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RESUMO

O processo do envelhecimento é uma caracteristicacth de vida dos organismos vivos, nos quais
ocorrem altera¢cdes morfolégicas funcionais e bimigds. Dentre as muitas das teorias que explicam
0 envelhecimento, a teoria dos radicais livres (RUma das mais abrangentes e aceita na atualidade.
Estratégias como a restricao caldrica (RC) e odesantioxidantes podem contribuir na atenuacao de
RL e na longevidade. Objetivou-se avaliar os efaite RC e da ficocianina na viabilidade da levedura
Saccharomyces cerevisia@ cada 24 h realizaram-se as determinagfes deagem de células
viaveis, dosagem do dano oxidativo através do met@RARS. O cultivo controle apresentou o maior
percentual de morte celular (PMC), de 93 % em 2 lrultivo. O uso de ficocianina aliada a RC
diminuiu o0 PMC para 53 %. O cultivo controle adi@oo de ficocianina apresentou menor apoptose
(PMC), de 19 %, e o cultivo com RC néo apresentotarcelular no periodo analisado. Os valores de
TBARS para os tratamentos com RC e com ficocianm@empo de 72 h, foram menores que os do
tratamento controle, o que pode indicar que a Rdieocianina atenuaram o processo oxidativo no
modelo experimental.

Palavras-chave:Envelhecimento, radicais livres, antioxidantes.
1 INTRODUCAO

O processo do envelhecimento é um fenbmeno progoes®mum a todos 0s seres
vivos, sendo caracterizado por modificagbes mogiols, fisiologicas, bioquimicas e
psicologicas. As projecoes elaboradas pela Orgegmzélacdes Unidas (2006) indicam que
no Brasil os idosos com mais de 65 anos dever&apds 10 milhdes para 50 milhdes entre

2000 e 2050 e os idosos com mais de 80 anos irssapde 1,7 milhdes para quase 14
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milhdes no mesmo periodo. Estes dados mostram essidade de mudancas politicas e
sociais a essa nova realidade (BERTOLIN et al.6200

As diversas teorias que buscam esclarecer o femdrde envelhecimento
humano divergem na orientacdo tedrica, e carecemondgrovacao definitiva. Dentre as
teorias existentes a teoria dos radicais livrasna das mais aceita na atualidade. Os radicais
livres sdo moléculas instaveis contendo atomosaguesentam pelo menos um elétron néo
compartilhado no seu orbital externo o que os tannéo instaveis e reativos. Estas espécies
intervém nos transtornos do metabolismo podendar estacionados com a etiologia de
varias doencas, como: cardiopatias, ateroscle@eer pulmonar, Alzheimer, Parkinson
entre outras (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Para proteger a célula destes subprodutos dessutig organismos contam com seus
sistemas de defesa, o0s antioxidantes enzimaticasdcece enzimaticos, porém com o
envelhecimento estes sistemas sao enfraquecidddARHO, JORGE, 2006).

A ficocianina € o principal pigmento da microal§airulina platensise tem sido
relatada em diferentes estudos pela capacidadidigaa as substancias reativas ao oxigénio
geradas durante os processos oxidativos. A diddarestricdo caldrica é evidenciada por
diversos autores como uma possibilidade de atemeatresse oxidativo, contribuindo com a
diminuicao do processo do envelhecimento (SILVA&FARINATTI, 2002).

Desta forma, objetivou-se verificar como a restricalorica conjugada com o uso de
antioxidante natural, a ficocianina, podem conirijpara a atenuacdo do processo do
envelhecimento, através da diminuicdo do dano tixma

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS
2.1.1 Microrganismo e manutengao
A levedura Saccharomyces cerevisiaei isolada de fonte comercial (fermento

bioldgico comercial), através de repicagens sucass, mantida em meio GYMP (20 g/L de
glicose, 10 g/L de extrato de malte, 5 g/L de &tk levedura, fosfato de s6dio monobasico
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2 g/L e 20 g/L de agar) sob refrigeracao a 4 °@akutencao do microrganismo foi realizada
atraves de repiques periddicos em meio GYMP. Atuad foram mantidas a 4 °C em agar

inclinado (cultura estoque).

