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RESUMO

Recentes evidencias sugerem que 0 uso de compastasidantes, apresentam capacidades
funcionais que podem proporcionar o prolongamentwida (life span) pela atenuagdo do estresse
oxidativo. O presente trabalho visou verificar otgmzial antioxidante da microalg@pirulina
platensise da ficocianina em células da leved&accharomyces cerevisiaebmetidas a estresse
quimico induzido pelo herbicida Paraquat. A cada 2dalizaram-se as contagens de células viaveis e
dosagem do dano oxidativo através do teste do Aitlmbarbitdrico (TBA). Os cultivoSpirulinae
ficocianina mostraram-se favoraveis para a viadd@celular da levedu@accharomyces cerevisiae
Os valores de TBARs para os tratamersrulina e com ficocianina no tempo de 72 h foram
menores que os do tratamento controle.

Palavras-chave:Antioxidantes Spirulina platensislevedura.
1 INTRODUCAO

Na atualidade a busca por substancias naturaigpotencial funcional aparecem com
grande interesse, visto desde a perda de alimdetmsrentes de processos oxidativos até a
incidéncia ou a causa de patologias e morte pocecailzheimer, Parkinson, Diabetes,
sarcopenia, doencas cardiovasculares, processmsatbrios. Entre os antioxidantes naturais
destaca-se a cianobactéria Spirulina platensis diéenentes propriedades funcionais, com
énfase, a antioxidante. Esta propriedade é caizader principalmente pelo seu pigmento
ficocianina (HALLIWELL, 2000; ESTRADA , 2001).
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Varios estudos tém sido realizados evidenciandefeitos terapéuticos dapiruling,
que incluem sua utilizacdo na reducdo da hipersstdsmia (BERTOLIN et al., 2009;
DENG e CHOW, 2010), na prevencdo de certos tiposéieeres, como antiinflamatoério
(SHIH et al., 2009; DENG e CHOW, 2010), e melhovaststema imunoldgico (ESTRADA,
BESCO, 2001; BERTOLIN et al., 2009), no life spa@ whodelos experimentais como
roedores (HARRISON et al.; 2009), leveduras (MORCIE#t al., 2010), moscas de frutas
(KAPAHI et al.,, 2004), vermes (LEE et al., 2006)npatas (COLMANN, 2009). Estas
investigacoes vém sendo estudas no sentido d@&das para o homem.

Os processos oxidativos sdo decorrentes de agexitstes enddgenos e exdgenos.
O herbicida Paraquat € um agente oxidante atuaiééoglo o fluxo de elétrons e impedindo a
reducdo do NADPH causando a formagéo de radicaiévieis, reativos com a molécula de
oxigénio (ERO). Por estes motivos caracteriza-seocam importante agente oxidante em
experimentos para a avaliacdo de substancias deitdade antioxidante (HENRIQUES, et
al., 2001).

O mecanismo bioldgico responsavel pela longevidadece de informacdes, algumas
hipoteses tém sido propostas, tais como: hipotesereducdo da gordura corporal e
sinalizacdo da insulina, hipotese da reducdo ddugém de espécie reativas de oxigénio e
atenuacao dos danos oxidativos (FONTANA et al.02@VANS et al., 2010).

A avaliacdo da capacidade antioxidante empregansiaias quimicos é, em geral, de
dificil execucgéo, além de n&o considerado reprateas das condi¢cbes celulares do homem.
Os ensaios microbianos, utilizando-se células @itos, mostram-se muito adequados na
determinacdo da capacidade antioxidante, congliuse em testes rapidos, sensiveis,
econdmicos e reprodutiveis (MORCELLI et al., 20BBTOW, ZARSE, 2010)

Desta forma, objetivou-se verificar o potenciali@itiante da microalg&pirulina
platensise da ficocianina em células da leved@accharomyces cerevisiaibmetidas a

estresse quimico induzido pelo herbicida Paraquat.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Microrganismos e sua manutencao

A levedura Saccharomyces cerevisia®ei 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 eatoe levedura, fosfato de sédio monobasico
2 g/L e 20 g/L de agar) sob refrigeracdo a 4 °@axutencdo do microrganismo foi realizada
através de repiques periédicos em meio GYMP. Asu@ad foram mantidas a 4 °C em agar

inclinado (cultura estoque).

