade estrutural e funcional de suas contrapartes terrestres devido as diferencas
em suas vias metabdlicas (DREW; DEMAIN, 1977; GUVEN; PERCOT; SESIK, 2010).
Entre o grande nimero de funcionalidades bioldgicas dos produtos naturais de algas
marinhas, pode-se destacar o0s efeitos, anticancerigenos, imunomoduladores,
antidiabéticos, antimicrobianos, anticoagulantes, protetores de UV, inibidores de

tirosina sinase, antioxidantes e anti-inflamatorios (BLUNT et al., 2015).

2.6.2 Spirulina platensis

Os oceanos compreendem um enorme ecossistema, cobrindo mais de 70% da
superficie da Terra, abrigando grande variedade de organismos marinhos que
produzem um numero variado de metabdlitos secundarios com uma gama de
funcionalidades biol6gicas (WIJESEKARA et al., 2011). Entre os organismos

marinhos, as algas constituem o principal e maior grupo. Estudos demonstram que
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foram descritas aproximadamente 72.500 espécies de algas em todo o mundo, e que
a maioria delas é de origem marinha (GUIRY, 2012).

Dentre as algas marinhas, as pertencentes ao filo das cianobactérias e da familia
Spirulinaceae, representam os procariontes fotossintéticos mais encontrados nos
ecossistemas aquaticos. Certas espécies, incluindo Aphanizomenon flos-aquae,
Spirulina maxima, Spirulina fusiformis, Spirulina sp, Nostoc e Spirulina platensis, tém
sido consumidos pelos seres humanos ha séculos (FURST, 1978; CIFERRE et al.,
1983; HORI et al., 1994; PARIKH et al.,, 2001; TORRES-DURAN et al., 2007;
RASMUSSEN et al., 2009). Ao longo dos tempos, essas microalgas foram utilizadas
como alimento tradicional de alguns povos mexicanos, africanos, americanos e
orientais (FURST, 1978; CIFERRE et al., 1983).

As algas marinhas tém sido bastante utilizadas como fontes de importantes
compostos bioquimicos, que podem ser raros em plantas e animais. Na industria
alimenticia, h4 uma demanda cada vez mais crescente por Varios componentes
provenientes de algas, como pigmentos naturais, carotenoides, proteinas e vitaminas
utilizados para substituir os pigmentos sintéticos e aumentar o valor nutricional de
alimentos tanto para animais como para humanos (VONSHAK, 1997; NASIRIAN et
al., 2018).

A Spirulina platensis foi descoberta pela primeira vez pelo cientista espanhol
Hernando Cortez em 1519, em que foi observado que a alga fazia parte da
alimentacdo dos povos mexicanos astecas. Pierre Dangeard descobriu também os
beneficios da Spirulina para a saude, onde verificaram que os flamingos sobreviviam
consumindo algas verde azuladas (UGWU; AOYAGI; UCHIYAMA, 2008).

Neste sentido, a alga verde azulada Arthrospira (Spirulina) platensis € uma das
microalgas mais promissoras, que pode ser usada como fonte alimentar e
farmacéutica (VONSHAK, 1997; EL-SHEEKH; HAMAD; GOMAA, 2014). A Spirulina
platensis, portanto, € um dos organismos marinhos que merece destaque, é
unicelular, microscopica, pertencente a familia Spirulinaceae do filo das
cianobactérias (MAZOKOPAKIS et al., 2014; ZEWEIL et al., 2016). Adicionalmente,
essa microalga é rica em proteinas, que apresenta varias bioatividades, incluindo
atividades antioxidante, anti-hipertensiva , imunomoduladora, anticancerigena e
antiobesidade ( LU et al., 2010; WANG; ZHANG, 2016; FAN et al., 2018,).0 cultivo
dessa alga se tornou interessante por ser facilmente adaptavel, mesmo quando sujeita
a condicdes extremas (CHAMORRO et al.,, 1996; ISMAIL et al., 2015), pode ser
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encontrada em varios ambientes, no entanto, aqueles com maior concentracao de sal,
carbonatos e bicarbonatos sdo mais favoraveis ao seu crescimento, o que torna essa
alga capaz de se adaptar em diferentes habitats e colonizar ambientes em que a vida
para outros micro-organismos seria muito dificil ou até impossivel (CIFERRE et al.,
1983; SERBAN et al., 2016).

Apresentando forma helicoidal, medindo entre 0,2 a 0,5 mm de comprimento, a S.
platensis pode ser encontrada nos oceanos, nos rios e nos lagos de agua doce. Em
sua composicao, a alga é composta por alto teor de proteinas (65 a 70% do seu peso
seco) e todos os aminoacidos essenciais (EL-SHEEKH; HAMAD; GOMAA, 2014),
além disso, € uma rica fonte de minerais, vitaminas e antioxidantes, incluindo
carotenoides, tocoferdis, compostos fendlicos e ficocianinas (PARK et al., 2008;
DENG; CHOW, 2010). As ficocianinas presentes na alga correspondem a 20% do
peso seco da alga, elevando a a sua capacidade antioxidante, uma vez que sequestra
radicais livres e inibe a formacao de radicais superoxido (BHAT; MADYASTHA, 2000;
MCCART, 2007; ERIKSEN, 2008; KU et al., 2013; KUDDUS et al., 2013). Ademais, a
presenca de clorofila e carotenoides, como o B caroteno, regula a atividade de
enzimas como a SOD e a CAT e bloqueia o efeito deletério das ROS através da
quelacdo dos ions metalicos (CUVELIER, 2001; WU et al.,, 2016; MARYCZ;
MICHALAK; KOCHEROVA, 2017).

O consumo de S. platensis como suplemento alimentar traz beneficios a saide na
prevencdo ou controle da obesidade, inflamacédo (COSKUN et al., 2011) e doencas
cardiovasculares (KHAN et al.,, 2005). Além disso, possui efeitos radioprotetores
(MOHAMED et al., 2014), nefroprotetores (SABER et al., 2015), reproprotetores
(FARAG et al., 2016) e hepatotoprotetores (TOUGHAN et al., 2018). Nao obstante,
cerca de um terco da atual producdo mundial dessa alga marinha é comercializado
para aplicacdo em racao animal. Adicionalmente, varios estudos relatam o marcante
papel favoravel e promissor da S. platensis na fertilidade, crescimento animal e
gualidade do produto nutricional (HOLMAN; MALAU-ADULI, 2013).

A Spirulina platensis possui qualidades nutricionais distintas, com papel
excepcional no tratamento de uma infinidade de doencas (XIONG et al., 2018). Essa
alga também contém 4-7% de lipidios, cuja composicao é principalmente de acidos
graxos essenciais poli-insaturados como o acido ’-linolénico, acido a-linoleico, acido
eicosapentaenoico  (EPA), acido docosaexaenoico (DHA) (FERREIRA-
HERMOSILLO; TORRES-DURAN; JUAREZ-OROPEZA, 2010), dentre esses
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componentes, o &cido linoleico é relacionado aos possiveis efeitos terapéuticos da
alga, uma vez que é convertido em acido linoleico conjugado (CLA), nos mamiferos,
pelas dessaturases, que estdo presentes na glandula mamaria e no tecido adiposo
(MENESES; AUGUSTO, 2014).

O CLA reduz a gordura corporal, aumenta a massa magra, atua na diminuicéo do
namero e tamanho dos adipdcitos, aumenta as taxas de degradacédo de gordura nos
adipdcitos e inibe a lipoproteina lipase, responsavel pela entrada de acidos graxos
nos adipdcitos (HARO; ARTACHO; VIQUE, 2006). Além disso, € rica em vitamina B12,
minerais, acidos graxos essenciais, 15% de carboidratos complexo (MAZO;
GMOSHINSKII; ZILOVA, 2004; ASMATHUNISHA; KATHIREZAN, 2012), e de
pigmentos fotossintéticos que apresentam uma variedade de atividades
farmacoldgicas (MARLES et al., 2011; ASMATHUNISHA; KATHIREZAN, 2012; KU et
al., 2013). Gracas a sua vasta composi¢cao de nutrientes, a Spirulina platensis tem
sido representada como um alimento nutracéutico (KARKOS et al.,, 2011) e sido
proposta como uma suplementacéo eficaz, protegendo contra a incidéncia de cancer
e melhorando o status antioxidante (SMIESZEK et al., 2017).

E demonstrado o uso dessa alga marinha como suplemento alimentar para
consumo humano e para aquicultura (TANG; SUTER, 2011; BISHOP; ZUBECK, 2012;
HOLMAN; MALAU-ADULLI, 2013). Entretanto, desde 1974, essa alga ja era conhecida
como um alimento promissor, uma vez que a S. platensis foi declarada pela
Conferéncia das Nagdes Unidas sobre alimentacdo como “o melhor alimento para o
futuro” (ONU, 2017). Adicionalmente, segundo a Administracdo Nacional da
Aeronautica e Espaco (NASA), agéncia espacial americana, o valor nutricional de um
kg da alga equivale a 1.000 kg de frutas e vegetais, sendo utilizada como fonte
alimentar em missfes espaciais de longo prazo (CORNET; DUBERTRET, 1990).

No Brasil, a regulamentacao para registro de novos alimentos foi aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no ano de 1999, atraves de
Resolucdes de Diretoria Colegiada (RDC) que ditam as diretrizes basicas para o
registro de alimentos e/ou novos ingredientes (RDC n°16/99) (BRASIL, 1999a), bem
como para avaliagcado do risco e seguranca dos alimentos (RDC n°17/99) (BRASIL,
1999b). Em 2013, a alga foi classificada pela ANVISA como novo alimento e, em julho
de 2017, elencada na lista de constituintes autorizados para a utilizagdo como
suplemento alimentar, apresentando seguranga para uso comprovadas e citadas pela
OMS (BRASIL, 2013; BRASIL, 2017a; OMS, 2017b).
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A Spiruilina foi recentemente discutida como uma suplementacao eficiente para o
controle de peso, sendo demonstrado por Zeinalian et al. (2017) que a suplementacéo
por 12 semanas com a alga (1 g/dia) foi efetiva para reduzir o peso corporal e o IMC,
e que, apos trés meses com a mesma suplementacédo, porém com a dose de 2g/dia
em pacientes hipertensos e com sobrepeso resultaram na diminui¢do do peso, indice
de massa corporal, IMC e da circunferéncia da cintura (MICZKE et al., 2016). Em outro
estudo realizado durante seis meses de intervengédo com a Spirulina de 6g/dia, foi
relatada reducdo do peso em pacientes com doenca hepéatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA) (SZULINSKA et al., 2017).

Segundo Fujimoto et al. (2012), a Spirulina é eficaz na reducao do peso corporal
através da reducao da infiltracdo de macrofagos na gordura visceral e na prevencao
do acumulo de lipidios no figado e estresse oxidativo, além disso, a alga € rica em
fenilalanina, um potente liberador de colecistocinina que afeta o centro de apetite do
cérebro, que por sua vez age como um inibidor de peso corporal. E também
demonstrado, que a propriedade antioxidante da alga € eficaz no tratamento da
obesidade através de diferentes mecanismos, incluindo efeito inibitério da lipase,
efeito supressor na ingestdo alimentar, efeito inibitorio na diferenciagédo de adipdcitos,
efeito estimulatério no gasto energético e efeito regulatério sobre o metabolismo
lipidico (MAZOKOPAKIS et al., 2014; HASSAN; EL-GHARIB, 2015).

O potencial da S. platensis como suplemento alimentar foi comprovado
experimentalmente pela recuperacdo nutricional de ratos desnutridos alimentados
com dietas compostas com essa alga (ALVES; MELLO; VOLTARELLI, 2005), em
virtude da variedade de nutrientes que a mesma contém (PHANG et al., 2000).

Além da importancia nutricional, diferentes atividades bioldgicas e farmacolégicas
foram descritas em estudos pré-clinicos e clinicos para a S. platensis destacando:
diminuicdo da concentracdo plasmatica de trigliceridios e lipoproteinas de baixa
densidade em pacientes com pacientes com sindrome nefrotica hiperlipidémica
(SAMUELS; MANI; NAYAK, 2002); preservacao da microbiota intestinal saudavel por
favorecer o crescimento de Lactobacillus e Bifidobacterium (KULSHRESHTHA et al.,
2008); atividade antifungica contra Aspergillus orizae (BIERHALS et al.,, 2009);
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa (PARISI et al., 2009); atividade antioxidante, atribuida a
inibicdo da peroxidacao lipidica promovida pela ficocianina (BASHANDY et al., 2016);

atividade anti-inflamatoria, por reduzir a expressdo e secrecdo de citocinas pro
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inflamatdrias em macréfagos estimulados por lipopolissacaridio através da inibicao da
translocacédo nuclear do NF-kB (KU et al., 2013; PHAM; PARK; LEE, 2016); melhora
da qualidade do esperma de ratos Wistar expostos cronicamente ao cloreto de
mercurio, através do aumento na contagem e na motilidade dos espermatozoides (El-
DESOKY et al., 2013).

Recentemente em nosso laboratério demonstramos que a suplementacdo
alimentar com S. platensis promove diminuicdo da reatividade contratil a FEN e
aumento na atividade relaxante a ACh em aorta de ratos Wistar saudaveis, por
modulacao positiva da via do NO (BRITO, 2014), reducao das reservas adiposas e
restauracdo da reatividade contratil intestinal em ratos Wistar alimentados com dieta
hipercalorica (FERREIRA, 2017), bem como, efeito preventivo sobre o aumento da
reatividade contratil cavernosa, diminuicdo do numero de erecbes e aumento do
tempo para inicio de uma erecdo peniana em ratos Wistar alimentados com dieta
hipercalérica durante 8 semanas (SOUZA, 2018).

Diante dessas premissas, evidencia-se um papel promissor para a S. platensis na
melhora da reatividade muscular lisa vascular e intestinal, da disfuncédo endotelial e
do estresse oxidativo. Entretanto, ndo ha relatos da aplicabilidade da utilizacdo da
alga na melhora e na reversédo dos danos promovidos pelo consumo de uma dieta
hipercal6rica sobre a funcéo erétil, sendo assim, necessarios estudos para elucidar o
potencial efeito da S. platensis sobre a funcdo sexual de ratos Wistar.



3 Objetivos
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Avaliar o efeito da suplementacao alimentar com Spirulina platensis na reversao
dos danos causados pelo consumo da dieta hipercalérica, bem como, simular uma
reeducacdao alimentar através da alteracao dietética, da dieta hipercalérica (DHC) pela

dieta padréo (DP), em corpo cavernoso de ratos Wistar, analisando:

= A funcdo erétil, in vivo;

= A reatividade contratil do corpo cavernoso;

= O envolvimento das vias do NO e da COX na resposta contratil do corpo
cavernoso;

= A reatividade relaxante do corpo cavernoso;

= O envolvimento do estresse oxidativo na resposta relaxante do corpo
cavernoso;

» O balancgo estresse oxidativo/defesas antioxidantes no corpo cavernoso.



4 Material e métodos
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4.1. Material

4.1.1 Produto-teste

A Spirulina platensis (Arthrospira platensis) foi adquirida do laboratorio
INFINITY Pharma (HONG KONG, China) na forma de p6 (lote n® 17J11-B004-020541,
Anexo 1). Uma amostra foi analisada e manipulada pela Farmacia de Manipulacao
Roval (Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil) (lote n® 20121025, Anexo 2).

4.1.2 Animais

Os ratos Wistar (Rattus norvegicus), com aproximadamente oito semanas
de idade, pesando entre 150-160 g, foram adquiridos do Biotério Prof. Thomas George
do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da UFPB. Os
animais tiveram acesso a agua ad libitum e eram mantidos sob ventilacdo e
temperatura (21 + 1 °C) controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo
claro-escuro de 12 h, sendo o periodo claro das 6 as 18 h. A eutanasia dos ratos era
realizada no periodo claro desse ciclo. Todos os procedimentos experimentais eram
realizados seguindo os principios de cuidados com animais Guidelines for the ethical
use of animals in applied etiology studies (SHERWIN et al., 2003) e do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (BRASIL, 2016),
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFPB,
certiddo 6061090318 (Anexos C e D). Foram utilizados 128 ratos Wistar para a

realizacdo dos procedimentos experimentais.

