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Resumo. O processo de envelhecimento é
acompanhado por mudancas na atividade de
células, tecidos e oOrgdos. O acumulo
progressivo destas alteracGes é associado ao
desequilibrio na homeostase do organismo
em relagdo a determinados metais. Terapias
antioxidantes  podem interferir  neste
processo, reduzindo danos causados pelo
acimulo de metais tdxicos. A Spirulina
platensis  destaca-se = por  apresentar
propriedades como antioxidante natural. A
restricdo caldrica (RC) tem sido identificada
com potencial em retardar patologias
associadas ao  envelhecimento.  Seus
beneficios podem estar relacionados a
ativacdo do gene Silent Information
Regulator2. Neste contexto, objetivou-se
avaliar o potencial do extrato de Spirulina
platensis (ESP) e da RC, em Saccharomyces
cerevisiae, submetidas ao estresse por Fe2".
Cepas de S. cerevisiae, controle e deletadas
ao gene sir2 (sir24) foram cultivadas em
meio YPD2% glicose e sobre RC (YPD 0,5
% glicose). Em seguida foram expostas ou
ndo a 1ImM de ferro e a 0,8 mg/mL de ESP
durante 1h e posteriormente submetidas ao
envelhecimento celular. As células foram
coletadas para analises de sobrevivéncia

celular. Observou-se  redugdo  na
sobrevivéncia celular nas cepas sir24. Este
efeito foi significativo antes e apds o
envelhecimento para os tratamentos Padrao,
RC e RC + Fe?". Concluimos que a delecéo
de sir2A diminui a sobrevivéncia em todos
0s tratamentos estudados. As terapias
empregadas mostraram efeito  protetor
relativo a toxicidade induzida pelo ferro.

Palavras-chave: Antioxidantes. Levedura.
Ferro.

1. INTRODUCAO

Pesquisas destacam a existéncia de
substancias e comportamentos que podem
ter efeitos benéficos sobre a longevidade.
Estes estudos sugerem que os beneficios
antienvelhecimento ou relativo a protegéo a
doencas podem ser alcancados pela pratica
de exercicio fisico, restricdo caldrica, e
consumo de antioxidantes (BRAR et al.,
2009). Os danos celulares podem ser
provocados por especies reativas ao oxigénio
e nitrogénio. Metais de transicdo como o
ferro, podem doar ou aceitar elétrons durante
as reacOes intracelulares, catalisando a
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formacdo de radicais livres (RL) como na
reacdo de fenton. Desta forma o ferro por
aumentar a producdo de RL, pode levar a
danos no DNA e proteinas, bem como na
eventual degeneracdo dos neurdnios. Da
cianobactéria Spirulina platensis se extrai a
ficobiliproteina ficocianina, que apresenta
capacidade antioxidante, atuando no
aumento da imunidade, induzindo a
apoptose em celulas cancerigenas, como na
leucemia (VASCONCELLOS, 2007).

Uma area ativa de pesquisa € a
influéncia da dieta na longevidade, neste
campo, a restricdo caldrica, tem sido
repetidamente demostrada como um fator
crucial para o aumento da expectativa de
vida e reducdo de doencas relacionadas com
a idade (BRAR et al., 2009).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é
considerada um dos modelos de sistema
eucaridtico unicelular mais importante para
estudos relacionados ao envelhecimento, sob
0 ponto de vista genético e metabdlico, € um
dos organismos mais utilizados em testes
bioldgicos. Neste contexto, objetiva-se
avaliar a capacidade antioxidante do extrato
de Spirulina platensis, e da RC frente aos
danos causados pelo Fe2*, na longevidade de
Saccharomyces cerevisiae.

2. MATERIAL E METODOS
Modelo Experimental

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

Quadro 1. Linhagens da levedura
Saccharomyces cerevisiae prevista para o
estudo

Sir 2 Isogénica a by4741 exceto

0 gene Sir 2::kmx4

Cepas Genotipos

*BY4741 MAT A; his 3A1; leu2A0;

metl15A0; ura3A0

*Cepa Controle (C).

As células foram retiradas de um
repique fresco em meio solido YPD 2 %, e
cultivadas em erlenmeyers, contendo 20 %
do seu volume preenchido por meio YPD 2
% ou YPD 0,5 % (meio que caracteriza a
restricdo calorica). Apds a realizacdo do
indculo, as culturas foram incubadas a 28 °C
em agitador orbital ajustado para 160 rpm
até atingirem a primeira fase exponencial de
crescimento (entre 0,5 e 0,9 mg de peso seco
de células/mL).

Crescimento Celular

A avaliacdo do crescimento celular foi
determinada em espectrofotdmetro, através
da medida da absorbancia a 570 nm de uma
suspensdo de células convertida em
concentracdo de células (mg de peso seco de
células/mL).

