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RESUMO - Compostos antioxidantes apresentam capacidades funcionais que podem
proporcionar o prolongamento da vida pela atenuagéo do estresse oxidativo. Em vista disto,
objetivou-se verificar a acdo protetora da ficocianina na viabilidade celular da
Saccharomyces cerevisiae mutantes ao gene sir. Utilizou-se cepas de leveduras
Saccharomyces cerevisiae controle (BY4741) e deletadas aos genes sirl, sir2, sir3 e sird. As
celulas foram crescidas em meio YPD 2 %. As cepas foram submetidas a 24 h de
envelhecimento e coletadas para as analises de sobrevivéncia celular. O percentual de
sobrevivéncia foi aumentado frente ao tratamento com ficocianina nas cepas deletadas ao
gene sirl, sir2 e sir4 e na cepa controle. A delecdo do gene sir3, foi a que apresentou menor
influéncia no percentual de sobrevivéncia frente ao tratamento com ficocianina. A cepa
deletada ao gene sir2 foi a que melhor reconheceu o tratamento com ficocianina. O
tratamento com ficocianina mostrou beneficio na viabilidade celular.

1. INTRODUCAO

Recentes evidéncias sugerem que o0 uso de substancias naturais como a de
diferentes compostos fenolicos, apresentam capacidades funcionais que podem
proporcionar 0 aumento da vida pela atenuacdo do estresse oxidativo, inibicdo da
incidéncia de patologias relativas a idade, aumento da imunidade e diminuicdo de
processos inflamatorios. Dentre estas substancias, o resveratrol tem sido investigado em
diferentes modelos experimentais com estes objetivos. Os estudos de outras moléculas
potenciais tornam-se, por estes motivos de grande importancia para a potencializacao
destas pesquisas. Um antioxidante em potencial deve eliminar radicais livres
especificamente, quelar metais; interagir com outros antioxidantes, ter um efeito
positivo na expressao génica, ser completamente absorvido, ter uma concentracao
relevante em tecidos e biofluidos e agir em ambos ambientes (Silva, 2007).

Os antioxidantes sdo substancias utilizadas na preservacdo dos alimentos, pois
retardam a sua deterioracao, rancidez e descoloracdo que séo decorrentes do processo de
oxidacdo. O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio nos anos 80 (Soares,
Andreazza e Salvador, 2005; Coneglian et al., 2011). Estas substancias podem atuar no
processo de preservacdo de vérias formas, incluindo a complexacdo de ions metalicos,
sequestro de radiais livres e decomposicdo de peroxidos (Coneglian et al., 2011).
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A Spirulina é uma cianobactéria que habita meios diversos como solos, areias,
pantanos, lagos alcalinos e aguas salobras, marinhas e doces. Por meio da fotossintese,
converte 0s nutrientes em matéria celular e libera oxigénio. Os primeiros relatos do uso
da Spirulina na alimentacdo datam da pré-historia, a partir da informacéo de que tribos
de cacadores coletavam massas gelatinosas de algas verde-azuladas e as consumiam
cruas ou cozidas. Para enriquecer suas dietas, também consumiam algas filamentosas
coletadas em lagos alcalinos, as quais sdo conhecidas como sendo do género Spirulina
(Richmond, 1990; Andrade e Costa, 2008).

A Spirulina platensis é legalmente autorizada como alimento ou complemento
alimentar na Europa, Japdo e Estados Unidos pelo FDA, gue recentemente, emitiu o
primeiro certificado Generally Recognized as Safe (GRAS) para a Spirulina,
deliberando o seu uso como alimento sem apresentar risco a satde. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reconheceu a Spirulina como ingrediente
que pode ser utilizado nas formulacGes de alimentos, sendo que a recomendacao diaria
de consumo do produto deve ser limitada a 1,6 g (Von Der Weid et al., 2000).

As cianobactérias tém recebido atencdo especial devido a presenca de pigmentos,
dentre eles, carotendides, clorofila e biliproteinas, os quais conferem diferentes
propriedades funcionais. A Spirulina platensis tem como seu principal pigmento a
ficobiliproteina, ficocianina. Para tal, esta microalga apresenta-se como estimulante ao
sistema imunolégico. Em muitos paises, o pigmento € usado como suplemento
alimentar, devido ao seu potencial nutracéutico, anti-inflamatorio, antibacteriano, no
perfil lipidico, neuroprotetor e anti-estressor, observados em diferentes modelos
experimentais, na prevencao de certos tipos de canceres, antioxidante (Von Der Weid et
al., 2000; Bertolin et al., 2009;).