4.1.3 Dietas experimentais

Era utilizada uma dieta padréo do tipo pellets (Presence®) contendo 23% de
proteina, 63% de carboidrato e 4% de lipidio com valor energético total (VET) de 318,0
kcal/100 g ou uma dieta hipercalérica composta por uma mistura de ragdo padrao tipo
pellets (Presence®), chocolate ao leite, amendoim in natura torrado e biscoito de
maizena na proporgdo de 3:2:2:1, com VET de 417,0 kcal/100 g. Para o preparo da
dieta hipercalorica, a racdo, 0 amendoim e o biscoito eram moidos e misturados, e o

chocolate era derretido em banho-maria e adicionado a mistura para a formacéo de
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material homogéneo que era moldado e, em seguida, secado em estufa (70 °C) por
24 h (Figura 8) e armazenado a temperatura ambiente. A dieta era preparada

semanalmente e ofertada aos ratos na forma de pellets (ESTADELLA et al., 2004).

Figura 8 - Ingredientes utilizados no preparo da dieta hipercaldrica ha sua forma in natura (A),
triturada (B) e homogénea, moldada e cortada antes e apds a secagem em estufa (C).

Fonte: SOUZA et al., 2016.

A analise da composicdo nutricional das dietas padrdo e hipercaldrica
(LATIMER, 2012) foi realizada no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Nutricdo da UFPB (Tabela 1) sob supervisdo da Profa.
Dra. Leylliane de Fatima Leal Interaminense de Andrade (SOUZA et al., 2017).
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Tabela 1 — Composicao centesimal de macronutrientes das dietas experimentais.

Parametros Dieta padréo (DP) Dieta hipercalorica
(DHC)
Carboidratos (%) 63 46
Proteinas (%) 23 23
Lipidios (%) 4 16
VET (kcal/100 g) 318,0 417,0

Fonte: SOUZA et al., 2017. VET = valor energético total.

4.1.4 Substancias e reagentes

O cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20), o sulfato de magnésio hepta-
hidratado (MgS04.7H20) e a glicose (CeH1206) foram adquiridos da Vetec (Brasil). O
bicarbonato de sédio (NaHCOz3) foi adquirido da Fmaia (Brasil). O cloreto de sodio
(NaCl) e o cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da Quimica Moderna (Brasil). O
fosfato de potassio monobasico (KH2POa4), o fosfato de sédio monobéasico (NaH2PO4),
o hidroxido de sédio (NaOH) e o acido cloridrico (HCI) foram adquiridos da Nuclear
(Brasil). Estas substancias, exceto a glicose, o bicarbonato de sodio e o cloreto de
sédio eram dissolvidas e diluidas em &agua destilada para obtencdo de cada
solucéo - estoque que era mantida sob refrigeracao

A fenilefrina (FEN) foi adquirida da Pfizer (EUA). A ACh, o nitroprussiato de
sédio (NPS), a R-(-)-apomorfina, o Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), a
indometacina, o tempol, a apocinina, o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), o
MDA, o 1,1-difenil-2-picril hidrazil (DPPH) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Brasil).
As substancias utilizadas nos experimentos funcionais eram dissolvidas e diluidas em
agua destilada, exceto a indometacina e a apocinina que eram dissolvidos em alcool
absoluto (96 °GL) para obtencéo de cada solucéo-estoque, as quais eram mantidas a
4 ou -20 °C.

A mistura carbogénica (95% de O2 e 5% de CO3) foi adquirida da White Martins
(Brasil).
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4.1.5 Solugéo nutritiva

A solucdo nutritiva utilizada nos experimentos funcionais era gaseificada com
carbogénio, ajustada ao pH 7,4 com HCl ou NaOH 1 N e mantida a 37 °C, sua
composicado esta discriminada a seguir:

Krebs com composi¢cao (mM) (CLAUDINO et al., 2004): NaCl 118,4; KCI 4,7,
MgSOa4 1,2; KH2PO4 1,17; CaClz 2,5; Glicose 5,6; NaHCOs 25,0

4.1.6 Equipamentos

A pesagem das substancias era realizada em balanca analitica modelo AY220,
enguanto os ratos eram pesados em balanca semianalitica modelo BK2000. O pH das
solugdes era aferido em pHmetro digital PG2000. Todos estes equipamentos foram
adquiridos da Gehaka (Brasil).

Para o registro das contracdes isométricas, os 6rgdos eram suspensos em
cubas de banho para érgdos isolados (6 mL), modelo BOI-04, e conectados a
transdutores de forca isométricos, modelo TIM 05, acoplados a um amplificador
modelo AECADOA4F. Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de aquisi¢ao
digital com o software AQCAD verséao 2.5.0 para aquisi¢ao dos dados e ANCAD para
analise. O sistema continha uma bomba termostatica modelo BT 60 que controlava a
temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos junto a AVS Projetos
(Sé&o Paulo, Brasil).

Para registros dos videos eram utilizadas cameras digitais dos modelos
Samsung Es60 12.2 Mega Pixels 3x Zoom A0342 e Sony Cyber Shot Dsc W690 16.1
Mp.

As amostras utilizadas foram centrifugadas em aparelho refrigerado, modelo
VS-15000 CFN II (VISION, Coreia do Sul) e centrifuga de bancada, modelo NI 1811-
A (NOVA instruments, SP, Brasil).

A leitura das absorbancias para dosagem de MDA e o teste da capacidade
antioxidante total (CAT) foi realizada no espectrofotdometro modelo SP-22 da
Biospectro (Parand, Brasil).
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4.2 Métodos

4.2.1 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos randomicamente em seis grupos experimentais:
grupos alimentados com dieta padréo que recebiam solucéo salina (NaCl 0,9%) (DP)
e grupos alimentados com dieta hipercalorica que recebiam solucédo salina (NacCl
0,9%) (DHC), durante as 8 semanas iniciais, por conseguinte, durante as 8 semanas
finais, os animais do grupo DHC foram suplementados com S. platensis nas doses
de 25 (DHC + SP25), 50 (DHC + SP50) e 100 mg/kg (DHC + SP100) ou a dieta
hipercalorica era substituida pela dieta padrdo (DHC + DP), (Figura 9). Os grupos
experimentais foram alimentados por um periodo total de 16 semanas (EL-DESOKY
et al., 2013; FERREIRA, 2017) e foram alocados 2 ratos em cada gaiola de

polipropileno, em funcéo da disponibilidade da Unidade de Produg&o Animal - UPA.

Figura 9 — Protocolo do desenho experimental.

Semana 1 8 16 Eutanasia
DP/ DP + SALINA/
DHC DHC + SALINA/
DHC DHC + SP25/
DHC DHC + SP50/
DHC + SP100/
DP

Fonte: DINIZ, 2019.

Os resultados eram avaliados ao se comparar os dados obtidos com os ratos
do grupo DP com aqueles obtidos pelos ratos dos grupos DHC + SP25, DHC + SP50,
DHC + SP100 e DHC + DP.
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4.2.2 Preparo e administracdo da S. platensis

O p6 de S. platensis era diariamente dissolvido em solucéo salina (NaCl 0,9%)
para o preparo das doses utilizadas no estudo, que eram administradas aos ratos ao
fim da preparagdo. As suplementagbes eram realizadas por um periodo de oito
semanas para todas as doses (25, 50 e 100 mg/kg/dia) (adaptado de JUAREZ-
OROPEZA et al., 2009; EI-DESOKY et al., 2013; FERREIRA, 2017; SOUZA, 2018).

As administracdes eram realizadas por via oral no periodo das 12 as 14 h com
o auxilio de agulhas de aco inoxidavel para gavagem (BD-12, Insight, Ribeirdo Preto,
Séao Paulo, Brasil) e seringas descartaveis de 10 mL com precisédo de 0,2 mL (BD,

Higilab, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil).

4.2.3 Efeito do consumo da dieta hipercal6rica e da suplementacdo alimentar

com S. platensis sobre parametros bioquimicos

Em alguns ratos, para obtencéo do plasma, cerca de 5 a 10 mL de sangue eram
coletados através de puncéo cardiaca, em tubos de ensaio contendo anticoagulante
(EDTA) e levados a centrifugacédo a 1.198 x g durante 10 minutos. O sobrenadante
era entdo transferido para tubos Eppendorf® e armazenado a -20 °C até as andlises
(OKAFOR et al., 2011).

As andlises de glicose, trigliceridios, colesterol total e fracéo de lipoproteina de
alta densidade (HDL-c) foram realizadas através de kits comerciais especificos
Labtest® (Minas Gerais, Brasil), de acordo com as instrugées do fabricante, em um
analisador bioquimico automatico Labmax 240 (Minas Gerais, Brasil). Os valores de
fracédo de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foram estimados pela equacéo de
Friedewald, Levy e Fredrickson (1972): [LDL-c = (colesterol total — HDL-c) —
(trigliceridios/5)].

A analise bioquimica (LATIMER, 2012) foi realizada no Laborat6rio de Estudos
do Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude do Departamento de
Educacao Fisica da UFPB, sob supervisdo do Prof. Dr. Alexandre Sérgio Silva.
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4.2.4 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo alimentar
com S. platensis sobre a ere¢céao penianainduzida pela R-(-)-apomorfina

Os ratos eram colocados individualmente em uma caixa de vidro, ambientados
nesse local por 30 minutos, em seguida, recebiam uma inje¢do subcutanea, na regido
dorsal, de R-(-)-apomorfina (80 ug/kg) preparada em solugao salina. Posteriormente,
os ratos eram filmados por 30 minutos com o auxilio de duas cameras digitais.

Através das imagens eram avaliados o tempo de laténcia para a erecao e o
namero das erecdes obtidas por cada animal. Eram consideradas erecfes somente
0S eventos nos quais era possivel observar o pénis do animal ereto, acompanhado de
lordose, na qual o animal se apoia nas patas traseiras, inclinando o corpo em direcéo
a area genital, segurando o pénis com as patas dianteiras e fazendo a lambedura do
mesmo por um tempo superior a 5 segundos (Figura 10). Eventos em que nao era
observada a erecdo, porém 0s outros comportamentos ocorreram, como bocejos e
lambeduras excessivas das patas e do abdémen, eram caracterizados como
lambeduras (RAMPIN; JEROME; SUAUDEAU, 2003; HANNAN et al., 2006).

Figura 10 — Fotos demonstrando o evento de lordose, onde o rato se apoia nas patas
traseiras, inclinando o corpo em direcdo a area genital (A); o evento de erecdo peniana do
rato (B).

Fonte: DINIZ, 2019.
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4.2.5 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacdo alimentar
com S. platensis sobre a reatividade contrétil e relaxante do corpo cavernoso

isolado de rato

4.2.5.1 Obtencgéo e preparo do corpo cavernoso

Vinte e quatro horas apdés a Ultima exposicédo da dieta e das suplementacdes,
0s ratos eram eutanasiados por guilhotina. O pénis do animal era isolado proximo a
sua fixacdo ao 0sso isquio e, removia-se a veia dorsal peniana e a uretra. Em seguida,
0S corpos cavernosos eram separados em dois segmentos de aproximadamente
1 cm. Apés a separacdo, 0s 0rgdos eram suspensos verticalmente através de duas
hastes metélicas de aco inoxidavel em cubas de banho para érgados isolados (6 mL)
contendo solucédo de Krebs gaseificada com carbogénio a 37 °C. A haste superior era
conectada ao transdutor de forca isométrico, com tensdo de repouso equivalente a
0,5 g (CLAUDINO et al., 2004). A preparacao era mantida em repouso por um periodo
de 60 min para estabilizacdo, com renovacéo da solucdo nutritiva a cada 15 minutos,
para evitar a influéncia de metabdlitos liberados pelo 6rgdo ao meio (CLAUDINO et
al., 2004; FERMINO et al., 2009).

4.2.5.2 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacao alimentar
com S. platensis sobre a reatividade contratil do corpo cavernoso isolado de

rato

4.2.5.2.1 Efeito do consumo da dieta hipercal6rica e da suplementagcdo com S.

platensis sobre a curva cumulativa de FEN

O corpo cavernoso era montado como descrito no item 4.2.5.1. Apos o periodo
de estabilizagdo eram obtidas curvas concentra¢des-resposta cumulativas a FEN (10
8-3 x 10 M) (CLAUDINO et al., 2004; FERMINO et al., 2009). A reatividade contratil
era calculada com base na amplitude maxima da resposta do corpo cavernoso de rato
do grupo DP. As comparacdes eram realizadas entre DP, DHC, DHC + SP25, DHC +
SP50, DHC + SP100 e DHC + DP, baseado nos valores de efeito maximo (Emax) € do

logaritmo negativo na base 10 da concentracdo de FEN que produziu 50% do seu
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Emax (pCEso0), calculados a partir das curvas cumulativas concentragdes-resposta
obtidas.

4.2.5.2.2 Efeito do consumo da dieta hipercalorica e da suplementagcdo com S.
platensis sobre a curva cumulativa de FEN na auséncia e na presenca de
L-NAME ou de indometacina

O corpo cavernoso era preparado conforme o item 4.2.5.1 Apos o periodo de
estabilizacdo era incubado, por 30 minutos, o L-NAME (10* M), um inibidor néo
seletivo da NOS (VIGNOZZI et al., 2006), e a indometacina (10> M), bloqueadora nédo
seletiva da COX (CARTLEDGE; EARDLEY; MORRISON, 2000), em preparacdes
distintas e, em seguida, eram obtidas curvas concentracfes-resposta cumulativas a
FEN (108-3 x 103 M).

A resposta contratil do corpo cavernoso na presenca dos inibidores era
calculada com base na amplitude média da curva obtida no grupo DP. A reatividade
contratil era avaliada tendo como base os valores de Emax € de pCEso da FEN, na
auséncia e na presenca isolada de L-NAME e de indometacina, e o efeito dos
inibidores sobre a curva cumulativa concentracdes-resposta a FEN era comparada
entre DP, DHC, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.

4.2.5.3 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacao alimentar
com S. platensis sobre a reatividade relaxante do corpo cavernoso isolado de
rato

4.2.5.3.1 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementagcdo com S.

platensis sobre a curva cumulativa de ACh

O corpo cavernoso era preparado como descrito no item 4.2.5.1. Apds o
periodo de estabilizacdo era induzida uma contracdo com FEN (10° M) e, apds a
formacdo do componente tdnico, a ACh (1011-3x10* M) era adicionada a cuba de
maneira cumulativa, em preparacoes distintas (CLAUDINO et al., 2004; FERMINO et
al., 2009).

A resposta relaxante era expressa como a percentagem reversa da contracao

inicial produzida pela FEN. As comparacfes eram realizadas entre DP, DHC,
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DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP com base nos valores de Emax
e de pCEso dos agentes relaxantes, calculados a partir das curvas concentracoes-

resposta cumulativas obtidas.

4.2.5.3.2 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo com S.
platensis sobre a curva cumulativa de ACh na auséncia e na presenca de tempol

ou de apocinina

O corpo cavernoso era montado conforme o item 4.2.5.1. ApGs o periodo de
estabilizacdo era incubada, por 30 minutos, a apocinina (10 M), inibidora da NADPH
oxidase (COCO et al., 2016) ou o tempol (103 M), um mimético da SOD (PEIXOTO et
al., 2009), em preparac0Oes distintas e, em seguida, era induzida uma contracdo com
FEN (10° M) e ap6s a formacdo do componente ténico, a ACh (1011-3 x 10# M) era
adicionada a cuba de maneira cumulativa.

