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RESUMO – O processo de peroxidação lipídica é iniciado pela reação de um radical 

livre (RL) com ácidos graxos insaturados, presentes nas membranas celulares e nas 

lipoproteínas. Estudos com antioxidantes têm evidenciado benefícios destes na 

peroxidação lipídica. Em vista disso, objetivou-se verificar o efeito protetor da 

ficocianina na lipoperoxidação na levedura Saccharomyces cerevisiae mutantes ao gene 

Sir. As cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae utilizadas foram controle e 

deletadas aos genes Sir. As células foram crescidas em meio YPD 2 %. As cepas foram 

submetidas a 24 h de envelhecimento e coletadas para avaliação dos níveis de 

lipoperoxidação nos tempos 0 h e 24 h. A análise da lipoperoxidação foi realizada pelo 

método TBARS (substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico). O tratamento com 

ficocianina atenuou a lipoperoxidação em todas as cepas, com destaque para cepa 

deletada ao gene Sir 3, corraborando para uma possível ação protetora da ficocianina. 

 

 

1. INTRODUÇÃO  

Um dos principais mecanismos de lesão causada pelo estresse oxidativo é a 

oxidação da camada lipídica da membrana celular, a lipoperoxidação (LPO). Este 

processo provoca alterações estruturais e funcionais da membrana, como principalmente 

a sua perda de integridade, permeabilidade e fluidez, podendo levar à morte celular 

(Sampaio e Moraes, 2010).  

Os lipídios quando oxidados possuem alta capacidade de gerar RL, uma vez que a 

peroxidação lipídica é a reação do oxigênio molecular com lipídios insaturados. Esta 

reação de oxidação ocorre devido a fatores ambientais ou pela ação enzimática - pela 

catalisação de enzimas lipoxigenases ou pelos RL formados nos processos metabólicos 

(Araújo, 2004).  

 A partir disso, ocorrem alterações nas membranas celulares, alterando a 

permeabilidade, resultando na perda da seletividade na troca iônica e liberação do 

conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e formação de 

produtos citotóxicos, como o malondialdeído (MDA), culminando com a morte celular 

(Lehninger; Nelson e Cox, 2002). A lipoperoxidação também pode estar associada aos 
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mecanismos de envelhecimento, de câncer e à exacerbação da toxicidade de 

xenobióticos (Ferreira e Matsubara, 1997). 

Os produtos resultantes da peroxidação lipídica são parâmetros importantes para o 

monitoramento do dano causado por ERO em lipídeos (Vasconcelos et al., 2007). Esses 

são instáveis e se degradam em vários produtos secundários como o MDA. Os níveis de 

MDA são largamente utilizados como marcadores da peroxidação lipídica nos estados 

de estresse oxidativo (Yildirim et al., 2007) 

O processo de reparo das lesões está relacionado com a remoção de danos da 

molécula de DNA e a reconstituição das membranas celulares danificadas. Os estudos 

com antioxidantes têm evidenciado benefícios no uso de nutrientes isolados no 

tratamento e prevenção de doenças relacionadas ao envelhecimento. Estes são agentes 

responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos radicais livres nas 

células dificultando o ataque das espécies reativas sobre os lipídeos. No entanto, o efeito 

deletério do deste processo varia de um organismo para outro, de acordo com a idade, 

estado fisiológico e a dieta (Bertolin et al., 2009). 

Na atualidade, o interesse pelo desenvolvimento de terapias antienvelhecimento 

vem crescendo exponencialmente, contudo muitas contribuições nessa linha de pesquisa 

ainda se fazem necessárias. Percebe-se a partir de estudos já existentes, que a dieta sob-

restrição calórica contribui com a longevidade, em razão da menor geração de EROs. A 

dieta sob RC tem sido relatada por diversos autores, contribuindo com a diminuição do 

processo do envelhecimento. O uso de compostos naturais e suplementos alimentares 

também têm sido alvo de muitos estudos com relatos de que estes agem de forma 

benéfica em muitos sistemas biológicos (Bescos et al., 2008). 

A ficocianina é principal pigmento da cianobactéria Spirulina platensis. O 

interesse em recursos biológicos, em especial as algas, como fontes de substâncias 

antioxidantes vem crescendo de maneira significativa. Os estudos mostram que as algas 

como peptídeos de polissacarídeos e ficobiliproteínas podem afetar a multiplicação de 

tumores (Liu et al., 2000). 