A ficocianina principal componente do extrato aquoso de Spirulina platensis,
possui caracteristicas importantes como: ser uma proteina natural, de cor azul Unica, boa
solubilidade em &gua, alta estabilidade na faixa de pH 5-7, fluorescéncia e propriedades
terapéuticas, com atividades antioxidante e anti-inflamatéria com uma promissora
aplicacdo em diagnosticos, pois o purificado possui propriedades fluorescentes que
possibilita a utilizacdo em ensaios imunolégicos (Deng e Chow, 2010).

Por ser um pigmento natural, pode ser utilizado na industria de alimentos, como
corante, por exemplo, em sucos e gomas € na inddstria de cosméticos, substituindo os
corantes sintéticos (Chu et al., 2010).

O uso de modelos experimentais torna-se importante para a universalizacdo de
conhecimentos relativos ao prologamento da vida. As células de levedura
Saccharomyces cerevisiae sdo utilizadas em larga escala para estudos dos fenémenos da
bioquimica, biologia celular e molecular, caracterizando-se como um dos melhores
modelos de sistema eucariotico unicelular para tais estudos. Seu metabolismo é
semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativacao
metabolica e de detoxificacdo. Apesar das diferencas de complexidade entre leveduras e
humanos, o estudo do envelhecimento em leveduras tem mostrado informacgoes
importantes em vias que modulam o processo do envelhecimento em mamiferos
(Mannarino et al., 2008).

Outro fator que colabora para que estes microrganismos sejam uma étima escolha
de modelo experimental para estudos da resposta celular, é a facilidade de obtencédo de
cepas mutantes através de técnicas de genética classica e molecular. Em adicéo, o seu
pequeno tempo de geracdo quando comparado com as células animais e 0 seu genoma
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completamente mapeado. Por estas razbes, a levedura Saccharomyces cerevisiae
caracteriza-se como um dos melhores modelos de sistema eucariético unicelular para
estudos de estresse oxidativo (Mannarino et al., 2008).

Neste contexto, objetiva-se avaliar o potencial antioxidante e ativador do gene Sir
através do pigmento ficocianina em células de levedura Saccharomyces cerevisiae
deletadas ou ndo ao gene Sir.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Antioxidante

O composto antioxidante analisado foi a ficocianina principal pigmento da
microalga Spirulina platensis.

2.2 Modelo experimental

A levedura Saccharomyces cerevisiae deletada ao gene sir IA, sir2A, sir3A e
sir4A e controle foram obtidas da Euroscarf, Frankfurt, Germany. O Quadro 1 apresenta
as linhagens que serdo utilizadas nos experimentos.

As linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae foram mantidas em meio
YPD sob refrigeracéo a 4 °C, como apresentado no Quadro 1. A manutengdo dos micro-
organismos foi realizada através de repiques periédicos em meio YPD. No caso das
cepas mutantes sir 1A, Sir2A, sir3A e sir4A, 0 meio de cultura seré acrescido de 0,02 %
de geneticina. As culturas serdo mantidas a 4° C em agar inclinado (cultura estoque).

2.3 Condicdes de cultivo

As células, retiradas de um repique fresco em meio solido YPD 2 %, foram
cultivadas em erlenmeyers, contendo 20 % do seu volume preenchido por meio YPD 2
%. Apos a realizagdo do inoculo, as culturas foram incubadas a 28 °C em agitador
orbital ajustado para 160 rpm até a primeira fase exponencial de crescimento (entre 0,5
e 0,9 mg de peso seco de células/mL). Nesta fase, as células crescidas em YPD 2 %
apresentam um metabolismo fermentativo, utilizando a glicose presente no meio como
unica fonte de carbono e ndo dependendo do oxigénio como aceptor final dos elétrons.