A resposta relaxante do corpo cavernoso a ACh na presenca da apocinina ou
do tempol era calculada com base na amplitude maxima da contracao, e a reatividade
relaxante era avaliada de acordo com os valores de Emax € de pCEso da ACh, na
auséncia e na presenca dos inibidores, e comparada entre DP, DHC e DHC + SP50.

4.2.6 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacao alimentar

com S. platensis sobre o estresse oxidativo

4.2.6.1 Obtencdo do homogenato do corpo cavernoso isolado de rato

ApoOs a eutanasia dos ratos, o corpo cavernoso era isolado e congelado a
- 20 °C até o preparo do homogenato. Nesse procedimento, o 0rgdo era pesado,
macerado e homogeneizado com solugdo de KCl| 10% na proporgédo de 1:1.
Posteriormente, as amostras eram centrifugadas a 1.198 x g durante 10 minutos e 0

sobrenadante obtido era separado para analise.

4.2.6.2 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacao alimentar

com S. platensis sobre os niveis de MDA no corpo cavernoso isolado de rato
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A medida da producéo de MDA, produto da peroxidacgéo lipidica da membrana
plasmatica, foi realizada seguindo a metodologia descrita por Ohkawa; Ohishi; Yagi
(1979). ApOs a obtencdo dos homogenatos do 6rgado, aliquotas de 250 uL eram
incubadas a 37 °C em banho-maria por 60 minutos. Em seguida, as amostras eram
precipitadas com 400 pL de acido perclorico 35% e centrifugadas a 16.851 x g por
20 minutos a 4 °C. O sobrenadante era transferido para tubos Eppendorf® e, logo,
400 pL de acido tiobarbiturico 0,6% eram adicionados as amostras e incubadas a
temperatura de 95-100 °C por 1 h. ApGs esse periodo, as amostras resfriadas eram
lidas em espectrofotbmetro a 532 nm. A determinagdo dos niveis de MDA nas
amostras era realizada substituindo os valores de absorbancia na curva-padrao de
MDA obtida para a solugao padrao (1 yL de 1,1,3,3-tetrametoxipropano em 70 mL de
agua destilada, diluida em séries de 250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750, 2000,
2250, 2500, 2750 e 3000 yL de agua destilada) (DRAPER et al., 1993).

A andlise de MDA foi realizada no Laboratorio de Estudos do Treinamento
Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude.do Departamento de Educacao Fisica da

UFPB, sob supervisao do Prof. Dr. Alexandre Sérgio Silva.

4.2.6.3 Efeito do consumo da dieta hipercal6rica e da suplementacdo alimentar
com S. platensis sobre a capacidade antioxidante total do corpo cavernoso

isolado de rato

A quantificacdo da capacidade antioxidante total foi baseada no método de
DPPH descrito por Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). Em tubos apropriados
para centrifuga e protegidos da luz eram adicionados 50 yL do homogenato do 6rgao
e 2 mL da solucédo de DPPH dissolvido em etanol absoluto (0,012 g/L); logo, os tubos
eram agitados em vortex por 10 segundos e, entdo, mantidos em repouso por
30 minutos. Em seguida, as amostras eram centrifugadas a 7.489 x g por 15 minutos
a 20 °C. O sobrenadante era lido em espectrofotobmetro a 515 nm. Os resultados eram
expressos como percentual de capacidade antioxidante total, calculados através da
equacdo: CAT = 100-([DPPH-R] x T) / ((DPPH-R] x B) x 100; sendo [DPPH-R] x T e
[DPPH:-R] x B correspondentes a concentracdo de DPPH remanescente apos

30 minutos, avaliados na amostra (T) e no branco (B) preparado com agua destilada.
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A analise da capacidade antioxidante total foi realizada no Laboratério de
Estudos do Treinamento Fisico Aplicado ao Desempenho e Saude.do Departamento

de Educacéo Fisica da UFPB, sob supervisédo do Prof. Dr. Alexandre Sérgio Silva.

4.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como a média e o erro padrao da média
(e.p.m.), a normalidade da variancia foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e foram
analisados estatisticamente empregando-se o teste t (ndo pareado), para comparacao
entre dois grupos experimentais, a analise de variancia (ANOVA) one-way seguido do
poOs-teste de Tukey, para comparacdo mdltipla entre os grupos experimentais. A
hipotese nula foi rejeitada quando os valores de p < 0,05.

Como parametro de poténcia foi utilizado o pCEso, calculado por regressao nao
linear, e como parametro de eficacia o Emax (NEUBIG et al., 2003). Os dados foram
analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.01 (GraphPad Software Inc.,
San Diego CA, U.S.A)).



5 Resultados
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5.1 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacéo alimentar com
S. platensis sobre pardmetros bioguimicos

N&do foram observadas diferencas nos parametros bioquimicos (glicose,
colesterol total, HDL-c e LDL-c) dos ratos que consumiram dieta hipercal6rica em
relacdo aos que consumiram a dieta padréo (Tabela 2, n = 5).

Nos ratos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S.
platensis nas doses de 50 (39,3 £ 2,3 mg/dL) e 100 mg/kg (38,5 + 1,8 mg/dL) foi
observado uma reducdo nos niveis de trigliceridios quando comparados ao grupo
DHC (76,00 = 9,8 mg/dL) (Tabela 2, n = 5).
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Tabela 2 — Parametros bioquimicos nos ratos dos grupos DP, DHC, DHC + SP25,
DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.

Glicose Trigliceridio Colesterol HDL-c LDL-c

(mg/dL) (mg/dL) total (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
DP 87,7+25 54,7 £ 9,0 40,8+24 16,3+2,4 13,6 £2,3
DHC 86,2 £ 3,7 76,0+ 9,8 515+11 158+1,9 20,5+ 4,7
DHC + SP25 91,8+35 48,0+ 5,2 42,0+ 4,3 17,2+1,6 15,4+ 3,4
DHC + SP50 91,7+35 39,3+2,3" 43,3+6,2 15,0+ 2,3 20,3+6,2
DHC + SP100 90,3+ 3,9 38,5+1,8* 40,5+ 3,6 11,5+0,6 21,4+ 39
DHC + DP 86,2 + 3,7 56,8 £ 8,2 435+23 13,5+0,8 18,6 £ 2,4

ANOVA one-way seguida do pos-teste de Tukey, “p < 0,05 (DHC vs. DHC + SP50 ou DHC +
SP100), (n=5). DP = grupo alimentado com dieta padrao; DHC = grupo alimentado com dieta
hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados com dieta
hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente com dieta padrao;
HDL-c = fragdo de lipoproteina de alta densidade; LDL-c = fragdo de lipoproteina de baixa
densidade.

Fonte: DINIZ, 2019.
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5.2 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacédo alimentar com
S. platensis sobre a eregcao penianainduzida pela R-(-)-apomorfina

No grupo alimentado com dieta hipercalérica (0,3 = 0,2) foi observado que o
namero de erecdes penianas foi inferior ao grupo alimentado com a dieta padrao
(2,0 £ 0,4) (Grafico 1A, n = 5).

Quando os ratos consumiram a dieta hipercalérica e foram suplementados com
S. platensis nas doses de 25 (1,7 £ 0,3) e 100 mg/kg (1,2 £ 0,2) nao foi observada
diferenca quando comparados ao grupo DHC, porém, os grupos DHC + SP50
(1,8 +£0,5) e DHC + DP (1,8 £ 0,2) apresentaram aumento no numero de erecdes
penianas quando comparados ao grupo alimentado com a dieta hipercalérica
(0,3 £0,2) (Grafico 1A, n = 5).

A laténcia para obter a ere¢do peniana no grupo DHC (26,7 £ 2,2 min) foi
superior ao grupo DP (8,0 £ 1,0 min). Nos ratos alimentados com a dieta hipercal6rica,
foi observado que esse parametro foi reduzido pela suplementacéo nas doses de 25
(12,8 £ 2,6 min), 50 (15,3 = 3,3 min) e 100 mg/kg da alga (13,4 £ 1,0 min), bem como
no grupo DHC + DP (12,2 + 3,5 min), em relacéo ao grupo DHC (Grafico 1B, n = 5).
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Gréfico 1 — Numero de erecBes penianas (A) e laténcia para a ere¢ao peniana (B) dos ratos
dos grupos DP, DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC) e #p < 0,05 (DHC
vs. DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP). DP = grupo alimentado com dieta
padréo; DHC = grupo alimentado com dieta hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e
DHC + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S.
platensis nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado
com dieta hipercaldrica e posteriormente com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 20109.
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5.3 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacgao alimentar com
S. platensis sobre a reatividade contratil do corpo cavernoso isolado de rato

5.3.1 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo com S.

platensis sobre a reatividade contréatil a FEN

No grupo que consumiu a dieta hipercalérica foi observado um aumento do Emax
da FEN quando comparado ao grupo DP (Emax = 161,5 + 11,2 e 100%,
respectivamente). Entretanto, ndo houve alteracdo da poténcia desse agente contratil
quando comparados os grupos DP (pCEso = 5,8 + 0,04) e DHC (pCEso=5,6 + 0,1)
(Gréfico 2 e Tabela 3, n = 5).

Nos ratos alimentados com dieta hipercaldorica (Emax = 161,5 % 9,3%;
pCEso=5,8+ 0,2), a suplementagdo com S. platensis na dose de 25 mg/kg
(Emax = 147,3 % 13,4%; pCEso = 5,4 + 0,1) ndo alterou a reatividade contratil do corpo
cavernoso de rato frente a FEN. No entanto, a suplementacdo dos ratos na dose de
50 mg/kg (Emax = 224,2 £ 22,2%; pCEso = 5,6 + 0,1) aumentou a eficacia contratil desse
agonista quando comparado aos grupos DP, DHC e DHC + SP25, sem alteracao da
poténcia contratil. Por outro lado, no grupo suplementado com a alga na dose de 100
mg/kg foi observada reducdo de eficacia contrati a FEN (Emax= 98,0 * 6,8%;
pPCEso=5,6 + 0,04) em relacdo ao grupo DHC (Emax=161,5 £ 9,3%; pCEso = 5,8 = 0,2),
sem alteracdo da poténcia (Grafico 2 e Tabela 3, n = 5).

No grupo que consumiu dieta hipercalérica posteriormente era alimentado com
dieta padrdo (Emax = 166,4 + 19,3%) a eficacia contratil & FEN foi aumentada quando
comparada ao grupo DP (Emax = 100%) ou ao grupo DHC + SP25
(Emax= 147,3 = 13,4%) (Gréfico 2 e Tabela 3, n = 5).
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Gréfico 2 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas a FEN dos grupos DP (l), DHC (0O),

DHC + SP25 (W), DHC + SP50 (M), DHC + SP100 (M) e DHC + DP (M) em corpo cavernoso
isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC, DHC + SP50 ou
DHC + DP), *p < 0,05 (DHC vs. DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 ou DHC + DP),
'p < 0,05 (DHC + SP25 vs. DHC + SP50 ou DHC + DP) e p < 0,05 (DHC + SP100 vs. DHC
+ DP). FEN = fenilefrina; DP = grupo alimentado com dieta padrdo; DHC = grupo alimentado
com dieta hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados
com dieta hipercaldrica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,

respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente
com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 2019.
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Tabela 3 — Valores de Enax € de pCEso da FEN nos grupos DP, DHC, DHC + SP25, DHC +
SP50, DHC + SP100 e DHC + DP em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos Emax (%) pCEso
DP 100 5,8+0,04
DHC 161,5 + 9,3* 58+0,2
DHC + SP25 147,3+ 13,4 56+0,1
DHC + SP50 224,2 + 22,2** 54+0,1
DHC + SP100 98,0 + 6,8" 5,6 £0,04
DHC + DP 166,4 + 19,3* 5,6 +0,1%

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC, DHC + SP50 ou
DHC + DP), *p < 0,05 (DHC vs. DHC + SP50 ou DHC + SP100), 'p < 0,05 (DHC + SP25 vs.
DHC + SP50 ou DHC + DP) e % < 0,05 (DHC + SP100 vs. DHC + DP) (n = 5).
FEN = fenilefrina; DP = grupo alimentado com dieta padrdo; DHC = grupo alimentado com
dieta hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados com
dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 2019.



Diniz, 2019 Resultados | 95

5.3.1.2 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo com S.
platensis sobre a curva cumulativa de FEN na auséncia e na presenca de

L- NAME ou de indometacina

Nos ratos que consumiram apenas dieta padréo, observou-se aumento do efeito
mMaximo (Emax = 153,8 £ 17,9%; pCEso = 5,5 + 0,04) & FEN na presenca da L-NAME,
um inibidor ndo seletivo de NOS, bem como da poténcia contratil desse agonista
quando comparada ao grupo DP na auséncia desse inibidor (Emax= 100%;
pCEso = 5,8 + 0,04) (Grafico 3A e Tabela 4, n = 5).

Nas contragbes induzidas pela FEN na presenca de indometacina, um
bloqueador néo seletivo de COX, no grupo DP, observou-se que ndo houve alteracéo
da curva na presenca desse inibidor (Emax = 90,5 + 2,6%; pCEso = 5,6 + 0,05) quando
comparado a sua auséncia (Emax = 100%; pCEso = 5,8 + 0,04) (Grafico 3A e Tabela 4,
n=>5).

Ao analisar a curva de FEN na presenca de L-NAME nos ratos que consumiram
apenas dieta hipercalorica, observou-se reducéo de duas vezes na eficacia contratil
(Emax = 80,0 + 9,5%) quando comparado a auséncia desse inibidor
(Emax=161,5 + 9,3%). Porém, n&o foi observado alterages na poténcia contratil da
FEN na auséncia ou na presenca desse inibidor (pCEs0=5,6 + 0,2 e 5,4 + 0,08,
respectivamente) (Grafico 3B e Tabela 4, n = 5).

Nos ratos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S.
platensis na dose 50 mg/kg tanto a eficdcia como a poténcia contratil da FEN nao
foram alteradas na presenca de L-NAME (Emax = 179,8 = 10,4%; pCEs0 = 5,6 + 0,08)
e de indometacina (Emax = 183,3 £ 12,0%; pCEso = 5,5 + 0,08), quando comparados a
auséncia desses inibidores (Emax = 224,2 + 22,2%; pCEso = 5,4 + 0,07) (Grafico 3C e
Tabela 4, n = 5).

Foi observado que a eficacia contratii da FEN na presenca de L-NAME
(Emax=186,7 + 18,6%; pCEso = 5,4 + 0,1) foi aumentada duas vezes nos ratos
alimentados com dieta hipercalorica e suplementados com 100 mg/kg de S. platensis.
Similarmente, a eficacia contratil desse agonista também foi aumentada na presenca
de indometacina (Emax=216,7 + 10,3%; pCEso = 5,4 £ 0,1) quando comparados a
curva na auséncia desses inibidores (Emax= 98,0 * 6,8%; pCEso= 5,6 £ 0,04) (Gréfico
3D e Tabela 4, n =5).
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Nos ratos alimentados com dieta hipercalérica e posteriormente com dieta
padrdo, a curva concentragdes-resposta a FEN na presenca de L-NAME (Emax= 80,5
* 14,4%; pCEso= 5,9 + 0,1) reduziu duas vezes a eficacia contratil sem alteracdo da
poténcia desse agonista, bem como foi reduzida 3,8 vezes a eficacia contratil da FEN
na presenca de indometacina (Emax=43,8 = 3,1%; pCEso = 5,7 = 0,1) quando
comparados a auséncia desses inibidores (Emax= 166,4 £ 19,3%; pCEso = 6,0 £ 0,1)
(Gréfico 3E e Tabela 4, n = 5).
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Gréfico 3 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas a FEN na auséncia (m) € na presenga
de L-NAME (<) e de indometacina (<>) em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos DP (A),
DHC (B), DHC + SP50 (C), DHC + SP100 (D) e DHC + DP (E).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. L-NAME e
indometacina) e *p< 0,05 (L-NAME vs. indometacina). FEN= fenilefrina;
L-NAME = Ng-nitro-L-arginina metil éster; DP =grupo alimentado com dieta padréo;
DHC = grupo alimentado com dieta hipercalérica; DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S. platensis 50 e 100 mg/kg,

respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercal6rica e posteriormente
com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 2019.
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Tabela 4 — Valores de Enax € de pCEso da FEN na auséncia e na presenca de L-NAME e de
indometacina em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos DP, DHC, DHC + SP50, DHC

+ SP100 e DHC + DP.

