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APRESENTACAO

Esta dissertacdo esta estruturada em seis capitulos. O Capitulo | apresenta a
Introducédo Geral, contendo Resumo, Abstract, Introducédo, Objetivos, Justificativa e
Histdrico.

No Capitulo Il estd descrita a Revisdo Bibliografica e no Capitulo Ill Material e
Métodos.

Os resultados estdo apresentados sob forma de trés artigos cientificos no item
Desenvolvimento do Trabalho, Capitulo IV. As se¢cbes Material e Métodos, Resultados e
Discusséao e Referéncias Bibliograficas, encontram-se nos proprios artigos.

O Capitulo V apresenta o item Conclusdo Geral, com interpretacées e comentarios
gerais sobre os artigos cientificos. O item Referéncias Bibliograficas, Capitulo VI, refere-

se as citagcdes que aparecem nos Capitulos I, I, Il e V.



CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL



RESUMO

As propriedades nutricionais da microalga Spirulina tém sido relacionadas com possiveis
propriedades antioxidantes, caracterizando-a no ambito dos alimentos funcionais. Os
antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo efeitos desencadeados
pelo estresse oxidativo, conservando a harmonia entre a produgéo fisiolégica de radicais
livres e sua detoxificacdo. Objetivou-se avaliar o potencial antioxidante da microalga
Spirulina e seu principal pigmento, a ficocianina, em situagbes de estresse oxidativo
induzido. Foram realizados estudos com células da levedura Saccharomyces cerevisiae,
submetidas a estresse oxidativo pela adigédo de 1,1 -dimetil-4,4"-bipiridilo (paraquat) nas
concentracdes 0, 10 e 15 mM, avaliando o potencial antioxidante da Spirulina através da
sobrevivéncia celular (plaqueamento) e da lipoperoxidacao (indice de substancias reativas
ao acido tiobarbitarico, TBA). Também foi avaliado o efeito protetor da Spirulina e/ou da
ficocianina em cértex cerebral de ratos submetidos a estresse oxidativo por administragéo
de glutamato monossoédico ou por situacdo de péanico. No coértex dos animais foram
avaliados os indices de TBA e a atividade especifica das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). O uso do herbicida paraquat nas concentragbes 10 mM e 15
mM, diminuiu a sobrevivéncia celular da levedura em relagéo ao controle (39,4 % e 17,1
%, respectivamente) e aumentou significativamente a lipoperoxidacao (p<0,05). O agente
estressor glutamato monossédico provocou aumento significativo (p<0,05) da
lipoperoxidacdo e diminuicdo significativa (p<0,05) das atividades especificas das
enzimas SOD e CAT no cértex cerebral dos ratos. O estresse por situagdo de panico
também provocou alteracdes significativas (p<0,05) no cortex dos ratos, aumentando a
peroxidacgao lipidica e a atividade da enzima SOD e diminuindo a atividade da enzima
CAT. O uso da Spirulina, bem como da ficocianina, atenuaram os efeitos deletérios
decorrentes do estresse oxidativo induzido em células de leveduras e em cortex de ratos,
mantendo os parametros dos grupos tratados com estressor e antioxidante
estatisticamente iguais aos do grupo controle. Estes resultados contribuem com a
caracterizacao da microalga no ambito dos alimentos funcionais antioxidantes.