Ambrosi et al. (2011) mostraram que a microalga pode ser utilizada como 

alimento pelo homem devido a sua composição química, que apresenta elevada 

quantidade e quantidade de aminoácidos essenciais, minerais, ácidos graxos 

poliinsaturados e vitaminas. Possui grande quantidade de compostos fenólicos, tocoferol 

e pigmentos como carotenóides, ficocianina e clorofila (Ambrosi et al., 2011). 

A cianobactéria apresenta características que sugerem aplicações clínicas, 

conferindo efeitos terapêuticos em pacientes acometidos de diversas patologias. Estudos 

clínicos e epidemiológicos estabeleceram uma relação inversa entre a ingestão de 

compostos antioxidantes e a incidência de doenças crônicas degenerativas, 

epidemiológicas, como as cardiovasculares além de apresentar-se como estimulante ao 

sistema imunológico (Andrews et al., 2010).  

Os compostos extraídos de microalgas como a Spirulina platensis são 

reconhecidos mundialmente devido ao deu uso na alimentação humana e como 

alimentos funcional e nutracêutico (Bertolin et al., 2009). 
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As sirtuínas compreendem um grupo de proteínas desacetilizadoras dependentes 

da coenzima NAD (Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo), envolvidas no controle do 

metabolismo energético e associadas à longevidade. Além das histonas, um crescente 

número de proteínas tem sido identificado como alvo das sirtuínas, entre eles estão 

proteínas estruturais e diversos fatores de transcrição (Gallinari, et al. 2007). 

Enquanto cada sirtuína é um produto de um gene específico, a expressão destes 

genes e a atividade das enzimas nos tecidos são fortemente afetadas por mudanças no 

ambiente como dieta e estilo de vida. Alguns fatores reportados por influenciarem na 

expressão destes genes incluem: RC, exercício, álcool, fumo, exposição ao frio, estresse 

oxidativo, administração de compostos como resveratrol, quercetina e melatonina 

(Gallinari, et al. 2007). 

Com o exposto acima, objetivou-se verificar o efeito protetor da ficocianina na 

lipoperoxidação na levedura Saccharomyces cerevisiae mutantes ao gene Sir. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Antioxidante 

O composto antioxidante analisado foi a ficocianina (FC) principal pigmento da 

microalga Spirulina platensis. 

2.2  Modelo experimental 

A levedura Saccharomyces cerevisiae deletada ao gene sir 1∆, sir2∆, sir3∆ e 

sir4∆ e controle foram obtidas da Euroscarf, Frankfurt, Germany. O Quadro 1 apresenta 

as linhagens que serão utilizadas nos experimentos. 

As linhagens de levedura Saccharomyces cerevisiae foram mantidas em meio 

YPD sob refrigeração a 4 °C, como apresentado no Quadro 1. A manutenção dos micro-

organismos foi realizada através de repiques periódicos em meio YPD. No caso das 

cepas mutantes sir 1∆, sir2∆, sir3∆ e sir4∆, o meio de cultura será acrescido de 0,02 % 

de geneticina. As culturas serão mantidas a 4° C em ágar inclinado (cultura estoque).  

2.3 Condições de cultivo 

As células, retiradas de um repique fresco em meio sólido YPD 2 %, foram 

cultivadas em erlenmeyers, contendo 20 % do seu volume preenchido por meio YPD 2 

%.  Após a realização do inóculo, 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 

única fonte de carbono e não dependendo do oxigênio como aceptor final dos elétrons.  

2.4 Oxidação de lipídios pelo método de TBARS 

Inicialmente foram recolhidas por centrifugação cerca de 50 mg de células antes e 

após 1 e 24 h de exposição a 0,8 mg/mL de ficocianina. As células foram lavadas duas 

vezes com água destilada gelada, ressuspensas em 500 μL de TCA 10% (ácido tri-cloro 

acético) e transferidas para tubo de parede grossa. Foram adicionadas 1,5g de pérolas de 
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vidro e as células rompidas sob agitação vigorosa com 6 ciclos de 20 s  no vortex e 20 s 

no gelo. 

O extrato foi recolhido em micro tubo e as pérolas de vidro lavadas com 500 μl de 

TCA 10%, sendo recolhidos no mesmo eppendorf. Após a lise os extratos foram 

centrifugação a 4000 rpm, sendo o sobrenadante coletado e utilizado para as análises de 

peroxidação lipídica através do método TBARS (substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico). 

O ensaio foi realizado conforme a Tabela 1. 