FEN Emax (%) pCE5O
DP
Auséncia 100 5,8+ 0,04
L-NAME 153,8 + 17,9%* 5,5 + 0,04*
Indometacina 90,5 + 2,67 5,6 + 0,05*
DHC
Auséncia 161,55+ 9,3 56+0,2
L-NAME 80,0 £ 9,5* 5,4+ 0,08
Indometacina 70,8 +10,1* 57+0,1
DHC + SP50
Auséncia 2242 + 222 5,4+ 0,07
L-NAME 179,8+10,4 5,6 £ 0,08
Indometacina 183,3+ 12,0 5,5+ 0,08
DHC + SP100
Auséncia 98,0 + 6,8 5,6 + 0,04
L-NAME 186,7 + 18,6* 54+0,1
Indometacina 216,7 £ 10,3* 54+0,1
DHC + DP
Auséncia 166,4 + 19,3 6,0+0,1
L-NAME 80,5 + 14,4* 59+0,1
Indometacina 43,8 + 3,1* 57+0,1

ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. L-NAME e
indometacina) e *p< 0,05 (L-NAME vs. Indometacina) (n = 5). FEN = fenilefrina;
L-NAME = Ng-nitro-L-arginina metil éster; DP = grupo alimentado com dieta padréo;
DHC = grupo alimentado com dieta hipercalérica; DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercal6rica e suplementados com S. platensis 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente

com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 2019.
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5.4 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacado alimentar com
S. platensis sobre a reatividade relaxante do corpo cavernoso isolado de rato

5.4.1 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo com S.

platensis sobre a curva cumulativa de ACh

A eficacia relaxante da ACh foi reduzida no grupo DHC (Emax = 53,5 £ 1,5%)
quando comparada ao grupo DP (Emax = 72,7 £ 3,3%), no entanto, a poténcia desse
agonista foi semelhante em ambos grupos DHC e DP (pCEso=7,9+0,1 e 8,2 £ 0,2,
respectivamente) (Grafico 4 e Tabela 5, n = 5).

Nos grupos que consumiram a dieta hipercaldrica, a suplementacdo com S.
platensis nas doses de 25 (Emax =57,2 £ 5,7%; pCEso = 8,1 £ 0,3) e 100 mg/kg
(Emax = 60,2 + 6,2%; pCEso = 7,8 £ 0,2) ndo alterou o relaxamento promovido pela ACh
no corpo cavernoso isolado de rato, quando comparado ao grupo DHC
(Emax = 53,5 £ 1,5%; pCEso0 = 8,2 £ 0,2) (Grafico 4 e Tabela 5, n = 5).

A suplementacdo com 50 mg/kg da alga (pCEso=7,1% 0,2) nos ratos
alimentados com a dieta hipercal6rica ou o grupo DHC + DP (pCEso = 7,0 £ 0,1)
reduziram a poténcia contrati da ACh quando comparado ao grupo DHC
(pCEso= 7,9 £0,1). A melhor eficicia relaxante desse agonista foi observada no grupo
DHC + SP50 (Emax = 75,9 % 2,7%) quando comparado ao grupo DHC
(Emax = 53,5 £ 1,5%). Porém, no grupo DHC + DP (Emax = 53,6 + 2,8%) o0 relaxamento
frente & ACh foi reduzido quando comparado ao grupo DP (Emax = 72,7 + 3,3%)
(Gréfico 4 e Tabela 5, n =5).
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Gréfico 4 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas & ACh dos grupos DP (), DHC (O),
DHC + SP25 (M) DHC + SP50 (M), DHC + SP100 (M) e DHC + DP (M) em corpo cavernoso
isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC), #p < 0,05 (DHC vs.
DHC + SP50) e *p < 0,05 (DHC + DP vs. DHC50). FEN = fenilefrina; DP = grupo alimentado
com dieta padrdo; DHC = grupo alimentado com dieta hipercal6rica; DHC + SP25, DHC +
SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S.
platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta
hipercal6rica e posteriormente com dieta padrdo. Fonte: DINIZ, 2019.

Tabela 5 — Valores de Emax € de pCEsy da ACh nos grupos DP, DHC, DHC + SP25, DHC +
SP50, DHC + SP100 e DHC + DP em corpo cavernoso isolado de rato.

Grupos Emax (%) pCEso
DP 72,7+ 3,3 8,2+0,2
DHC 53,5+ 1,5* 79+0,1
DHC + SP25 57,2+5,7 8,1+0,3
DHC + SP50 75,9 +2,7% 7,1+ 0,2%*
DHC + SP100 60,2 + 6,2 78+£0,2
DHC + DP 53,6 + 2,8* 7,0 +0,1*

ANOVA one-way seguido do p0s-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC, DHC + SP50 e
DHC + DP), *p< 0,05 (DHC vs. DHC + SP25, DHC +SP50, DHC + SP100 e
DHC + DP),'p < 0,05 (DHC + SP25 vs. DHC + SP50 ou DHC + DP), *p < 0,05 (DHC + DP vs.
DHC50) (n =5). DP = grupo alimentado com dieta padréo; DHC = grupo alimentado com dieta
hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados com dieta
hipercaldrica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente;
DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercal6rica e posteriormente com dieta padrao.

Fonte: DINIZ, 2019.
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5.4.1.2 Efeito do consumo da dieta hipercal6rica e da suplementagcdo com
S. platensis sobre a curva cumulativa de ACh na auséncia e na presenca de

tempol ou de apocinina

Nos ratos alimentados com dieta padrdo, a curva da ACh na presenca de
tempol, um mimético da SOD, apresentou eficacia relaxante aumentada, ndo havendo
alteracdo de poténcia (Emax = 90,7 + 6,9%; pCEso = 8,1 = 0,3) quando comparada a
auséncia dessa substancia (Emax = 72,7 + 3,3%; pCEso = 8,2 £ 0,2) (Grafico 5A e
Tabela 6, n =5).

Entretanto, na curva da ACh na presenca da apocinina, inibidor do complexo
NADPH oxidase, dos ratos que consumiram dieta padrao néo foi observada alteracéo
da eficacia e da poténcia relaxante (Emax = 57,6 £ 2,8%; pCEso = 8,5 + 0,2) quando
comparado a curva na auséncia desse inibidor (Emax = 72,7 £+ 3,3%; pCEso = 8,2 £ 0,2)
(Gréfico 5A e Tabela 6, n = 5).

Ao analisar a curva da ACh na presenca de tempol, dos ratos alimentados com
a dieta hipercaldrica, observou-se aumento no efeito relaxante desse agonista
(Emax = 84,4 + 6,6%; pCEso = 8,1 + 0,4) sem alteracao de poténcia, quando comparado
ao grupo DHC na auséncia dessa substancia (Emax = 53,5 + 1,5%; pCEso= 7,9 + 0,1)
(Gréfico 5B e Tabela 6, n = 5).

Adicionalmente, a analise da curva de relaxamento da ACh na presenca da
apocinina, nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica, demonstrou que nao
houve alteracdo tanto da eficAcia bem como da poténcia desse agonista
(Emax = 55,2 £ 4,5%; pCEso = 8,5 £ 0,3) quando comparado a curva na auséncia desse
inibidor (Emax = 53,5 + 1,5%; pCEso = 7,9 + 0,1) (Grafico 5B e Tabela 6, n = 5).

A suplementacdo com 50 mg/kg de S. platensis nos ratos que consumiam a
dieta hipercalorica ndo alterou a eficacia relaxante da ACh tanto na presenca de
tempol (Emax = 78,4 £ 5,8%) como na presenca da apocinina (Emax = 62,3 + 1,8%),
guando comparado a auséncia destas substancias (Emax = 53,5 * 1,5%). Entretanto,
ocorreu potencializacdo da resposta relaxante desse agonista na presenca do tempol
e da apocinina (pCEs0=8,4 £ 0,3 e 8,2 £ 0,2, respectivamente) comparado a auséncia
desta substancia (pCEso = 7,1 + 0,2) (Grafico 5C e Tabela 6, n = 5).
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Gréfico 5 — Curvas concentracdes-resposta cumulativas a ACh na auséncia () e na presenca
de tempol (o) e apocinina (o) dos grupos DP (A), DHC (B) e DHC + SP50 (C) em corpo
cavernoso isolado de rato.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. tempol e apocinina).
DP = grupo alimentado com dieta padrédo; DHC = grupo alimentado com dieta hipercaldrica;

DHC + SP50 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e suplementado com S. platensis
50 mg/kg.

Fonte: DINIZ, 2019.
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Tabela 6 — Valores de Enax € de pD2, da ACh na auséncia e ha presenca de tempol e apocinina
em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos DP, DHC e DHC + SP50.

FEN Emax (%) pCE5O
DP
Auséncia 72,7+ 3,3 8,2+0,2
Tempol 90,7 + 6,9* 8,1+0,3
Apocinina 57,6 +2,8 8,5+0,2
DHC
Auséncia 535+1,5 79+0,1
Tempol 84,4 + 6,6* 8,1+0,4
Apocinina 55,2+ 4,5 85+0,3
DHC + SP50
Auséncia 75,9+ 27 7,1+0,2
Tempol 78,4+5,8 8,4 +0,3*
Apocinina 62,3+1,8 8,2+0,2*

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (auséncia vs. tempol e apocinina).
DP = grupo alimentado com dieta padrédo; DHC = grupo alimentado com dieta hipercaldrica;
DHC + SP50 = grupo alimentado com dieta hipercalérica e suplementado com S. platensis 50
mg/kg.

Fonte: DINIZ, 2019.
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5.5 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacgao alimentar com
S. platensis sobre o estresse oxidativo

5.5.1 Efeito do consumo da dieta hipercaldrica e da suplementacao alimentar

com S. platensis sobre os niveis de MDA no corpo cavernoso

Nos ratos que consumiam a dieta hipercalorica, o grupo DHC (0,9 £+ 0,40
pmol/L) apresentou aumento na concentracdo de MDA em relagéo ao grupo DP (0,5 +
0,05 umol/L). Entretanto, a suplementacéo dos ratos com a S. platensis nas doses de
25 (0,5 £ 0,1 ymol/L), 50 (0,3 + 0,02 ymol/L) e 100 mg/kg (0,4 + 0,02 ymol/L) reduziu
os niveis de MDA tanto em relacdo ao grupo DHC como também ao grupo DP (Gréfico
6, n =5).

N&o foi observada diferenca na concentragcdo de MDA no corpo cavernoso dos
ratos do grupo DHC + DP (0,5 = 0,1 pymol/L) quando comparado aos grupos DP e DHC
(Gréfico 6, n = 5).
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Gréfico 6 - Concentracdes de MDA em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos DP, DHC,
DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC) e #p < 0,05 (DHC
vs. DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100). DP = grupo alimentado com dieta padréo;
DHC = grupo alimentado com dieta hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100
= grupos alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100
mg/kg, respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercal6rica e
posteriormente com dieta padrao.

Fonte: DINIZ, 2019.
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5.5.2 Efeito do consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo alimentar

com S. platensis sobre a capacidade antioxidante total do corpo cavernoso

No corpo cavernoso isolado de rato, ndo foi observada diferenca na capacidade
antioxidante total entre os ratos alimentados com a dieta padréo (90,0 + 3,1%) e os
alimentados com dieta hipercalérica (74,4 + 4,6%) (Gréfico 7, n = 5).

Nos ratos alimentados com dieta hipercaldrica e suplementados com S.
platensis na dose de 50 mg/kg (91,0 £ 0,8%), verificou-se aumento da capacidade
antioxidante total do 6rgdo em relacdo ao grupo DHC. De maneira similar, foi
observada diferenca entre os grupos DHC + SP50 e DHC + SP100 (91,0 + 0,8 e 74,4

+ 3,5%, respectivamente) (Grafico 7, n = 5).
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Gréfico 7 - Percentual de capacidade antioxidante total em corpo cavernoso isolado de rato
dos grupos DP, DHC, DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey. *p < 0,05 (DHC vs. DHC + SP50) e p < 0,05
(DHC + SP50 vs. DHC + SP100). DP = grupo alimentado com dieta padrdo; DHC = grupo
alimentado com dieta hipercalérica; DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos
alimentados com dieta hipercalérica e suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente; DHC + DP = grupo alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente
com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 2019.
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Tabela 7 — Valores de MDA e CAT em corpo cavernoso isolado de rato dos grupos DP, DHC,
DHC + SP25, DHC + SP50, DHC + SP100 e DHC + DP.

Grupos MDA (umol/L) CAT (%)
DP 0,5+0,05 90,0+ 3,1
DHC 0,9 + 0,40 74,4 £ 4,6
DHC + SP25 0,5+0,1% 80,6 £ 0,5
DHC + SP50 0,3 +0,02% 91,0 +0,8%
DHC + SP100 0,4 + 0,027 74,4 + 3,5%
DHC + DP 0,5+0,1 86,4 +0,8

ANOVA one-way seguido do pds-teste de Tukey. *p < 0,05 (DP vs. DHC), #p < 0,05 (DHC vs.
DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100) e ¥p < 0,05 (DHC + SP50 vs. DHC + SP100)..
DP = grupo alimentado com dieta padrdo; DHC = grupo alimentado com dieta hipercaldrica;
DHC + SP25, DHC + SP50 e DHC + SP100 = grupos alimentados com dieta hipercalérica e
suplementados com S. platensis 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente; DHC + DP = grupo
alimentado com dieta hipercalérica e posteriormente com dieta padréo.

Fonte: DINIZ, 20109.



6 Discussao
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No presente trabalho, apés a comprovagdo do desenvolvimento da disfuncao
erétil associado ao consumo da dieta hipercal6rica em ratos Wistar, foi observado que
a ingestao alimentar dessa dieta resultou na reducédo da funcao erétil, aumento da
eficacia contratil e reducdo do relaxamento do corpo cavernoso, além do aumento da
sintese das ROS. Em contrapartida, tais efeitos deletérios foram restaurados pela
suplementacao alimentar com Spirulina platensis nos ratos alimentados com a dieta
hipercaldrica, por mecanismos relacionados a via do NO, dos prostanoides e das ROS.

O aumento da adiposidade, em decorréncia de fatores como diminuicdo
progressiva ou ndo pratica de exercicios fisicos, metabolismo, fatores sociais,
comportamentais e culturais, além dos habitos alimentares inadequados, constitui a
principal causa da obesidade, definida como uma doenca crénica, caracterizada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo, localizado em todo o corpo (SANTOS et al.,
2012; OMS, 2017). O excesso de adiposidade corporal, portanto, representa um
impacto sobre diferentes doencas crénicas bem como, sobre variadas disfungdes
organicas que acometem principalmente a musculatura lisa de diversos 6rgaos.

Diante disso, estudos realizados por Oliveira et al. (2016) observaram que ratos
Wistar, alimentados com uma dieta hipercalérica (417,0 kcal/100 g), durante dois
meses, apresentaram reducdo da eficacia contratil intestinal frente ao carbacol (CCh)
e ao KCI. Ferreira (2017) ao utilizar a mesma dieta desse estudo, porém, por quatro
meses, demonstrou reducdo da reatividade intestinal contratil e relaxante, além de
aumento na peroxidacao lipidica do tecido adiposo de ratos Wistar, e que apos dois
meses, a suplementagéo com a alga restaurou todos os danos causados pela ingestao
alimentar dessa dieta hipercalérica. Recentemente, Souza (2018) verificou que o
consumo da mesma dieta hipercalérica, durante dois meses, resultou no aumento da
massa corporal final dos ratos, bem como, aumento dos parametros relacionados a
adiposidade, além disso, reducéo da funcao erétil com aumento da resposta contratil e
diminuicdo da resposta relaxante do corpo cavernoso e que esses efeitos foram
prevenidos pela suplementacdo com a S. platensis.