2.4 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi analisada em meio sélido YPD 2 % antes e apés
envelhecimento (Eleutherio et al., 1995). As placas foram incubadas a 28 °C por 72 h e
0 nimero de colbnias contado. O percentual de sobrevivéncia foi determinado de acordo
com Eleutherio et al. (1995).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A longevidade celular foi verificada através do percentual de células viaveis
(percentual de sobrevivéncia) apos o processo de envelhecimento. A Tabela 1 apresenta
as médias + desvio padrao do percentual de sobrevivéncia para os diferentes tratamentos
nas cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae.
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Tabela 1 - Valores médios do percentual de sobrevivéncia (%) para os diferentes
tratamentos na Saccharomyces cerevisiae em 24 h de envelhecimento

Tratamentos 2% glicose
24h

Controle 14,61 + 2,81

Controle + FC* 24,19 + 3,05

sirl 27,93 £ 0,54

sirl + FC* 33,29 +1,43

sir2 32,62 2,62

sir2 + FC* 64,34 + 4,62

sir3 40,23+1,21

sir3 + FC* 42,31 +£6,42

sird 21,78 £ 8,31

sir4 + FC* 30,35+ 9,03

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que o percentual de
sobrevivéncia foi superior nas cepas deletadas aos genes sirl, sir2, sir3 e sird em
relagdo a cepa controle. Essa superioridade foi estatisticamente significativa apenas para
as cepas deletadas aos genes sir2 e sir3.

No cultivo de células em 2 % de glicose acrescidas de ficocianina (P + FC),
observa-se que o percentual de sobrevivéncia também foi superior nas cepas deletadas
para 0s genes sirl, sir2, sir3 e sir4 em relacdo a cepa controle. Diferencas estatisticas
foram observadas apenas nas cepas deletadas aos genes sir2 (p = 0,000) (p < 0,05) e
sir3 (p =0,010) (p < 0,05) (Tabela 4).

Quando analisamos cada cepa de forma individual, nos cultivos 2% de glicose +
ficocianina (P + FC) e 2% glicose (P), verificamos que o resultado mostrou que no
envelhecimento de 24 h, todas as cepas cultivadas no tratamento 2 % de glicose +
ficocianina (P + FC), mostraram percentual de sobrevivéncia superior aos do cultivo
com 2% glicose (P). Nesta comparacdo, foram encontradas diferencgas significativas
apenas para a cepa deletada para o gene sir2.

O percentual de sobrevivéncia foi aumentado frente ao tratamento com
ficocianina nas cepas deletadas ao gene sirl, sir2 e sir4 e na cepa controle. Foi possivel
observar que a delecdo do gene sir3, foi a que apresentou menor influéncia no
percentual de sobrevivéncia frente ao tratamento com ficocianina. Este comportamento
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ndo apresentou diferencas estatisticas. Os resultados mostraram que, no processo de
envelhecimento, as cepas tiveram maior sobrevivéncia quando expostas a ficocianina
em relacdo as ndo expostas.

O estudo de Bescos, Estrada e Fresno (2008), analisou 0s componentes
antioxidantes da Spirulina platensis, concluindo que a ficocianina é o principal
componente responsavel pela defesa antioxidante das células. Em outra pesquisa, 0s
mesmos autores, estudaram células de neuroblastoma humano. O estudo teve como
objetivo estudar a possibilidade da ficocianina ser um agente de protecdo da toxicidade,
atuando na prevencéo e/ou tratamento de doencas degenerativas. No estudo, o estresse
oxidativo foi induzido pelo Ferro (Fe® +). As células quando expostas ao extrato
protéico, foram capazes de reduzir os efeitos induzidos com Fe’ +, aumentando
significativamente os niveis celulares das enzimas com atividade antioxidante incluindo
glutationa peroxidase (GPX), glutationa selénio-dependente (GPX-Se) e glutationa
oxidase redutase (GR) (GSH, GR, GPx) (Bescos, Estrada e Fresno, 2008).

A literatura mostra que a Spirulina e seus pigmentos antioxidantes podem
prevenir ou inibir o cancer em seres humanos ou animais. Os estudos in vitro sugerem
que os polissacarideos da Spirulina aumentam a atividade enzimética do nucleo da
célula e reparo na sintese do DNA (Pang et al., 1998; Besco6s, Estrada e Fresno 2008).

4. CONCLUSAO

O uso da terapia com ficocianina mostrou beneficio no percentual de sobrevivéncia
celular do modelo levedura Saccharomyces cerevisiae.
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