2.1.2 Delineamento experimental

Os tratamentos experimentais para a verificacaefeibo da restricdo caldrica e da
ficocianina no cultivo da levedur&accharomyces cerevisideram: controle (2 % de
glicose), RC de 20 %, RC de 10 %, RC 30 %, controtescido de 1 % de ficocianina e RC

30 % acrescido de 1 % de ficocianina.

2.2.3 Preparo dos in6culos e meios de cultivo

Os preé-indculos foram obtidos pela transferén@a dolonias, mantidas em meio
GYMP, para tubo de ensaio com 10 ml de caldo (8P com supressédo do agar com pH
inicial 5,5), os quais foram incubados em estud® 4C por 24 h. Os in6culos foram obtidos
pela adicdo de 10 ml do pré-in6culo em erlenmegel®0 ml contendo 80 mL de caldo
GYMP, os quais foram incubados em agitador orlgamnostatizado a 150 rpm e 30 °C
durante um periodo de 24 h.

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de b0 com 160 mL de meio de
cultivo conforme cada tratamento. A cada erlenméyerm adicionados 16 mL do in6culo
(10% do volume inicial). Os -cultivos foram condumd para um agitador orbital

termostatizado (150 rpm, 30 °C), para o crescimdat@vedura em aerobiose.
2.2.4 Determinacdes analiticas
2.2.4.1 Determinacao de células viaveis
Foram retirados 1 mL de amostra de cada tratanengalizadas diluicdes em séries
com solucéo salina 0,8 %. A partir de cada diluiigiam inoculados em placa de Petri, em

triplicata, contendo o meio GYMP através da técdeaspalhamento em superficie com alca

de Drigalsky. As placas foram incubadas por 24304 e as colbnias foram contadas em
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contador de colénias marca Phoenix CP 680. Ostaglmd foram expressos em unidades
formadoras de colénias por mL (UFC.mL-1). Para astrocdo da curva de viabilidade
celular da levedura (Células viaveis (log UFC.mLvéjsus tempo (h)) e da analise estatistica
os valores de UFC.mL-1 foram normalizados aplicaseltog da contagem de UFC.mL-1.

2.2.4.2 Determinacdo das Substancias Reativasido A¢cTiobarbitirico —- TBARS

A dosagem do dano oxidativo foi realizada atralee$écnica TBARS de acordo com
Esterbauer e Cheeseman (1990). As analises de TBAR®& realizadas somente nos
experimentos Controle (C), Controle adicionado idedtanina (C + F), Restricdo 30 % (R 30
%) e Restricdo 30 % mais Ficocianina (R 30 % +J5)resultados foram obtidos utilizando-
se da dosagem de proteina e das absorbancias tdodeesTBARS. A concentragdo de
proteinas foi realizada pelo método de Lowry (19819olucédo padrédo utilizada foi albumina

bovina.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Determinacao de células viaveis

A Tabela 1 apresenta os resultados de contager@ldes viaveis (UFC/ml) ao longo
do tempo de cultivo. A contagem de células viave@stra que o cultivo controle, o qual
possui maior concentracdo de glicose, apresentomaigr crescimento celular nas primeiras
48 horas, porém, apos este periodo, apresentour rapaptose celular. O cultivo com
restricdo apresentou menor crescimento celular @agédo ao controle e, também, menor
apoptose celular ap6s as 48 horas de cultivo.