Baseado nos estudos realizados por Ferreira (2017) e Souza (2018), ratos Wistar
foram alimentados com dieta hipercal6rica durante dezesseis semanas, sendo as oito
primeiras semanas alimentados unicamente com a dieta padrdo ou a dieta hipercaldrica
(417,0 kcal/100 g) e as oito semanas seguintes, destinadas a suplementacdo com S.
platensis nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. Com o objetivo de simular o processo de

reeducacao alimentar, um outro grupo de animais foram alimentados com a dieta
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hipercaldrica durante oito semanas e posteriormente por mais oito semanas, receberam
a dieta padrao.

O manejo metabdlico relacionado a pessoas obesas tem demonstrado desafios
anicos, relacionado principalmente com o aumento da adiposidade corporal, bem como
com complicagdes fisiolégicas e metabdlicas que se relacionam diretamente com a
terapia de suporte nutricional (DICKERSON et al., 2013; BOREL et al., 2014;
DICKERSON et al., 2017). Neste contexto, mudancas nos indicadores nutricionais da
populacdo, tais como alteracdes no perfil lipidico, também tem sido observadas,
especialmente no que se refere ao incremento da obesidade (PAIVA; WAIJNMAN, 2010;
SARTURI; NEVES; PERES, 2012; KUCZMARSKI et al., 2016). Diante de tal panorama,
a caracterizacdo dos parametros bioquimicos e laboratoriais, representam uma
alternativa importante para a prevencao da obesidade, e, consequentemente da DE.

As alteracOes dietéticas podem estar correlacionadas ao aumento de parametros
bioguimicos em ratos que consumiram dietas hiperlipidicas e hipercaléricas
(FRANCISCHI et al., 2000; SILVA, 2014). Neste sentido, foi avaliado os efeitos do
consumo da dieta hipercalérica ou a suplementacéo alimentar com S. platensis sobre
os perfis bioquimicos (glicose, colesterol total fracdo de lipoproteina de alta densidade,
fracdo de lipoproteina de baixa densidade e trigliceridios). Onde, em alguns ratos,
aproximadamente 10 mL de sangue foram coletados para obtencao do plasma, através
de puncdo cardiaca e posteriormente foram realizadas todas as analises, com a
finalidade de saber se o aporte energético e calérico excessivo, provenientes do
consumo da dieta, prejudicariam tais parametros.

Ao analisar os ratos que consumiram a dieta hipercalérica, ndo foi observada
diferenca entre as dosagens bioquimicas de glicose, colesterol total, HDL-c e LDL-c,
entre todos os grupos experimentais (DP, DHC, DHC + SP25,50 e 100 mg/kg e DHC +
DP). Diante desse resultado, sugere-se que o consumo da dieta hipercalérica induz o
aumento da adiposidade corporal sem promover alteracbes nesses parametros
bioquimicos dos ratos. Semelhantemente, resultados foram verificados em outros
estudos, com ratos e camundongos alimentados com dieta hipercalérica (JANG et al.,
2003; WOODS et al., 2003; DUARTE et al., 2006).

Entretanto, em nossos estudos os ratos alimentados com a dieta hipercalérica e
gue foram suplementados com a alga, evidenciamos uma reducgéo dos niveis séricos

de trigliceridios, nas doses de 50 e 100 mg/kg, quando comparados ao grupo DHC,
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sugerindo uma reverséao dos efeitos danosos sobre o perfil lipidico dos trigliceridios em
ratos Wistar.

O aumento dos trigliceridios é um distarbio lipidico relativamente frequente na
prética clinica. A obesidade, o estresse agudo, a ingestédo de alcool, as dietas com alto
teor de gordura e carboidratos, a gravidez, a estrogenoterapia, a terapia de
glicocorticoides e um numero considerado de doengas elevam consideravelmente os
niveis de trigliceridios (SACKS, 2012). Ding et al., (2016) destacam uma preocupacao
entre a relacdo dos niveis séricos de lipidios e dislipidemia com obesidade e seus
possiveis agravamentos cardiovasculares. Em outro estudo, Casavalle et al. (2014)
ainda reforcam, em que individuos com excesso de peso tem maior propensao a
desenvolver dislipidemia, bem como o excesso de peso é um importante preditor de
salde que requer preocupacao.

A hiperlipidemia contribui para a disfungdo endotelial, interferindo no
relaxamento da musculatura lisa cavernosa. O comprometimento do relaxamento
dependente do endotélio em varios leitos vasculares de homens com trigliceridios
elevados tem sido bem caracterizado (KUGIYAMA et al., 2000). O LDL oxidado,
juntamente com a producéo de radicais superéxidos e o comprometimento funcional do
NO endotelial, sdo provavelmente as principais causas dos danos provocados ao
relaxamento endotelial e do desenvolvimento da DE. Além disso, as dislipidemias
promovem a aterosclerose, que € um fator de risco independente para o
desenvolvimento DE (KIM,2012).

Neste estudo, a utilizacdo da suplementacdo com a S. platensis no modelo de
consumo alimentar da dieta hipercal6rica, promoveu reducdo dos niveis de trigliceridios
em ratos Wistar alimentados durante dezesseis semanais. Diante disso, demonstra-se
uma possivel atividade moduladora da alga que restaura os danos sobre tal parametro
bioquimico analisado, bem como reduziria a deposicéo dos acidos graxos, na forma de
trigliceridios, nos adipécitos dos ratos que consumiram a dieta hipercalérica (CANI et
al., 2009).

Como demonstrado por Souza (2018), o consumo da dieta hipercal6rica durante
oito semanas, promoveu aumento da massa corporal final, do ganho de massa
corporal, dos depdsitos de gordura nos tecidos adiposos (epididimal, inguinal e
retroperitoneal) de ratos Wistar. Assim, o impacto ocasionado pela alteragcéo dietética
sobre a adiposidade corporal representa importante fator de risco independente para o

desenvolvimento de diversas disfun¢cdes organicas, como por exemplo a disfuncéo
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erétil, que afetam a musculatura lisa, especificamente a cavernosa, levando a possiveis
alterac6es sobre a funcéo erétil desses ratos.

Adicionalmente Souza (2018) evidenciou 0 aumento da reatividade contrétil e
diminuicao da reatividade relaxante em corpo cavernoso de rato alimentados com dieta
hipercaldrica, o que também contribuiu para efeitos danosos a funcéo erétil de ratos
Wistar, tais efeitos prevenidos pela suplementacédo com S. platensis.

Diante disso, sabendo dos efeitos deletérios oriundos do consumo da dieta
hipercalorica sobre a musculaturas lisa cavernosa, hipotetizou-se primeiramente, se a
suplementacdo com a alga possivelmente reverteria os danos a funcao erétil de ratos
Wistar, em relagdo ao nimero de erecdes e a laténcia pra inicio das erecdes penianas.

A habilidade de agonistas dopaminérgicos em induzir erecdes penianas é
descrita desde 1975 e foi sucessivamente confirmada por um grande numero de
estudos. Esta investigacdo teve inicio a partir da observacao do efeito erectogénico da
apomorfina, um agonista dopaminérgico ndo seletivo. A administracdo sistémica de
baixas doses deste composto é capaz de induzir erecbes em ratos e camundongos
(MENEGATTI et al., 2005; RAMPIN et al., 2008; D’AQUILA et al., 2010).

Assim, para a avaliacdo da funcao erétil dos ratos, foi utilizada a R-(-)-
apomorfina, indutor da erecéo peniana, com maior afinidade pelos receptores D2-like,
presentes nos neurdnios ocitocinérgicos do nucleoparaventricular (PVN) no hipotalamo.
Utilizando-se o protocolo experimental que avalia a funcéo erétil em ratos acordados,
em que esses receberam a R-(-)-apomorfina, por via subcutanea na regido dorsal. Essa
substancia é ligeiramente absorvida e posteriormente transportada para o tecido
cerebral, atingindo niveis cerebrais maximos apés 15 minutos, tendo sua concentracdo
plasmatica reduzida a metade aproximadamente 20 minutos apds sua administracéao
(HSIEH et al., 2014; HANNAN et al., 2006)

Partindo desses principios, neste estudo a fungéo erétil dos grupos alimentados
com a dieta hipercaldrica apresentou reducdo no namero de erecdes penianas e
aumento no tempo de laténcia para iniciar a ere¢do quando comparado ao grupo DP,
sugerindo assim o desenvolvimento da DE nesses ratos, em que, de acordo com a
American Psychiatric Association (APA, 2012), entende-se por DE a combinacgéo ou
apenas um de sintomas como, a dificuldade na obtenc&o de uma erecéo durante a
atividade sexual, dificuldade em manter uma erecdo até a conclusdo da atividade

sexual e/ou aumento no tempo para iniciar a eregao.
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Recentemente, Souza (2018) com base na andlise do numero de erec¢des
penianas e na laténcia para a erecdo, demonstrou um modelo de disfuncéo erétil
causada pela exposicéo dos ratos a dieta hipercalérica, o que fortaleceu a associacao
da DE ao aumento da adiposidade corporal, e que a suplementacdo com S. platensis
preveniu a diminuicdo do numero de erec¢des penianas na dose de 100 mg/kg e o
aumento do tempo de laténcia para iniciar a eregcdo peniana nas doses de 50 e 100
mg/kg em ratos Wistar, evidenciando assim, que a alga esta prevenindo os danos a
funcao erétil e consequentemente o desenvolvimento da DE nesses animais.

Utilizando tal modelo de DE, foi realizado também a andlise da funcéo erétil dos
ratos quando esses eram suplementados com S. platensis e, foi observado aumento
do numero de erecdes penianas na dose de 50 mg/kg e reducéo do tempo de laténcia
para iniciar a erecdo peniana em todas as doses analisadas (25, 50 e 100 mg/kg).
Inferindo-se que a suplementagdo com a alga restaura os danos a funcdo erétil,
atenuando a DE em ratos alimentados com dieta hipercalorica.

Adicionalmente, a alga ainda, pode estar modulando mecanismos centrais no
eixo dopaminérgico-ocitocinérgico, aumentando a afinidade dos hormdnios dopamina
e ocitocina pelos seus respectivos receptores, ou também modulando mecanismos
periféricos que levam a ativacdo das vias de sinalizacdo que contribuem para o
relaxamento da musculatura lisa cavernosa, mecanismos estes, que servem de gatilho
para iniciar e/ou manter a erecao peniana.

Ademais, gquestionou-se se a alteracdo dietética, partindo do delineamento
experimental em que os ratos foram inicialmente alimentados com a dieta hipercalérica
durante oito semanas e posteriormente, por mais oito semanas essa dieta foi
substituida por uma dieta padrdo (normocaldrica), simulando um processo de
reeducacdo alimentar, restauraria a funcéo erétil dos ratos, uma vez ja observado, que
0 consumo dessa dieta hipercaldrica resultou na diminuicdo do niumero de erecdes
penianas e aumento do tempo de laténcia.

Apoés esse periodo, o grupo DHC + DP apresentou aumento no namero de
erecdes penianas bem como reducdo do tempo de laténcia para iniciar a erecdo
peniana, demonstrando assim, melhora na funcéo erétil desses ratos. Inferindo-se que,
mudancas no estilo de vida, especificamente quanto aos habitos alimentares,
contribuem para melhoria na atividade e funcdo sexual.

Habitos alimentares ndo saudaveis, em particular, a ingestdo de alimentos com

aporte caldrico e energético elevados, compartilham fatores de risco relacionados a DE,
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estando fortemente atrelados a um estado proé-inflamatdério, que resultam em disfuncéo
endotelial e diminuicdo da disponibilidade e atividade do Oxido nitrico (NO). O
decréscimo de NO vascular tem sido associado ao aumento da adiposidade abdominal,
tabagismo e principalmente ao alto consumo de gorduras e acucares, ocasionando
danos a funcao erétil (MELDRUM et al.,2013). Assim, escolhas de estilo de vida pobres,
tem sido associada com a reducgao da disponibilidade de NO, que por sua vez podem
levar a DE.

A melhoria dos habitos de vida que modulam os fatores de risco pode ter um
papel crucial na reducdo da carga da disfuncdo sexual (ESPOSITO et al., 2014). A
segmentacdo de varios fatores de estilo de vida associados as doencas
cardiovasculares, disturbios metabdlicos, tabagismo, consumo de alcool e obesidade,
correlacionados a pratica de atividade fisica, controle do peso e reeducacéao alimentar,
podem ter beneficios significativos na funcdo vascular e erétil, que levaram a melhora
na DE (GUPTA et al., 2012; MELDRUM et al., 2013).

A DE representa um 0nus significativo para a qualidade de vida. Muitas
condi¢cBes cronicas tém sido associadas ao seu desenvolvimento, incluindo sindrome
metabdlica, dislipidemias, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, presenca de
outras doencas geniturinarias, por exemplo, sintomas do trato urinério inferior e
transtornos psiquiatricos, bem como a obesidade e o hipogonadismo (LEWIS et al.,
2012; JOLLY; CHAMBERS, 2014). Ademais, o aumento da adiposidade corporal afeta
a fertilidade masculina principalmente no que se refere as caracteristicas do esperma,
a embriogénese, a funcéo erétil, bem como a saude dos seus descendentes (ISIDORI
et al., 2002; MENUCCI; BURMAN, 2013; SILVEIRA; LATRONICO, 2013; STAMOU;
GEORGOPOULOS, 2017).

Assim, o consumo da dieta hipercalérica, a suplementacdo com S. platensis e a
reeducacdo alimentar com a substituicdo da dieta hipercaldrica pela dieta padréo
promoveram alteracdes na fungéo erétil dos ratos no modelo de indugéo de erecdo com
R-(-)-apomorfina, fazendo-se importante investigar possiveis efeitos benéficos e
maléficos sobre o desempenho sexual dos ratos em estudo.

Sabendo que ratos alimentados com uma dieta hipercalorica durante oito
semanas, promoveu aumento da contratilidade cavernosa, comprometendo ambos
acoplamentos, eletro e farmacomecanico, bem como a suplementacdo simultdnea com
S. platensis, durante esse mesmo periodo, preveniu 0s danos a reatividade contratil e

relaxante ao corpo cavernoso de ratos Wistar, correlacionados ao consumo da dieta
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hipercaldrica (SOUZA, 2018), e que, uma vez verificada altera¢des na funcao erétil dos
ratos, resultante da alteracdo dietética e da suplementacdo com S. platensis, foi
guestionado se o consumo da mesma dieta hipercalérica poderia aumentar a
reatividade contratil e reduzir a resposta relaxante do corpo cavernoso, favorecendo,
portanto o estado de flacidez peniana, agora, porém, por um periodo de dezesseis
semanas, pautado em estudos que demonstraram que o aumento da adiposidade
corporal promove danos endoteliais, que é uma caracteristica comum da DE (ROSINI;
SILVA; MORAES, 2012; TRAISH et al. 2015). Ademais, sugere-se ainda, que a
suplementacdo com a alga restaure as alteracdes provocadas pelo consumo da dieta
hipercaldrica sobre a musculatura lisa cavernosa.

A relacdo que envolve os estados de flacidez e erecdo peniana depende
diretamente da combinacéo existente entre 0os processos de contracdo e relaxamento
das células lisas cavernosas, estes, controlados por mecanismos periféricos através
das inervacdes autondmicas. O controle periférico da erecdo peniana depende de
fatores neuronais e locais, em que € gerado um tdnus muscular, responsavel pela
manutencao do estado funcional do pénis (ANDERSSON, 2011).