Extrato aquoso de Spirulina platensis

A cianobactéria Spirulina platensis é
proveniente do Laboratério de Engenharia
Bioguimica do curso de Engenharia de
Alimentos da FURG-RS. O extrato da
Spirulina platensis foi obtido através do
processo de congelamento e
descongelamento. Para a extracdo foi
utilizada 1 g da microalga e adicionados 30
mL de agua destilada estéril, com posterior
acondicionamento em embalagem plastica
com tampa. Estas embalagens foram
congeladas a 0 °C por 3 h e apds esse
periodo foram descongeladas a 4 °C
(COSTA et al., 2005). Os processos de

congelamento e descongelamento
aconteceram de forma sucessiva por trés
vezes. Apés estas amostras  foram

submetidas a centrifugagcdo a 6000 rpm por
15 min. O sobrenadante foi extraido, sendo
este o extrato de Spirulina platensis.
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Delineamento Experimental

O delineamento  experimental  foi
realizado conforme apresentado no Quadro
2.

Quadro 2. Delineamento experimental para
verificacdo do efeito da RC e Extrato de

Spirulina  platensis no cultivo da
Saccharomyces cerevisiae
Tratamentos Cultivos
01 Padréo (P)
02 Restricdo calorica
(RC)
03 Padré&o acrescido de
extrato de Spirulina
platensis (PSp)
04 Padro + lon Fe?"
(PFe2")
05 Restricdo calorica +
fon Fe?" (RCFe?")
06 Padr&o acrescido de

extrato de Spirulina
platensis + fon Fe?*
(PSpFe?")

A condicdo experimental prevista no Quadro
2 foi aplicada para as cepas apresentadas no
Quadro 1.

Simulac¢ao do envelhecimento cronoldgico

Aproximadamente 30 mg de ceélulas
foram coletadas e lavadas duas vezes com
agua destilada estéril. Apbés a ultima
lavagem, o centrifugado foi ressuspenso em
10 mL de agua destilada estéril e transferido
para um erlenmeyer de 50 mL. Este
erlenmeyer foi, entdo, incubado a 37 °C em
um agitador rotatdrio ajustado para 160 rpm
pelo tempo necessério para a realizacdo dos
experimentos.

Sobrevivéncia celular

A sobrevivéncia celular foi analisada
através de inoculacdo em superficie em meio

solido YPD 2 %, antes e apos
envelhecimento (ELEUTHERIO et al.,
1995). As placas foram incubadas a 28 °C
por 72 h e 0 numero de coldnias contado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, houve a reducao no
percentual de sobrevivéncia celular quando
as cepas (WT e sir2) foram expostas ao Fe?".
A diminuicdo do crescimento celular
verificada evidencia a capacidade de
toxidade deste ion, sendo responsavel por
danos aos componentes celulares.

Na figura 1, é possivel observar os
resultados de sobrevivéncia celular antes do
envelhecimento.
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Figura 1. Resultados de sobrevivéncia
celular de Saccharomyces cerevisiae cepas
controle (WT) e deletadas ao gene sir2A
submetida ou ndo aos tratamentos
adaptativos com extrato de Spirulina
platensis, e Fe2" antes do envelhecimento.

Na figura 2, observam-se os resultados
de  sobrevivéncia  celular ap6és o
envelhecimento.
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Figura 2. Resultados de sobrevivéncia
celular de Saccharomyces cerevisiae cepas
controle (WT) e deletadas ao gene sir2A
submetida ou ndo aos tratamentos
adaptativos com extrato de Spirulina
platensis, e Fe2" apds o envelhecimento.

Através das figuras, foi possivel
observar que, a delecdo de sir2A foi danosa
as células de Saccharomyces cerevisiae,
quando comparadas com a cepa WT.
Observa-se também, que o extrato de S.
platensis mostrou comportamento similar a
restricdo calérica o que sugere possivel
mimetismo das terapias na reducdo dos
danos causados pelo metal em relacdo ao
envelhecimento.

E visivel que, apds o envelhecimento, a
sobrevivéncia celular diminuiu
consideravelmente  em  relacdo  aos
tratamentos sem envelhecimento,
principalmente nas cepas WT.

CONSIDERACOES FINAIS

As ceélulas de Saccharomyces cerevisiae
quando expostas ao ion ferroso apresentam
diminuicdo da sobrevivéncia celular. Essa
reducdo € mais acentuada as cepas deletadas
ao gene sir24, 0 que demonstra a
importancia deste gene para a longevidade
celular.

As terapias de RC e extrato de Spirulina
platensis quando aplicadas as cepas de
Saccharomyces cerevisiae estudadas (WT e

sir24), atenuaram a acdo do ion ferroso,
aumentando a sobrevivéncia celular. Desta
forma, demonstraram-se terapias
promissoras para atenuar danos induzidos
pelo ferro.
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