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Resumo. O processo de envelhecimento é
acompanhado por mudancas na atividade do
organismo. A restri¢cdo caldrica vem sendo
relatada por prevenir o aparecimento de
doencas ligadas ao envelhecimento. O uso
de moléculas com capacidade antioxidante
recebe destaque, pois estudos sugerem uma
relacdo inversa na ingestdo de compostos
antioxidantes. Neste contexto, o trabalho
objetivou analisar o papel da ficocianina e
da restricdo calorica no envelhecimento
cronolégico da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Utilizou-se cepas de leveduras
controle e deletadas aos genes sirl, sir2,
sir3 e sird. As células foram crescidas em
meio YPD 2 % glicose, YPD 2 % glicose +
ficocianina, YPD 0,5 % glicose. As cepas
foram submetidas a 24 h de envelhecimento
e coletadas para analises de sobrevivéncia
celular. O uso da restricdo calorica e
ficocianina mostrou beneficio no percentual
de sobrevivéncia. Os resultados apontam
que a cepa deletada ao gene sir2 mostrou
maior sensibilidade aos tratamentos com RC
e ficocianina.
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Sirtuinas.

1. INTRODUCAO

Na atualidade, um dos principais
focos da pesquisa relacionados ao processo
do envelhecimento tem sido direcionado
para a compreensdo dos mecanismos que
fundamentam o prolongamento da vida. A
interacdo entre 0 genoma e os fatores
estocasticos resulta a maior ou menor
velocidade de envelhecimento do organismo
onde, a compreensdo do fendmeno de
envelhecimento passa pelo contexto dos
mecanismos bioldgicos especificos,
manifestando-se através de envelhecimento
celular, tecidual e orgéanico (FARINATTI,
2002). O envelhecimento implica em
deterioracdo progressiva, tempo-dependente,
do organismo em resposta adaptativa as
mudancgas ambientais. Trata-se de alteragdes
em nivel celular, com diminuicdo da
capacidade dos 6rgdos em executar suas
fungdes normais, resultando em doenga e
morte.
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A levedura Saccharomyces cerevisiae
sdo utilizadas em larga escala para estudos
dos fenbmenos da bioquimica, biologia
celular e molecular. Seu metabolismo é
semelhante ao de eucariotos superiores, com
mecanismos proprios de ativacdo metabdlica
e de detoxificacdo. Apesar das diferencas de
complexidade entre leveduras e humanos, o
estudo do envelhecimento em leveduras tem
mostrado informacGes importantes em vias
que modulam o processo do envelhecimento
em mamiferos. Uma das intervencGes
investigadas para aumentar o tempo de vida
em mamiferos é a restricdo caldrica (RC),
uma reducdo na ingestdo de calorias, sem
deficiéncias nutricionais. Esse modelo de
dieta prolonga o tempo de vida, atenua 0s
efeitos indesejados do avancar da idade e
retarda o0 aparecimento de patologias
relacionadas ao envelhecimento, tais como
cancer, a diabetes e aterosclerose, doencas
neurodegenerativas.

A conservacdo dos membros da
familia das sirtuinas em genes de leveduras
indica que, no homem, estas proteinas
desempenham papéis fisioldgicos vitais. O
desenvolvimento de tratamentos especificos
para retardar os efeitos do envelhecimento é
atualmente um desafio para a medicina
preventiva.

O efeito antioxidante deve-se
principalmente a ficocianina, seu principal
pigmento (BHAT, BERTOLIN e COSTA,
2010). A ficocianina apresenta propriedades
nutricionais e funcionais e tem sido utilizada
em diferentes modelos experimentais,
corroborando com resultados efetivos na
inibicdo da replicacdo de alguns virus, no
tratamento de canceres, nas dislipidemias e

diabetes, como antiinflamatério e como
redutor de peso.
O presente trabalho objetivou

analisar o papel da ficocianina e da restricdo
calérica em sinergismo e de forma ndo
sinérgica no envelhecimento cronoldgico
celular da levedura  Saccharomyces
cerevisiae como modelo experimental de
células eucaridticas.

2. MATERIAL E METODOS
Modelo experimental

Foram utilizadas cepas de leveduras
Saccharomyces cerevisiae deletadas, ou néo,
para 0s genes sir. As linhagens de levedura
Saccharomyces cerevisiae foram mantidas
em meio YPD 2%. A manutencdo dos
micro-organismos foi realizada através de
repiques periédicos em meio YPD 2 %
glicose.

As cepas mutantes foram obtidas a
partir da insercdo do gene de resisténcia a
geneticina no gene de interesse. Desta forma
0 gene alvo é interrompido e para que a
pressdo seletiva fosse mantida adicionou-se
0,02 % de geneticina no meio YPD 2 %
glicose.

Meios 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
% (2 % glicose, 2 % peptona, 1 % extrato de
levedura) ou YPD 0,5 % (0,5 % glicose, 2 %
peptona, 1 % extrato de levedura) a 28 °C e
160 rpm até a primeira fase exponencial de
crescimento.