2.1.2 Delineamento experimental

Os tratamentos experimentais para a verificacaefeito daSpirulina platensie da
ficocianina no cultivo da levedur@accharomyces cerevisideram: Tratamento Controle,
TratamentoSpiruling Tratamento Ficocianina, Tratamento Paraquat,afirahtoSpirulina

acrescido de Paraquat e Tratamento Ficocianina@adoede Paraquat.

2.1.3 Preparo do inéculo e meio de cultivo

Os pré-indculos foram obtidos pela tfar@ncia das colénias, mantidas em meio
GYMP, para tubo de ensaio com 10 ml de caldo (r8&MP com supresséo do agar com pH
inicial 5,5), os quais foram incubados em estud® &C por 24 h. Os in6culos foram obtidos
pela adicdo de 10 ml do pré-indculo em erlenmegel®0 ml contendo 80 mL de caldo
GYMP, os quais foram incubados em agitador orligamnostatizado a 150 rpm e 30 °C
durante um periodo de 24 h. Os cultivos foram zadbs em erlenmeyers de 250 mL, com
160 mL de meio de cultivo conforme cada tratamefitoada erlenmeyer foram adicionados
16 mL do inéculo (10% do volume inicial). Os cuitssforam conduzidos para um agitador
orbital termostatizado (150 rpm, 30 °C), para gcireento da levedura em aerobiose.
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2.1.4 Determinacdes analiticas

2.1.4.1 Determinacgéo de células viaveis

Para a contagem de células viaveis foi realizaa f&cnica de plaqueamento. As
placas foram incubadas por 48 h a 30°C e as cal@oiam contadas em contador de
colonias. Os resultados foram expressos em unidémtesadoras de coldnias por mL
(UFC.mL-1). Para a construcdo da curva de vialdkdeelular da levedura (Células viaveis
(log UFC.mL-1) versus tempo (h)) e da andlise edied os valores de UFC.mL-1 foram

normalizados aplicando-se log da contagem de UFE&LmL

2.1.4.2 Determinacgéo das Substancias Reativas ido AcTiobarbittrico — TBARS

A dosagem do dano oxidativo foi realizada atraleeseécnica TBARS de acordo com
Esterbauer e Cheeseman (1990). As analises de TBAR®& realizadas somente nos
experimentos Controle (C), Controle adicionado idedtanina (C + F), Restricdao 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 (19819olucdo padrédo utilizada foi albumina

bovina.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Determinacao de células viaveis

A Tabela 1 apresenta os resultadodtagem de células vidveis (UFC/mI) ao longo
do tempo de cultivo. Os resultados estado apresemiammno meédia e desvio padrédo e foram
analisados por ANOVA e Teste de Turkey, para coagaar das medias.

A Tabela 1 mostra que o cultivo com Paraquat aptes diferenca estatistica
significativa em relacdo aos demais tratamentogerapos de 0 h e 24 h. No tempo de 72 h
observou-se que os cultiv@pirulina e ficocianina ndo apresentaram diferenca sigtiN@aa
bem como os tratament8gpirulinaacrescido de Paraquat e ficocianina acrescidacigBRat.

O cultivo com Paraquat, apresentou o maior decligi@élulas viaveis a partir do tempo de
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48 h. Para os demais tempos, houve um comportarsentielhante nas respostas frente aos
tratamentos. Os cultivos cor@pirulina e ficocianina de forma isolada ou acrescido de
Paraquat mostraram-se favoraveis a viabilidadelarelem relagdo ao tratamento com
Paraquat, demonstrando a possivel acao antioxidai8pirulinae da ficocianina, resultados
semelhantes do aumento da viabilidade celular foeagontrados por BERTOLIN et al.,

2010; utilizando o estressor ParaquatSpeulinacomo antioxidante.