A modulacdo do tébnus muscular cavernoso ocorre através de mecanismos
moleculares que dependem da acdo de agonistas, como por exemplo, 0s
neurotransmissores e os fatores derivados do endotélio. Dessa forma, a regulacdo dos
niveis de Ca2+ e da sensibilidade da maquinaria contratil, representam pontos cruciais
para regulacdo do ténus das células musculares lisas cavernosas, uma vez que, um
aumento na [Ca2+]i € a causa primaria para a producdo da contracdo nessa
musculatura.

Assim, com o objetivo de verificar os efeitos do consumo da dieta hipercalorica
e da suplementacéo alimentar com S. platensis sobre o acoplamento farmacomecanico
contratil do musculo liso cavernoso, que desencadeia a resposta contratil pela ligacéo
de agonistas a receptores acoplados a proteina G (GPCRS) e pela ativacao da cascata
do inositol através das proteinas Gg11, decidiu-se investigar se este tipo de acoplamento
em corpo cavernoso de rato seria modificado por esses parametros, alterando
consequentemente, o balancgo entre flacidez e erecao peniana.

No protocolo utilizado, ao se comparar a curva de FEN entre os ratos
alimentados com a dieta hipercalérica e os alimentados com a dieta padrao, foi
observado aumento da eficacia contratil do agonista no grupo DHC em relag&o ao grupo

DP. Porém, a poténcia contratil relativa desse agente contratil ndo foi alterada quando
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comparada entre esses grupos. Esses resultados demonstram, portanto, a influéncia
deletéria do consumo da dieta hipercaldrica sobre os mecanismos que favorecem a
contratilidade cavernosa, possivelmente como o aumento da expressao dos Cav, uma
vez que 0 aumento da eficacia contratil da FEN no corpo cavernoso, pelo acoplamento
farmacomecanico, induz a manutencao da flacidez peniana (HOPPNER et al., 1996;
SILVA et al., 2014)

Dessa forma, sabendo que nos ratos alimentados com a dieta hipercalorica
houve um aumento da eficacia contratil da FEN, o que consequentemente facilita a
manutencdo do pénis em seu estado flacido, dificultando assim a obteng&o da erecéo
peniana nesses animais, questionou se suplementacdo alimentar com S. platensis
poderia reverter esse processo, uma vez ja instalado os danos ao corpo cavernoso,
provenientes do consumo da dieta hipercalérica. Foi demonstrado, que quando esses
ratos eram suplementados com a dose de 25 mg/kg da alga, ndo alterou a reatividade
contratil do corpo cavernoso frente ao agonista, comparado ao grupo DHC.

Interessantemente, quando suplementados com a dose de 50 mg/kg foi
observado aumento da eficacia contratil, o que teoricamente seria um efeito prejudicial
advindo da suplementacdo da alga, uma vez que o aumento da contracdo leva a
diminuicdo do aporte sanguineo, favorecendo o processo de detumescéncia do érgao.
Resultados semelhantes, indicam que a S. platensis nessa mesma dose, promove
aumento da via de sensibilizacdo ao calcio por modulacéo positiva da via Rho/ROCK
em musculo liso intestinal de ratos alimentados com a mesma dieta hipercal6rica
durante dezesseis semanas, 0 que contribui para manutengao da contracdo muscular,
e, consequentemente, a flacidez peniana (FERREIRA, 2017).

Apesar desse resultado demonstrar um possivel efeito nocivo da suplementacao
alimentar com a alga na dose de 50 mg/kg sobre o corpo cavernoso de ratos Wistar,
levando em consideracdo a DE, deve-se analisar até que ponto esse efeito pode ser
prejudicial a funcdo sexual desses animais, sabendo que tal efeito foi contrabalanceado
pela acdo da S. platensis sobre as vias de sinalizacdo que favorecem o relaxamento
cavernoso, em virtude dos dados obtidos na avaliagdo das erecdes penianas, in vivo,
desses grupos experimentais.

No grupo alimentado com a dieta hipercaldrica e suplementado com S. platensis
na dose de 100 mg/kg, foi observado diminuicdo da eficacia contratili da FEN,
demonstrando, portanto, uma reversao completa dos efeitos deletérios provenientes do

consumo da dieta hipercaldrica sobre a reatividade contratil cavernosa, ou seja, mesmo
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esses ratos consumindo a dieta hipercalérica durante dezesseis semanas, a
suplementacdo alimentar com a alga simultaneamente ao consumo da dieta
hipercalorica conseguiu normalizar a funcédo erétil desses animais. Inferindo-se,
portanto, que a suplementacdo com a S. platensis, neste estudo, pode reduzir os
passos das vias de contracdo cavernosa, bem como ativar passos das vias de
sinalizacdo que resultam no relaxamento do corpo cavernoso de ratos, e neste caso,
restaura as alteracdes desencadeadas pelo consumo da dieta hipercalérica sobre a
reatividade cavernosa.

Em contrapartida, no grupo alimentado com a dieta hipercalorica e
posteriormente alimentado com a dieta padrdo, com a finalidade de simular uma
alteracdo de habito alimentar em humanos, foi observado que ndo houve diferenca
guando comparado ao grupo DHC. Sugerindo assim, que apenas com mudancas nos
hébito alimentar, especificamente dietas, ndo sdo capazes de reverter os danos
advindos da dieta hipercal6rica sobre a responsividade cavernosa, reforcando dessa
forma, a importancia da suplementacéo alimentar com a S. platensis na restauracdo da
resposta contratil cavernosa frente ao aumento da adiposidade.

Para tais suposi¢cdes faz-se necessario estudos futuros mais aprofundados, em
relacdo a expressdo das proteinas chaves da via de sensibilizacdo ao Ca2+, com o
objetivo de comprovar os efeitos atribuidos pelo consumo da dieta hipercalérica, bem
como os efeitos distintos resultantes da suplementacao alimentar com a S. platensis,
gue variaram de acordo com o microambiente ao qual essa alga esta inserida, sobre
os alvos moleculares analisados neste estudo.

Diante desses resultados e conclusbes parciais, decidiu-se investigar se a
reatividade contratil da musculatura lisa cavernosa seria alterada pela presenca de
fatores derivados do endotélio, que incluem neurotransmissores, como o NO e 0s
prostanoides, uma vez que 0S espacgos cavernosos sao revestidos por células
endoteliais, que medeiam o0 processo de erecdo peniana (BURNETT, 1995;
ANDERSSON; STIEF, 1997; HSIEH et al., 2015), a fim de determinar se as alteragdes
sobre a responsividade contratil cavernosa pelo consumo da dieta hipercal6rica e pela
suplementacdo alimentar com a S. platensis, estariam relacionadas com o
envolvimento das vias do NO e dos prostanoides, levando portanto, ao
desenvolvimento da DE.

A patogénese da disfuncao erétil esta relacionada a disfungéo endotelial. Essa

disfuncdo esta associada a diminuicdo da sintase do Oxido nitrico (NOS), com
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consequente reducao da disponibilidade de NO nos tecidos sinusoidais dos corpos
cavernosos (HSU, 2018). Dados da literatura demonstram que o NO é o principal
neurotransmissor responsavel pelo processo de erecdo peniana e desponta como
potente vasodilatador derivado do endotélio (FURCHGOTT et al., 1983; BULT et al.,
1990; HSU; LU; 2018).

Embasado nessas informagfes, apos a incubacdo das preparacdes com L-
NAME, inibidor ndo seletivo de NOS (VIGNOZZI et al., 2006; AYHANCI; APPAK;
CENGIZ, 2018), demonstrou-se que, no grupo alimentado apenas com a dieta padréo,
aumento da eficacia e poténcia contratil da FEN. Sugerindo assim, que a formacéo de
NO contrabalangca a contracdo no corpo cavernoso, uma vez que reduzindo a sua
biodisponibilidade do meio, através da presenca do L-NAME, foi observado aumento
da eficacia contratil do agonista. Esses dados, todavia, ja eram esperados e estao de
acordo com dados da literatura que demonstram o importante papel vasodilatador do
NO em corpo cavernoso de ratos (MELIS; ARGIOLAS, 1995; JOYNER; DIETZ, 1997,
CARTLEDGE; MINHAS; EARDLEY, 2001).

Nos ratos alimentados unicamente com a dieta hipercalérica, observou-se
reducao de duas vezes na eficacia contratil da FEN na presenca do L-NAME, indicando
gue a presenca de NO nestesistema em que 0s ratos consumiam a dieta hipercaldrica,
esta aumentando a contracdo através de uma disfuncdo endotelial, sugerindo que o
NO poderia esta reagindo com o anion superoxido do meio, produzido pelo consumo
dessa dieta, que aumenta a liberacdo de ROS, formando o peroxinitrito, que é um
potente vasoconstrictor, ou seja, neste caso, a presenca de NO estaria favorecendo,
portanto, o processo de contracdo neste sistema.

Nos grupos DHC e suplementados com S. platensis na dose de 50 mg/kg, ndo
houve alteracéo na eficacia e poténcia contratil na presenca do inibidor de NOS quando
comparado a sua auséncia. Porém, quando se compara a suplementacao dessa dose
na presenca de L-NAME ao grupo DHC, se observa um aumento da curva de FEN,
ficando semelhante quando comparado a curva correspondente a sua auséncia.
Interessantemente, quando os ratos foram suplementados com a dose de 100 mg/kg,
ocorreu um aumento da contragcéo na presenca desse inibidor, podendo inferir que a S.
platensis estaria agindo como um potente antioxidante, modulando positivamente
passos da via do NO, aumentando a produgéo do substrato e expressédo da NOS, bem
como do proprio NO e consequentemente removendo do meio o anion superoéxido,

radical livre que favorece a vasoconstricdo. O NO, portanto, ficaria mais biodisponivel
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podendo exercer seu efeito vasodilatador, dificultando o processo de contracdo
(BRITO, 2014; IBRAHIM; ABDEL-DAIM, 2015; SOUZA, 2018).

Curiosamente, no grupo DHC + DP observou-se que a curva concentragéo-
resposta a FEN na presenca de L-NAME reduziu duas vezes a eficacia contréatil.
Inferindo-se que, nestes ratosos efeitos provenientes da troca da dieta hipercalérica
pela dieta normocaldrica (padréo) foram semelhantes aos observados ao grupo DHC,
ou seja, os efeitos deletérios sobre a via do NO, oriundos do consumo da dieta
hipercalorica, ndo foram restaurados apenas pela mudanca da alimentacdo dos
animais.

Diante desses dados e sabendo que existem ainda outras substancias
produzidas pelo endotélio, além do NO, envolvidas na regulacdo dos processos de
flacidez e erecdo peniana, decidiu-se investigar e determinar se as alteracdes
promovidas pelo consumo da dieta hipercalérica e pela suplementacao alimentar com
a alga sobre a reatividade contratii do corpo cavernoso de ratos, estariam
correlacionadas com a modulacao das vias dos prostanoides.

O endotélio é responsavel pela producdo de grande variedade de substancias
vasoconstritoras e vasorelaxantes, produtos da ciclooxigenase (COX) os chamados
prostanoides, representados pelos fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF)
como a PGI2, a PGE1l e a PGE2, produzidos predominantemente nas artérias
penianas, e as substancias vasoconstritoras dependentes do endotélio ou os fatores de
contracdo (EDCF), como a PGF2a e o TXA2, produzidos principalmente nas veias
penianas e nos corpos cavernosos (CHRIST et al.,, 1990; PIETRO et al., 1998;
SIMONSEN et al., 2001; MARTINEZ et al., 2005; CAU; EVORA; TOSTES, 2018).

A disfuncdo endotelial é caracterizada por alteracdes nas funcdes reguladoras
do endotélio, resultando numa producdo desequilibrada entre mediadores pré-
coagulantes e anticoagulantes, inibidores do crescimento e/ou dos fatores relaxantes e
contrateis (prostanoides). Os mecanismos fisiopatoldgicos que levam a disfuncéo
endotelial ou a diminuigdo dos prostanoides relaxantes e aumento dos prostanoides
contrateis, incluem fatores de risco para doencas cardiovasculares e doencas
metabdlicas, como aterosclerose, hipertensao arterial, insuficiéncia renal, obesidade e
disfuncéo erétil ou uma combinacdo desses fatores (EVORA, 2000; EVORA et al.,
2009).

Com base nessas informacgdes, foi avaliada uma possivel modulacéo da via dos

prostanoides sobre a contratilidade do corpo cavernoso de ratos Wistar alimentados
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com a dieta hipercaldrica e suplementados com a S. platensis, utilizando para isso, um
inibidor ndo seletivo da COX, a indometacina (MIRGORODSKAYA et al., 2018).

Na analise dos resultados, foi observado que nos ratos alimentados
exclusivamente com a dieta padrdo houve uma sobreposicdo das curvas de FEN na
auséncia e na presenca da indometacina, sugerindo, portanto, que provavelmente a
contracdo promovida pela FEN, neste sistema, ndo esta sendo alterada pela via dos
prostanoides.

Avaliando os ratos que consumiram a dieta hipercaldrica, observou-se
diminuicdo da curva de contragao induzida pela FEN na presenca do inibidor de COX
guando comparado a sua auséncia. Inferindo-se que neste sistema, o0 consumo da dieta
hipercalorica estd modificando a sintese e/ou a liberacdo dos mediadores lipidicos,
através da producdo aumentada de prostanoides contrateis em detrimento aos
relaxantes, isso justificado pela redugcdo da curva de contracdo do bloqueador na
presenca de indometacina. Souza (2018), também demonstrou uma reducdo da
eficacia contratil da FEN na presenca de indometacina, em ratos alimentados com a
mesma dieta hipercaldrica (417,0 kcal/100 g) durante oito semanas. Estudos anteriores
reafirmam ainda que a adiposidade corporal aumentada associada a producao de
espécies reativas de oxigénio podem contribuir para os danos na producdo de
prostanoides relaxantes, resultando na disfuncéo endotelial e consequentemente
favorecendo o desenvolvimento da disfuncdo erétil nos ratos (ALVAREZ et al., 2007;
VANOUTTE et al., 2009).

Entretanto, quando esses animais foram suplementados com a alga, foi
observado um aumento da curva de FEN, na dose de 50 mg/kg, na presenca de
indometacina, e que na dose de 100 mg/kg esse aumento foi ainda maior. A partir
desses dados, pode-se sugerir que, possivelmente, a S. platensis estaria promovendo
um aumento na sintese de prostanoides relaxantes que dificultam a contracdo. Dessa
forma, a alga além de modular positivamente a via do NO, esta restaurando as
alteracOes deletérias causadas pelo consumo da dieta hipercaldrica sobre a via dos
prostanoides, o que comprova ainda mais o efeito benéfico da S. platensis sobre a
fungéo erétil desses ratos.

Ao analisar os ratos que consumiram a dieta hipercalorica e posteriormente
foram alimentados com a dieta padréo, verificou-se reducéo de 3,8 vezes na eficacia
contratil da FEN na presencga de indometacina, efeito esse similar ao observado nos

ratos alimentados apenas com a dieta hipercaldrica, ou seja, os danos causados sobre
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a via do &cido araquidbnico pelo consumo dessa dieta ndo foram restaurados apenas
pela alteracdo dietética nesses animais. Inferindo-se, portanto, que os efeitos
deletérios, como o0 aumento da adiposidade corporal, provenientes do consumo da dieta
hipercalorica desencadeiam alteracdes sobre as vias do NO e dos prostanoides, e que
essas alteragcbes ndo podem ser revertidas apenas com mudancas nos habitos
alimentares.