Crescimento celular

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

Extracéo da ficocianina

A ficocianina foi extraida pelo
processo de congelamento/descongelamento.
Para tanto, foram utilizadas 1 g da microalga
Spirulina platensis em po e adicionados 30
mL de agua e submetidos a embalagens
plasticas com tampa. As suspensfes foram
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submetidas ao processo de ruptura celular
por congelamento a 0 °C por cerca de 3 h e
apos esse periodo foram conduzidas ao
refrigerador para o descongelamento a 4 °C.

Os ciclos de congelamento e
descongelamento aconteceram de forma
sucessiva por 3 vezes. As amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 6000 rpm por
15 minutos. O sobrenadante foi extraido,
sendo este o extrato de ficocianina.

Viabilidade celular

A sobrevivéncia celular foi avaliada
através de plaqueamento em triplicatas em
meio solido YPD 2%. As col6nias foram
contadas apos 72 h de crescimento em estufa
a 28°C. O percentual de sobrevivéncia foi
calculado a partir da razdo entre 0 nimero de
colbnias obtidas em meio YPD 2% ap0s e
antes de 24 h de envelhecimento celular
(MANARINNGO, et al., 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A longevidade celular foi verificada
através do percentual de células viaveis
(percentual de sobrevivéncia) apds o
processo de envelhecimento.

Observou-se que o percentual de
sobrevivéncia foi superior nas cepas
deletadas aos genes sirl, sir2, sir3 e sir4d em
relacdo a cepa controle.
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Figura 1 - Percentual de

sobrevivéncia apds 24

horas de envelhecimento
para as cepas controle e
deletadas aos genes sirl,

sir2, sir3 e sir4.

No cultivo de células em 2 % de glicose
acrescidas de ficocianina, observa-se que 0
percentual de sobrevivéncia também foi
superior nas cepas deletadas para os genes
sirl, sir2, sir3 e sird em relacdo a cepa
controle. Quando analisamos o cultivo com
0,5 % de glicose (RC) para os resultados do
percentual de sobrevivéncia, verificamos que
as cepas deletadas aos genes sirl, sir2, sir3 e
sird apresentam superioridade em relacdo a
cepa controle.

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).

Verificou-se que o percentual de
sobrevivéncia foi superior nas células
cultivadas em 0,5 % de glicose (RC), nos
mostra que o cultivo com 2% de glicose e
adicdo de ficocianina (P + FC) apresentou-se
superior as células do cultivo com 2 %
glicose (P), porém, inferior quando
comparadas as células crescidas em 0,5 %
glicose (RC). Na cepa controle, houve
diferenca significativa entre células crescidas
em 2 % (P) e 0,5 % (RC). Nao diferiram os
experimentos com ficocianina, com ou sem
restricdo calorica, da cepa controle. Ja na
cepa deletada ao gene sirl, podemos
observar que ndo houve diferenca
estatisticamente  significativa entre 0s
tratamentos com e sem ficocianina, quando
crescidas em 2 % glicose (P + FC) e (P),
porém o0s mesmos diferiram das células
submetidas a 0,5 % glicose (RC).

Na cepa deletada para 0 gene sir2 o
tratamento com ficocianina mostrou um
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aumento significativo em relagdo as células
crescidas em 2 % glicose. Ao comparar as
células crescidas em 2% glicose com as
celulas crescidas e 0,5 %, verificou-se
diferenca significativa.

Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente  significativas na cepa
deletada para o gene sir3.

A cepa deletada ao gene sir4,
percebemos que, assim como na cepa Sirl,
ndo houve diferencas estatisticamente
significativas  entre  os  tratamentos
submetidos ou n&o a ficocianina.

Diante da apresentacdo destes
resultados, podemos discutir que o
percentual de sobrevivéncia foi aumentado
frente aos tratamentos com ficocianina e
com restricdo caldrica 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 aos
tratamentos com ficocianina e restricdo
calorica.

A cepa deletada ao gene sir2 foi a
que melhor reconheceu as terapias com
ficocianina e restricdo cal6rica, mostrando
diferencas significativas no percentual de
sobrevivéncia.

CONSIDERACOES FINAIS

O envelhecimento cronoldgico da
levedura serve como parametro para o
entendimento do envelhecimento em células
humanas. O tempo de vida cronoldgico é
monitorado através do crescimento celular,
guando as células entram em fase
exponencial (LONGO et al, 1996;
GUTIERREZ et al.,, 2010). No presente
estudo buscamos analisar a longevidade
através do percentual de sobrevivéncia das
cepas submetidas ao envelhecimento celular.
Estudos buscando elucidar os mecanismos
da longevidade tém avaliado os efeitos
benéficos de compostos antioxidantes.

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 enzimatica do nucleo
da célula e reparo na sintese do DNA
(PANG et al., 1998; ESTRADA, BESCOS e
FRESNO (2001)
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