Tabela 1: Composição das soluções para utilização na metodologia TBARS 

 Branco Amostra 1 

(mL) 

Amostra 2 

(mL) 

Água destilada 0,3 0,15 - 

EDTA 0,1 M 0,1 0,1 0,1 

Extrato - 0,15 0,15 

Ac. Tiobarbitúrico 

1% em NaOH 0,05M 

0,6 0,6 0,6 

Volume total 1 1 1 

 

A mistura reacional foi incubada a 100ºC por 15 minutos. Os tubos foram 

resfriados e a absorbância medida espectrofotometricamente a 532nm. 

 A dosagem foi determinada de acordo com Steels, Learmonth e Watson (1994).   

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A oxidação de lipídeos foi verificada através do método TBARS, obtida antes e 

após o envelhecimento de 24 h. A Tabela 2 apresenta a média ± desvio padrão de dois 

experimentos independentes.  

Tabela 2 - Valores médios de peroxidação lipídica (pmoles MDA/mg de cel.) para 

os diferentes tratamentos na Saccharomyces cerevisiae 

 

Tratamentos 2% glicose 

0h 24h 

Controle 167,24 ± 40,08 314,56 ± 56,46 

Controle + FC*  196,72 ± 11,49 

sir1 255,66 ± 41,06 377,54 ± 209,15 

sir1 + FC*  338,16 ± 122,13 

sir2 197,46 ± 66,48 483,90 ± 114,8 

sir2 + FC*  354,65 ± 40,56 

sir 3 137,61 ± 51,55 551,12 ± 111,25 

sir3 + FC*  390,22 ± 202,47 

sir4 178,36 ± 95,24 388,11 ± 287,03 

sir4 + FC*  253,81 ± 40,23 

*cepas submetidas a 1h de cultivo em presença da ficocianina. 
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Com o intuito de verificar o aumento de peroxidação lipídica devido ao processo 

de envelhecimento cronológico, os resultados foram expressos como a razão entre o 

nível de peroxidação lipídica após 24 h de envelhecimento e antes do envelhecimento (0 

h) em todas as cepas. 

Podemos perceber que as cepas deletadas aos genes sir (sir1, sir2, sir3 e sir4), 

apresentaram maiores parâmetros de peroxidação lipídica quando comparadas à cepa 

controle, com exceção da cepa deletada ao gene sir1, que mostrou parâmetros de 

peroxidação lipídica inferiores em relação à cepa controle. 

Quando tratadas com ficocianina (P + FC), todas as cepas apresentaram maiores 

valores de peroxidação lipídica em relação à cepa controle, com destaque para a cepa 

deletada ao gene sir3. Este resultado não apresentou diferenças significativas. 

Comparando cada cepa de forma individual, nossos resultados mostraram que, quando 

submetidas ao tratamento com ficocianina, as cepas de leveduras Saccharomyces 

cerevisiae deletadas aos genes sir (sir1, sir2, sir3 e sir4) e controle, apresentaram níveis 

de peroxidação lipídica inferiores, em relação às cepas ausentes de ficocianina.  

Romay, Ramirez e González (2001), investigaram a atividade antioxidante da 

ficocianina frente à peroxidação lipídica microssomal, utilizando microssomas de fígado 

de ratas. No estudo foi observado que a ficocianina mostrou ser mais entre 6 e 7 vezes 

mais eficiente que outros dois antioxidantes (ácido ascórbico e trolox). Ao final do 

estudo, os autores consideraram que a ficocianina reúne os requisitos para transformar-

se em um candidato a fármaco. 

O estudo de Bescos et al., (2008), realizado em neuroblastomas humanos, 

demonstra que a ficocianina é um potente eliminador de radicais hidroxila e peróxidos, 

tendo a capacidade de inibição da peroxidação lipídica. 

Os resultados da pesquisa de Khan et al. (2005) sugeriram a prevenção do 

aumento do MDA no tecido cardíaco em camundongos tratados com Spirulina, quando 

a cardiotoxicidade era induzida pela Doxorrubicina, um fármaco amplamente utilizado 

no tratamento de cânceres. Ainda, os níveis séricos de MDA foram reduzidos em ratos 

jovens tratados com Spirulina no estudo de Sharma, Sharma, Sharma (2005). Outros 

autores verificaram que indivíduos jovens que receberam Spirulina diminuíram a 

peroxidação lipídica em análise sanguínea (Lu et al, 2006). 

 

4. CONCLUSÃO 

O uso da terapia com ficocianina mostrou benefício na peroxidação lipídica analisada 

no modelo levedura Saccharomyces cerevisiae. 
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