A analise estatistica demonstra que os meios tigacapos as 72 horas mantiveram a
viabilidade celular constante e que o cultivo castnicdo e ficocianina apresentaram menor
declinio de células viaveis a partir do tempo déndfas. Portanto, o cultivo com restricao e
com ficocianina sdo mais favoraveis & levedura elacéo ao meio controle. Para que os

resultados fossem confirmados fez-se o percentuadlicdo (percentual de morte celular).
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Tabela 1: Resultados da analise estatistica dagemt de células viaveis

Tempo Restricdo Controle + Restricdo +
Controle o S
(h) 30% Ficocianina Ficocianina
0 6,67+ 0,78 6,94+0,16 7,10+0,08 6,72+0,1%
24 8,16+ 0,07 8,00+0,086 8,12+0,08 8,38+0,14
48 9,36+ 0,02 8,17+0,19 8,26+0,18 8,15+0,26
72 8,21+ 0,08° 8,25+0,08 8,19+0,08° 7,88+0,0%

96 7,92+ 0,06 8,14+0,08 8,53+0,08 8,66+0,10

* Letras diferentes em uma mesma linha correspondedifeenca significativa pelo Teste de Tukey com o

p<0,05. Os valores das médias sao relativas aokadss experimentais das analises realizadasiglindta.

A Tabela 2 apresenta os resultados de porcentagemode celular que relaciona a
concentracdo celular no tempo de 72 horas em cagg@com o tempo de 48 horas, onde foi

observado o pico de crescimento.

Tabela 2: Percentual de morte celular em 72 harasrelacéo ao cultivo em 48 horas

Tratamento Morte celular (%)
Controle 92,73
Restricdo 30% 0,00
Controle + Ficocianina 18,77
Restricdo 30% + Ficocianina 52,60

Pode-se observar, a partir dos resultados obtales,0 cultivo controle teve maior
percentual de morte celular, 92,73 %, com relag&odamais cultivos. Observou-se também
que o cultivo restricdo 30% e o cultivo controleisrfacocianina foram 0s que apresentaram
melhores resultados, ou seja, apresentaram meroptoge celular, 0,00 % e 18,77 %
respectivamente, indicando que a restricdo e aifinma, quando usados como fator isolado,
auxiliam na viabilidade celular da levedura, porényso de ficocianina mais restricao de
forma concomitante apresentou valores de PMC d605%. Este resultado pode estar
caracterizando efeito pré-oxidante quando aplicaeseinergismo da restricdo com a

ficocianina.
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2.2.2 Determinacédo das substancias reativas a@&eidobarbitirico —- TBARS

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pelsani@ TBARS.

Tabela 3: Valores de TBRAS (mg MDA/mgeind para os tratamentos no decorrer do tempo

o Controle + Restrigéo +
Tempo (h) Controle* Restricao* o o
Ficocianina* Ficocianina*
0 28,989+6,4212 27,441+3.764  18,025+2,249% 17,801+1,064
24 4,951+0,3042 5,593+0,949 5,166+0,7312 8,082+1,7742
48 10,733+0,2422 6,674+0,885 6,656+0,9682 7,480+1,6412
72 10,127+1,0052 7,544+0,345  6,415+0,523 6,133+0,338

* Resultados de média + desvio padréo; letraseatiters em uma mesma linha correspondem

a diferenca significativa (p < 0,05) pelo TesteTd&ey.

Pode-se observar, conforme mostra a Tabela 3psgueiltivos apresentaram valores
decrescentes de TBARS no tempo de 0 a 24 horasiltieoce que, apds as 24 horas,
apresentaram oscilagbes em seus valores. Estdsadesupodem ter ocorrido devido aos
acucares, nomeadamente a sacarose e a glicosterirdey na analise exercendo um forte

efeito sinérgico na formacgéo de TBARS, superestitoatessa forma a extensdo da oxidacao.

3 CONCLUSAO

Os tratamentos com RC de 30 % e com 1% de ficomamoladamente, promoveram
a manutencgao da viabilidade celular, corroboraraio a teoria do aumento da longevidade
pelo uso de antioxidantes.
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