Tabela 1 Resultados da Analise Estatistica da gentale células viaveis

Tempo (h) Controle Spirulina Ficocianina Paraquat Sgg:’;i(;ﬁa’; Fic;o;:rigghnae; *
0 5,44+0,10 5,53+0,0% 5,56+0,00 4,87+0,002  5,50+0,00 5,52+0,13
” 6,63+0,00 6,55+0,00 6,59+0,00 6,04+0,08 6,57+0,00 6,48+0,08

48 7,550,00 7,53+0,00"  7,53+0,00"  7,29+0,08'  7,39+0,02'™"  7,380,04"™"
29 7,25+0,02  7,44+0,06™  7,45+0,00™  6,80x0,0f  7,01+0,03" 7,01+0,04"

96 7,04+0,02 7,29+0,00 7,28+0,02 6,49+0,08  6,86x0,06™  6,93+0,06""
120 6,97+0,01%" 7,250,000 7,22+0,00 6,18+0,02 6,800,072 6,810,006

* Letras diferentes em uma mesma linha corresporaddiferenca significativa pelo Teste de Tukey @m

< 0,05. Os valores das médias séo relativas aoka@ss experimentais das analises realizadasiglindta.

De acordo com MORCELLI et al., 2010; o uso de sughs naturais como o
resveratrol contribuem com o life span de levedunasetizando inclusive o efeito protetor
da dieta sob restricdo caldrica. Os autores expliestes eventos pela atenuacédo do estresse
oxidativo mitocondrial e também e de forma maisagoh pela ativacdo da proteina SIR1,
com aumento da relagio NAINADH.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos pelsani@ TBARS.
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Tabela 2 Valores de TBARS (nmol MDA/mg de pro&ipara os diferentes tratamentos em fun¢éo doatel® cultivo

daSaccharomyces cerevisiae

Tempo o o Spirulina+ Ficocianina+
Controle Spirulina Ficocianina  Paraquat
(h) Paraquat Paraquat

0 11,17+ 0,08™°P9 11,0840,17°™9 12,09+0,18%"°  14,90+0,04 13,05+0,01 14,43+0,08

. 11,14+0,0T

24 11,73+0,0179"  7,74:0,00°  9,35:0,04"  12,83+0,04°  12,33+0,07" hopa
48 6,89+ 0,09 5,09+0,01°¢  5,69+0,04%° 10,10+0,0%™" 10,15+0,08™" 8,63+0,0¢"
72 6,36+ 0,6%¢ 5,17+0,00°°  4,69+0,0%*  9,71+0,0%" 8,13+0,0%9"  7,46+0,0%"
. 11,23+0,00""° g
96 8,51+ 0,08" 5,42+0,08° 4,08+0,0% 10,50+0,08™™° 9,09+0,06"

q

120 11,62+ 1,88P%  535+0,02°°  4,74+0,08° 12,10+0,24%"° 10,99+0,08:"°P 9 52+0,30"

* Resultados de média * desvio padrao; letif@sentes em uma mesma linha correspondem a dgfarggnificativa (p
< 0,05) pelo Teste de Tukey.

Atraves da Tabela 2 observa-se que o cultivo camadat, agente estressor
apresentou a maior formacao de malonaldeideo, sdiidieente de todos os demais com
excecdo do tratamento com ficocianina acrescid®ataquat. No caso do tratamento com
Spirulina acrescido de Paraquat houve uma reducdo na foomeded malonaldeido,
demostrando que @pirulina atenuou o efeito estressor do Paraquat. Paranogisiéempos,
houve um comportamento semelhante nas respostds &es tratamentos. O comportameto
dos tratamentos controle, Paraqu&pé&ulinaacrescido de Paraquat foram semelhantes e néao
houve diferenca estatistica sigificativa. Os tramtos com Spirulina e ficocianina
apresentaram a menor formagédo de malonaldeid@t&nrtento com ficocianina acrescido de
Paraquat reduziu a formacdo de malonaldeideo c@upacom o cultivo Paraquat,
demostrando seu efeito protetor sobre 0 agentessxir. A atuacdo dpirulinae ficocianina
na manutencado dos parametros avaliados mostra tenaagdo dos radicais livres e dos
danos gerados. Essa protecdo reforca a teoria elea dangevidade (life span) de varios
modelos experimentais, com énfase a leveduras, gerdentendido pelo uso de substancias
suplementares com caracteristica antioxidante. (BEIRI et al., 2010); (COLMAN et al.,
2009);( RISTOW e ZARSE, 2010).
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3 CONCLUSAO

A Spirulina platensie o seu pigmento ficocianina contribuem com oqrgamento
da vida e diminuicdo da lipoperoxidacao lipidica modelo experimentabBacharomyces

cerevisiae
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