A saber, o ciclo erétil € composto por quatro fases: flacidez, tumescéncia, erecao
e detumescéncia. Todos esses processos envolvem a participacdo de eventos
simultdneos e sinérgicos com a liberacdo de substancias contrateis e relaxantes das
fibras nervosas e da camada endotelial, que cobre a musculatura lisa dos corpos
cavernosos (MONICA; DE NUCCI, 2018).

Os processos de flacidez e erecéo peniana sdo modulados por mecanismos que
controlam o relaxamento da musculatura lisa dos corpos cavernosos do pénis. A partir
disso, foi levantada a hipotese de que o consumo da dieta hipercaldrica poderia reduzir
a responsividade relaxante cavernosa de ratos e que a suplementacao alimentar com
a S. platensis possivelmente estaria envolvida na modulacdo positiva desse
relaxamento e/ou restauraria as alteracbes causadas pelo consumo da dieta
hipercaldrica sobre a reatividade relaxante dependente do endotélio, para isso foram
realizadas curvas cumulativas concentragdes-resposta de relaxamento com a ACh.

Diante de tal metodologia, foi demonstrado que a eficacia relaxante da ACh entre
0s ratos que consumiram a dieta hipercal6rica, durante as dezesseis semanas, foi
diminuida quando comparada a curva de relaxamento desse agonista, do grupo
alimentado unicamente com a dieta padrdo. Sabe-se que, diabetes mellitus,
hipercolesterolemia, hipertensdo, idade avancada e obesidade aumentam a incidéncia
da DE. A perda da integridade funcional endotelial e, posteriormente, a disfuncao
endotelial advinda desses eventos ou de suas associacbes, contribui para o
desenvolvimento da DE (RAJFER et al., 1992; BURNETT et al., 2004). Estudos
anteriores também demonstraram a correlacdo existente entre a disfuncéo endotelial e
a reducdo do relaxamento dependente de endotélio em corpo cavernoso de
camundongos obesos (TOQUE et al., 2010), ratos diabéticos (TOQUE et al., 2013),
ratos idosos (SILVA et al., 2014) ou ratos com adiposidade corporal aumentada
(SOUZA, 2018).

A suplementacéo alimentar com a S. platensis nas doses de 25 e 100 mg/kg no

grupo que consumiu apenas a dieta hipercaldrica ndo alteraram a curva de relaxamento
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promovida pela ACh. Entretanto, no grupo alimentado com a dieta hipercalérica e
suplementado com a alga na dose de 50 mg/kg, a eficicia relaxante do agonista foi
aumentada, ultrapassando o relaxamento observado nos ratos que foram alimentados
apenas com a dieta padrdo. Diante desses resultados, pode-se inferir que as
suplementacdes com a S. platensis podem estar modulando positivamente as vias de
sinalizacdo do NO, bem como dos prostanoides, uma vez que as alteragdes e efeitos
deletérios desencadeados pelo consumo da dieta hipercal6rica sobre a reatividade
relaxante dos corpos cavernosos foram restauradas.

Ademais, a curva de relaxamento da ACh dos ratos alimentados com a dieta
hipercaldrica e posteriormente com a dieta padrao, ndo foi alterada quando comparada
ao grupo DHC, porém, ao comparar essa curva com o grupo DP, é observado uma
diminuicdo da eficacia relaxante desse agonista, reafirmando mais uma vez que 0s
danos provocados pelo consumo da dieta hipercalérica sobre a responsividade
relaxante cavernosa, ndo sdo restaurados Unica e exclusivamente pela alteracdo
dietética alimentar, ou seja, a substituicdo da dieta hipercal6rica por uma dieta padréo
(normocaldrica) ndo produz efeitos benéficos sobre as reatividades contratil e relaxante
do corpo cavernoso de ratos Wistar.

Tendo como base a importancia do estresse oxidativo no desenvolvimento da
DE, principalmente pela influéncia dos radicais livres sobre a reatividades contratil e
relaxante cavernosa. Para isso, foi hipotetizado se o consumo da dieta hipercalérica e
a suplementacdo com S. platensis, na dose (50 mg/kg) que potencializou o efeito da
ACh, alterariam o relaxamento dos corpos cavernosos, através da modulacéo das ROS,
e portanto, evidenciar se o estresse oxidativo é um dos alvos modulados pela alga para
restaurar os danos a funcéo erétil dos ratos.

As preparacdes foram, entdo, incubadas durante 30 minutos, com a apocinina,
também conhecida como acetovanilona, um inibidor ndo seletivo da NADPH oxidase
(JIN et al., 2008; MUSICKI et al., 2010; DAYAL et al., 2013), previamente a indugéo do
relaxamento com a ACh. Nos ratos que consumiram apenas a dieta padrdo foi
observado que ndo houve alteracéo da eficacia e poténcia na curva de relaxamento da
ACh na presenca da apocinina, inferindo-se que o relaxamento produzido pela ACh néao
envolve a formacdo do anion superoxido pelo sistema enzimatico NADPH oxidase.
Quando foi colocado o tempol neste grupo DP, um mimético da SOD responsavel pela
reducdo dos niveis do anion superéxido do meio, verificou-se que o relaxamento

promovido pelo agonista foi aumentado. Ressaltando assim, que, em um sistema
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fisiologico normal a producdo e a presenca do anion superéxido estd diretamente
relacionada a reducdo da eficicia relaxante, dificultando o relaxamento do corpo
cavernoso de rato, uma vez que ja é demonstrado o papel e a influéncia danosa do
anion superoxido, produzido a partir do complexo NADPH oxidase, sobre a reatividade
relaxante do corpo cavernoso de rato (LIU et al., 2012; SILVA et al., 2013, SOUZA,
2018).

Similarmente, quando analisado os ratos que consumiram a dieta hipercaldrica,
a curva de relaxamento da ACh na presenca da apocinina e do tempol, também nao foi
alterada, quando comparado a auséncia dessas substancias. Assim, a partir desses
resultados sugere-se que a alteracdo dietética ndo promove mudancas na producéo do
anion superoxido pelo complexo enzimatico NADPH oxidase, uma vez que ambas as
curvas de relaxamento, dos grupos DP e DHC, ficaram sobrepostas quando
comparadas as curvas de relaxamento da ACh na auséncia da apocinina e do tempol,
porém, ndo pode ser descartado a possibilidade da producdo das ROS através de
outras vias independentes desse complexo.

A suplementacdo com 50 mg/kg de S. platensis nos ratos que consumiram a
dieta hipercaldrica potencializou o relaxamento promovido pela ACh, sem alteracéo do
efeito maximo, na presenca e na auséncia da apocinina. Sugerindo-se que a
suplementacao alimentar com a alga promove melhoras na producéo de radicais livres,
e, consequentemente sobre o estresse oxidativo. Isso, observado pelo aumento da
eficacia no grupo DHC + SP50, quando comparado ao grupo DHC, ambos na auséncia
da apocinina, e, quando foi colocado o tempol, a curva de relaxamento nao alterou,
possivelmente pela diminuicdo da disponibilidade de &nion superéxido do meio.

Diante disso, o proximo passo desse estudo foi a avaliacdo das influencias do
consumo da dieta hipercalérica e da suplementacdo alimentar com S. platensis (50
mg/kg) sobre os niveis intracelulares da enzima responséavel pela catalise através da
reducdo e da oxidacdo univalente do ion superoxido a peréxido de hidrogénio e
oxigénio molecular, a superdxido dismutase, considerada a primeira linha de defesa
contra as ROS, atuando sobre os radicais superoxidos (DEVLIN, 1998; VOET et al.,
2000; WASSMANN; WASSMANN; NICKENIG, 2004).

Para isso, 0s corpos cavernosos foram pré-incubados com tempol, um mimético
da SOD (PEIXOTO et al.,, 2009). Nos ratos alimentados com a dieta padrdo, na

presenca do tempol, observou-se aumento da eficacia relaxante da ACh.
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Semelhantemente, nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica verificou-se
aumento da eficacia relaxante do agonista na presenga do mimético da SOD.

Se a suplementacao alimentar com a S. platensis ndo reduzisse os niveis basais
do anion superoxido no corpo cavernoso dos ratos alimentados com a dieta
hipercaldrica, a potencializagdo do efeito relaxante da ACh deveria apresentar
magnitude similar ao observado nos ratos que consumiram unicamente a dieta
hipercalorica na presenca do mimético da SOD. Entretanto os ratos suplementados
com a alga na dose de 50 mg/kg apresentaram aumento da poténcia relaxante do
agonista na presenca do tempol.

Diante dos resultados observados e descritos até aqui, pode-se inferir que o
consumo da dieta hipercalérica promoveu danos a reatividade contratil e relaxante do
corpos cavernosos de ratos Wistar, com consequente comprometimento da funcéo
erétil desses animais, mas que esses danos foram restaurados pela suplementacao
alimentar com a S. platensis. Essas alteracfes estdo, portanto, relacionadas com a
modulacdo da via do NO, dos prostanoides, bem como, das espécies reativas de
oxigénio. Partindo desse contexto, o préximo passo dessa pesquisa foi a avaliacdo do
consumo da dieta hipercalérica e da suplementacao alimentar com a alga sobre o
balango entre estresse oxidativo e as defesas antioxidantes em corpos cavernosos de
ratos Wistar.

Os métodos mais utilizados para afericdo indireta das ROS e,
consequentemente, das lesdes oxidativas sdo o0s espectrofotométricos e
cromatométricos, que medem a atividade enzimética como a SOD, catalase, GSH-Px
e GSH-Rd e/ou a concentracdo de tripeptideos como a glutationa reduzida (GSH) e
aldeidos (MDA) (LUZ et al., 2011). A determinacéo dos niveis de MDA é realizada por
meio de uma reacdo colorimétrica, em que moléculas do acido tiobarbitlrico
condensam-se com uma molécula de MDA, formando como produto um cromégeno de
cor rosa fluorescente, capaz de ser detectado através de leitura espectrofotométrica
(LABAER, 2005; CAMPOS et al.,, 2008; GIERA; LINGEMAN; NIESSEN, 2012).
Tomando como base essa metodologia, para confirmar ou descartar a hipétese de que,
0 estresse oxidativo, oriundo do aumento da adiposidade corporal, esteja envolvido com
0 aumento da reatividade contratil e diminuicdo da reatividade relaxante cavernosa, e
gue a potencial atividade antioxidante da S. platensis pudesse estar restaurando esses
danos, foram avaliados os niveis de MDA, em amostras dos corpos cavernosos de ratos

Wistar, nos quatro grupos experimentais.
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Ao analisar o grupo alimentado com a dieta hipercal6rica durante dezesseis
semanas, é demonstrado que os niveis de MDA nestes ratosforam aumentados em
relacdo aqueles quantificados no grupo alimentado com a dieta padrdo. Tal resultado
era esperado, corroborando com dados da literatura em que, 0s niveis de MDA
aumentados no tecido adiposo estdo relacionados ao aumento da adiposidade
corporal, justificando portanto, que nesta condi¢ao, ocorre maior producéo de citocinas
pré-inflamatérias, a exemplo o TNF-a, a IL-1 e a IL-6, estas estimulam e aumentam a
producdo de ROS por macréfagos e mondcitos infiltrados no tecido adiposo
(MORROW, 2003; FONSECA et al., 2007). Além disso, Cani et al., (2008), demonstrou
por meio de pesquisas experimentais com ratos Wistar, que os animais tratados com
dieta hipercalorica apresentaram concentracdo de TBARS significativamente mais
elevada que o grupo controle.

A suplementacédo alimentar com as doses de 25, 50 e 100 mg/kg de S. platensis
nos ratos alimentados com a dieta hipercaldrica, reduziu os niveis de MDA nos corpos
cavernosos, quando comparados ao grupo DHC. Inferindo-se que, a suplementacao
alimentar com a alga restaura os danos promovidos pelo consumo da dieta
hipercal6rica sobre a via da ROS, uma vez que, foi demonstrado reducdo de
marcadores do estresse oxidativo no 6rgdo em estudo. Esses dados colaboram com os
resultados obtidos por Ferreira (2017), quando demonstrado que ap6s o consumo da
mesma dieta hipercalérica, por dezesseis semanas, a suplementacdo com a S.
platensis reduziu os danos oxidativos sobre as reservas adiposas.

Adicionalmente, recentemente, Souza (2018), demonstrou efeito preventivo
da suplementacdo alimentar com essa alga no aumento dos danos do estresse
oxidativo, promovido pelo consumo da dieta hipercaldrica durante oito semanas, sobre
os tecidos adiposos, o plasma e 0s corpos cavernosos de ratos Wistar. Ademais, o
grupo alimentado com a dieta hipercalorica e posteriormente essa dieta era substituida
pela por uma dieta padrdo, com a finalidade de simular uma possivel mudanga nos
hébitos alimentares, verificou-se que ndo houve alteracdo na concentracdo de MDA
gquando comparado ao grupo DHC.

Dados bem consolidados demonstram que o aumento de MDA tecidual reflete o
aumento da peroxidacao dos acidos graxos insaturados na membrana. Deve salientar-
se que em niveis fisiolégicos as ROS sado U(teis para 0 organismo, porém em
concentragfes elevadas apresentam-se como citotéxicas (SATTAMARAHDY et al.,

2015). Em que, as varias condicdes, tais como a radiacdo, hipoxia, condicbes
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inflamatérias, infecgBes, processos cancerigenos e obesidade induzem a formacao
exacerbada de niveis de ROS, produzindo por sua vez, peroxidos lipidicos da
membrana que produzem MDA como um subproduto.

Em pacientes obesos ha diversos fatores que interferem na suscetibilidade do
individuo a presenca do excesso de lesdes oxidativas contribuintes para as
comorbidades, dentre eles se destacam a hiperglicemia, os niveis elevados de lipidios
teciduais, a inflamacéao crbnica e as defesas antioxidantes inadequadas, além disso,
varios estudos mostram acumulo de subprodutos da peroxidacéo lipidica no plasma de
individuos obesos (MAHAPATRA et al., 1998; LIMA et al., 2004; MELISSAS et al.,
2006).

Em resposta ao estresse oxidativo tem-se o0 sistema antioxidante. Os
antioxidantes sédo substancias capazes de inibir oxidacées que ocorrem nos sistemas
biolégicos. O mecanismo antioxidante envolve substancias que previnem a geracédo de
espécies reativas, capturem ou neutralizem estas espécies, prevenindo sua interacédo
com a célula (BARREIROS et al., 2006). Adicionalmente, os antioxidantes, sejam
naturais ou sintéticos, possuem elevada estabilidade oxidativa em funcdo de sua
estrutura molecular e, por isso, desempenham papel fundamental na prevencéo da
oxidacao resultante da acao dos radicais livres (ANDRADE, 2007).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, que tém o
objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a
ocorréncia de danos decorrentes (BARBOSA et al., 2010). Esse aumento da producéo
de ROS, nos sistemas bioldgicos, € contrabalanceado pela capacidade antioxidante
corporal, que representa a capacidade do organismo de sequestrar os radicais livres
através dos sistemas redox (BRIGHENTI et al.,, 2005). Na analise da capacidade
antioxidante total, leva-se em conta a acdo acumulativa de todos os antioxidantes
presentes, obtendo-se um parametro integrado, capaz de revelar nuancas acerca do
delicado equilibrio redox existente in vivo. A medida da capacidade antioxidante total
auxilia na avaliacao dos fatores nutricionais, fisiolégicos e ambientais do balango redox
em seres humanos e animais (GHISELLI et al.,, 2000; GUPTA; CARABALLO;
AGARWAL, 2019).

Existem amplas evidéncias indicando a importancia da capacidade antioxidante
total no plasma, nos tecidos e 6rgaos, e sua modificagdo durante o desenvolvimento do

estresse oxidativo, bem como sua viabilidade como uma ferramenta na investigacéao da
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associagao existente entre a dieta alimentar e o estresse oxidativo (HADZOVIC-DZUVO
et al., 2015; TIRAWATTANAKOSON et al., 2016). Além disso, a peroxidacao lipidica e
a conversao oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade sdo consideradas um evento
chave no processo biolégico que inicia e acelera o desenvolvimento da DE.

Assim, para avaliar se o consumo da dieta hipercaldrica e a
suplementacdo alimentar com S. platensis alterariam a capacidade antioxidante
tecidual dos ratos, foi utilizado o método calorimétrico da reducdo do DPPH, que se
fundamenta na habilidade da amostra em reduzir o radical do DPPH a 1,1-difenil-2-picril
hidrazina, detectada por espectrofotometria (FLOEGEL et al., 2011; GUPTA,
CARABALLO; AGARWAL, 2019).

Utilizando essa metodologia, foi demonstrado que a capacidade antioxidante
total dos corpos cavernosos foi reduzida nos ratos que consumiram a dieta
hipercaldrica, fato este correlacionado ao aumento dos niveis de MDA sistémico nesses
ratos, porém nao foi verificado diferenca quando comparado ao grupo alimentado com
a dieta padrdo. Sugerindo-se que, o aumento da adiposidade corporal contribui
diretamente para maior producao de radicais livres, consequentemente, maior sintese
de ROS, que neste sistema, em particular, poderia esta havendo um equilibrio entre a
producéo de ROS e o sistema de defesa antioxidante, uma vez que néo foi observado
diferenca entre os grupos DHC e DP, sabendo que, os sistemas antioxidantes s&o
potencializados e ativados quando ocorre aumento na producdo de radicais livres
(MARCHI et al., 2013; ANTUS, 2016), fato este, baseado na semelhanca entre a
capacidade antioxidante total dos grupos DP e DHC e o aumento da concentracao de
MDA no corpo cavernoso do grupo DHC.

Analisando os ratos alimentados com a dieta hipercal6rica e suplementados com
a S. platensis nas doses de 25 e 100 mg/kg, a capacidade antioxidante do corpo
cavernoso nao foi alterada quando comparadas ao grupo DHC. Similarmente a esses
dados, os ratos que tiveram a dieta hipercaldrica substituida, apds oito semanas, pela
dieta padrdo também n&o apresentaram variagdo quanto ao percentual de inibicdo da
oxidacao. Inferindo-se que as defesas antioxidantes sistémicas desses ratos cooperam
na remoc¢ao dos radicais livres teciduais, e, dessa forma, reduzem os efeitos danosos
das ROS nos tecidos corporais.

Entretanto, nos ratos alimentados com a dieta hipercalérica e suplementados
com S. platensis na dose de 50 mg/g foi observado um aumento da capacidade

antioxidante total dos corpos cavernosos quando comparado ao grupo DHC,
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justificando a reducdo dos niveis de MDA quantificados no corpo cavernoso desses
ratos, o que indica aumento das defesas antioxidantes pela alga, e que este aumento
estad relacionado, consequentemente, a remocdo dos radicais livres nestedrgao,
diminuindo assim, os efeitos deletérios provenientes das ROS no corpo cavernoso
desses ratos.

Estudos demonstram os efeitos antioxidantes da S. platensis, por varios
mecanismos diferentes. Bashandy et al. (2016) mostraram que, em tecidos testiculares,
essa alga marinha aumentou a expressdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT e
GSH. Além disso, em outros estudos foi verificado que a ficocianina presente na S.
platensis, possui elevado poder de sequestro de radicais livres, devido sua alta
estabilidade, demonstrando assim sua excelente propriedade antioxidante (BHAT et al.,
2010). Essa alga também possui em sua composicdo, carotenoides, vitaminas do
complexo B e vitamina E, que promovem a regulacdo da SOD, CAT, bloqueio de
radicais livres por quelacdo, podendo prevenir a peroxidacdo lipidica (CUVELIER,
2011). Com base nos dados da literatura e respaldado nos resultados obtidos neste
estudo a partir da suplementacéo alimentar com a S. platensis, destaca-se o potencial
papel dessa alga na reversao dos danos provenientes do estresse oxidativo, fato este
associado também a potencializacédo da reatividade relaxante no corpo cavernoso, e
consequentemente, a melhora da fungéo erétil desses ratos.

Por fim, baseado nas alteracdes causadas pela suplementacéo alimentar com a
S. platensis sobre os paramertros envolvidos na reatividade cavernosa sumarizados no
mapa conceitual (Figura 11), prop6em-se a realizacdo de estudos adicionais, em nivel
funcional e molecular e ensaios clinicos, para verificar se esses dados séo
transponiveis para seres humanos, uma vez que baseado na relacdo da area de
superficie corporal (NAIR; JACOB, 2016), as suplementacfes alimentares utilizadas
neste estudo (25, 50 e 100 mg/kg) estao dentro de um perfil aceitavel para utilizacao
em humanos (280, 560 e 1.120 mg/70 kg, respectivamente) e, assim, reafirmar o
potencial benéfico da suplementagdo alimentar com a alga na reversédo dos efeitos
deletérios provenientes da dieta hipercaldrica sobre o desenvolvimento da disfungéo

erétil.
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Figura 11 — Mapa conceitual da modulacdo promovida pela suplementacdo alimentar com
Spirulina platensis em ratos Wistar alimentados com hipercalérica.

Suplementacédo alimentar )
com Spirulina platensis H,02 «— O,

.

\ COOH

Acido araquidonico

PGE1/PGE2 | TxA2

\ Ipeu 1PGF2u

L-arginina + O,

A modulacao da reatividade cavernosa pela suplementacao alimentar com S. platensis em ratos
Wistar envolve: 1. ativagdo da via da COX, com aumento da producdo de prostanoides
relaxantes e consequente diminuicdo de prostanoides contrateis; 2. ativacdo da NOS, com
aumento da biodisponibilidade de NO; 3. ativacdo da enzima SOD, com consequente
diminuicéo do O, e da formacéo de ONOO" e aumento da concentracéo de H2O; e 4. inibicdo
do complexo NADPH oxidase, com consequente diminuigdo da formacao do O". As definicdes
das abreviaturas estdo presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: DINIZ, 2019.
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Na avaliacdo da suplementacao alimentar com a Spirulina platensis em ratos
Wistar que consumiram a dieta hipercalérica, conclui-se que os efeitos danosos
provenientes do consumo desta dieta sdo restaurados, uma vez que a alga promove:

- Reducéo dos niveis de trigliceridios;

- Aumento do nimero de erec¢des, bem como, reducédo do tempo para o inicio
das erecdes penianas, in vivo.

- Reducéo da reatividade contratil cavernosa;

- Aumento da responsividade relaxante cavernosa;

- Reducéo do estresse oxidativo tecidual;

- Melhora das defesas antioxidantes;

Além disso, pode-se concluir também que a reeducacado alimentar, realizada
pela substituicdo da dieta hipercalorica pela dieta padrédo apesar de favorecer o
aumento no nimero de ere¢des e reduzir o tempo para inicio das erec¢des penianas,
nao reverte o aumento da reatividade contratil e a diminuicéo da reatividade relaxante,

bem como, nao altera o estresse oxidativo e o sistema antioxidante.
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Anexo 1 — Certificado da Spirulina platensis.
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| Insumo: Espirulina 60% Data de Analise: 27-10-2017
Lote Interno: 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
| Data de Fabricagao: | 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
Origem: China Procedéncia: Hong Kong
| Condigoes de ) Ordem de
_Arrnazenamenlo: Temperatura Ambiente B Fracionamento: 025041 -
pcB: e . " Tock - §
CAS: - | Peso Molecular: -
Férmula Molecular: | -
"Observagoes: | Parte Utilizada: | Todaaplanta | Nome Cientifico: | Spirulina platensis
Testes - “Especificagées Resultados | Unidad Referéncias
Descrigao * Po lino verde, com leve oder de algas Conforme Fabricante
| Sabor Leve de algas Contorme Fabricante
|
| —
Perda par . <= 8,0% ( 2g/ 105*C/ Peso constante) 4,44 % Fabricante
‘ Dessecagao
Proteina >= 60 65,3 % Fabricante
I[_ 1| .
Cinzas totais * ‘ <= 8.0 6,83 % Fabricante
3 T _ ‘
Total Carotenoides * ‘ >=0,3 0,30 g/100g Fabricante
Arsénio * J <= 10 0,081 ppm Fabricante
| | :
. Chumbo * =20 Nao detectado ppm Fabricante
Cadmio * <=0,1 0.012 ppm Fabricante
Mercuric <=0,1 Conforme ppm Fabricante
‘ Granulometnia 100 passa malha 80 Conforme % Fabricante |
| Densidade Aparents * | +ou- 0.5 047 g/mL Fabricante
e e t
| Testes |
Mlcrubxcloglcos - |
" Contage total de | <= 100000 <1000 UFC/g Fabricante ‘
baclenas S
Fungos e Leveduras | _ 300 <10 UFC/g Fabricante
I Salmoneila * Negativo Negativo Fabricante |
Echerichia coli * Negativo - Negativo Fabricante |
| .
—
Coliformes <=10 <10 UFC/g Fabricante
— — . |
; Slaphyloceccus J Negativo Negalivo Fabricante

(Continua)



Diniz, 2019

-‘. f’e)’o. 2 [ ] L ] ®
"‘ ‘. ..: | \
e, : °
re. pharma

CERTIFICADO DE ANALISE

Anexos | 167

(Continuacao)

[ Insumo: | Espirulina 60% Data de Anélise: 27-10-2017
| Lote Interno: [ 17J11-B004-025041 Lote Fabricante: SP17132
\ Data de Fabricacdo: 1 19-06-2017 Data de Validade: 18-06-2020
1i Origem: | china Procedéncia: Hong Kong
Condigdes de ' Ordem de
l Armazgenamento: Temperatura Ambiente Fracionamento: 025041
[ DCB: [- DCI: -
| cas: |- Peso Molecular: -
[ Férmula Molecular: | - -
| Observacées: | Parte Utilizada: [ Toda a planta [ Nome Cientifico: [ Spirulina platensis
* Resultados obtidos em an4lises realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA. E os demais

foram transcritos conforme certificado de analise do fabricante.

Conclusao:
Aprovado

(X)
Reprovado

0

==

Responsével Técnico
Jodo Paulo Sartin Mendes
CRF-GO: N9 7355

-3
bw\._/
>
Responsdvel Técnico Substituto

Olivia Neiva Mesquita Mendes
CRF-GO: N° 5227

Cuonens Kax P o/
Rgspa‘ sdvel Técnico

Ana Ligia Boer Barbosa
CRF-SP: 72.656

Fim do Documento

Responsavel Técnico
Eliene Ribeiro de Lima
CRF-GO: N9 11.361
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Anexo 2 — Certificado de analise do po6 de Spirulina platensis.

NUMERY
PREFEITURA MUNICIPAL DE JOAO PESSOA oot
SECRETARIA DE RECEITA MUNICIPAL CODIGO DE VERIFICAGAO

NOTA FISCAL DE SERVIGOS ELETRONICA - NFS-e 2T5BRCLC3

= e
19/10/2017
NOME  NOMEEIE T _ Fa FIONPS
VTO COMERCK) FARMACEUTICO L1"'DAg i 04.21 1.3WIDOO1-70
ROVAL : . oS

LOGRADOURO
AV DOM PEDRO It
COMPLEMENTO
LOJAS /101 A 106
[MuniCiPIO

| PAULA BENVINDOF
[tos )
|RUA BANCARIOS JOSE ALEXANDRE DE FARIAS
|compLEMENTO

[AP 904

MUNICIPIO 8

Jodo Pessoa

CeP - W [ TELEFONE ¥ HET
58022-010 (83) 9121-9028

|71
IO S

BRASIL

JULA 700.00G Outras C/ SPIRULINA 700.00G
1 350

Trib aprox N=R$47,08 E=R$63,00 M=R$0,00

Fonte: IBPT (PB) Versao 17.1.A

OBRA LADA - CONSTRUGAO CIVIL : e z
ST
Jodlo Pessoa BRASIL
VALOR DG VICOS DESCONTO INCONDICIONADO R R
RS 350,00 R$ 0,00 RS 0,00 RS 0,00
PIS ik [COFINS FTE|IRSS T T R : PO EIET
RS 0,00 RS 0,00 RS 0,00 RS 0,00 RS$ 0,00
OUTRAS RETENG! BASE DE CALCULO AdQquotA |

RS 0,00 ~[Rs3s000 - 5.00% RS 17,50 5 ~ [Rs35000 -
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Anexo 3 — Copia da certiddo de aprovacéo do Projeto junto & Comiss&o de Etica no Uso de
Animais.

Universidade
Federal da
Paraiba

27

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagédo do mecanismo de acéo da Spirulina platensis na reatividade contrétil e relaxante
do ileo de ratos Wistar submetidos a dieta hipercalérica ", protocolada sob o CEUA n2 6061090318 (ip 000247), Sob a responsabilidade
de Bagndlia Aratjo Costa e equipe; Anderson Fellyp Avelino Diniz - que envolve a produgao, manutengao e/ou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 06/07/2018.

We certify that the proposal "Evaluation of the mechanism of action of Spirulina platensis on the contractile and relaxing reactivity
of the ileum of Wistar rats submitted to the hypercaloric diet", utilizing 128 Heterogenics rats (128 males), protocol number CEUA
6061090318 (10 000247), under the responsibility of Bagnélia Aratjo Costa and team; Anderson Fellyp Avelino Diniz - which
involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of
July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was
approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 07/06/2018.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2018 a 02/2020 Area: Ciéncias Farmacéuticas
Origem: Unidade de Produgdo Animal - IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos idade: 8 a 8 semanas N: 128
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 150a160g

Local do experimento: O citado projeto sera realizado no Laboratério de Farmacologia Funcional (LFF) e na Unidade de Produgédo
Animal, localizados no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) onde funciona o Programa de Pds-Graduagao
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, do Centro de Ciéncias da Satde (CCS/UFPB), todos da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), sob responsabilidade da orientadora.

Jodo Pessoa, 06 de julho de 2018

N
D [ ) /
R ) )
Sinlomug, BXIUJLCL A. P{WW»’?{A B
Profa. Dra. Islania Gisela Albuquerque Gongalves Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Coordenadora da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitaria, s/n - Castelo Branco Il Prédio da Reitoria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP 58051-085 - Jodo Pessoa/PB - tel: 55 (83) 3216-7155
Horério de atendimento: 22 a 62 das 14 as 17h : e-mail: ceua@ufpb.br
CEUA N 6061090318



Diniz, 2019 Anexos | 170

Anexo 4 — Artigo publicado durante o mestrado na revista Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, Fl: 4,936, em 2018.

Hindawi

Oxidative Medicine and Cellular Longevity
Volume 2018, Article ID 6364821, 8 pages
hrtps:-‘-‘doi.org."lo. 1155/2018/6364821

Hindawi

Research Article

Effects of Redox Disturbances on Intestinal Contractile
Reactivity in Rats Fed with a Hypercaloric Diet

Iara L. L. de Souza,"”? Elba dos S. Ferreira,'! Anderson F. A. Diniz,’

Maria Thaynan de L. Carvalho,® Fernando R. Qui:irl]ga,l Lydiane T. Toscano,?
Alexandre S. Silva,* Patricia M. da Silva,” Fabiana de A. Cavalcante (,"”

and Bagnolia A. da Silva ®"°

ijgmmﬂ de Pds-gmd:m;do em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Centro de Ciéncias da Savde, Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil

jDeparfamerrfo de Fisiologia e Patologia, Centro de Ciéncias da Saiide, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil
ICentro de Ciéncias da Saiide, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoq, PB, Brazil

"Depaﬂamenfu de Educagio Fisica, Centro de Ciéncias da Satide, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil
*Programa de Pds-graduagdo em Biologia Celular e Molecular, Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, Universidade Federal

da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil
'sDeparfamenfo de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB, Brazil

Correspondence should be addressed to Bagnolia A. da Silva; bagnolia@ltf.ufpb.br
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