Palavras chave: antioxidante, radicais livres, Spirulina



ABSTRACT

The nutritional properties of the microalgae Spirulina have been related with possible
therapeutical properties, characterizing it in the scope of functional and nutraceutical foods
mainly had its antioxidant potential. The antioxidant substances are composites that act
inhibiting and/or decreasing the effect unchained of oxidative stress, conserving the
balance between physiological production of free radicals and its detoxification. It was
objectified to evaluatethe antioxidant potential of the microalgae Spirulina and its main
pigment, the phycocyanin, in situation of oxidative stress induced. studies whit cells of
Saccharomyces cerevisiae yeast had been carried, submitted oxidative stress for the
addition of 1,1"-dimetil-4,4"-bipiridilo (paraquat) in concentrations 0, 10 and 15 mM,
evaluating the antioxidant potential of the Spirulina throught the cellular survival and
reactives substances index to the tiobarbituric acid (TBA). Also was evaluated the
protective effect of the Spirulina and phycocyanin, in cerebral cortex of rats submitted to
oxidative stress induced for glutamate monosodic administration or panic situation. In the
cortex of animals the TBA index, and activity of enzymes superoxide dismutase (SOD) and
catalase (CAT) had been evaluated. The use of paraquat in concentrations 10 mM and 15
mM, decreased yeast cellular survival in relation to the control (39.4% and 17.1%,
respectively) and increased the lipoperoxidation significantly (p<0,05). The estressor agent
glutamate monossodic provoked significant increase (p<0,05) in lipoperoxidation and
significant reduction (p<0,05) of enzymes SOD and CAT in the cerebral cortex of the rats.
The oxidative stress for panic situation also provoked significant alterations (p<0,05) in the
cortex of the rats, increasing the lipidic peroxidation and the activity of enzyme SOD and
diminishing the activity of enzyme CAT. The use of the Spirulina, as well as phycocyanin,
had attenuated the decurrent deleterious effect of oxidative stress induced in cells of yeast
and in cortex of rats, keeping the parameters of the groups dealt with statistical equal
stressor and antioxidant substance to the ones of the group has controlled. These results
contribute with the characterization of the microalgae in the scope of antioxidant functional
foods.

Key words: antioxidant, free radicals, Spirulina



1.1 INTRODUGAO

O potencial biotecnolégico das microalgas tem sido muito focado, principalmente
devido a identificagdo de diversas substancias sintetizadas por estes organismos. A
imensa biodiversidade e conseqlente variabilidade na composi¢cdo bioquimica da
biomassa obtida das culturas microalgais, aliadas ao emprego de melhoramento genético
e ao estabelecimento de tecnologia de cultivo em grande escala, vém permitindo que
determinadas espécies sejam comercialmente utilizadas. Nesse sentido, cultivos de
microalgas tém sido realizados visando a produgcdo de biomassa tanto para uso na
elaboragao de alimentos quanto para a obtencao de compostos naturais com alto valor no
mercado mundial. Dentre os iniameros compostos extraidos, ou com potencial de
exploracdo comercial, podem ser relacionados acidos graxos poliinsaturados,
carotendides, ficobilinas, polissacarideos, vitaminas, esterdis e diversos compostos
bioativos naturais (antioxidantes, redutores do colesterol, etc.), os quais podem ser
empregados especialmente no desenvolvimento de alimentos funcionais, por suas
propriedades nutricionais e farmacéuticas.

As pesquisas em biotecnologia alimentar empregando microalgas vém ganhando
especial atengcéo; no entanto, a coleta e o cultivo para utilizacdo na alimentagdo humana
sao realizados ha séculos (RICHMOND, 1988). Segundo o mesmo autor, povos nativos
do Chade, na Africa, e do lago Texcoco (Astecas), no México, alimentavam-se de
produtos feitos com biomassa de Spirulina spp. Bory, (Cyanophyceae) e, ainda hoje, os
nativos do Chade, em determinadas épocas do ano, dependem quase que
exclusivamente da coleta desta microalga para sua alimentagdo (JOURDAN, 1996).

A microalga Spirulina € legalmente autorizada como complemento alimentar na
Europa, Japéao e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration), sem efeitos
toxicos ao organismo (VON DER WEID et al., 2000; BELAY et al,, 1993). No Brasil, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) permite sua comercializagdo desde
que o produto final no qual a microalga tenha sido adicionada esteja devidamente
registrado (BRASIL, 2008). Certas caracteristicas da Spirulina sugerem aplicagdes
clinicas, sendo que muitos testes revelaram os efeitos terapéuticos dessa microalga em
pacientes acometidos de diversas doencas (RICHMOND, 1990).

O controle do nivel das enzimas antioxidantes nas células é extremamente
importante para a sobrevivéncia no ambiente aerobico (BARNETT e KING, 1995). Os

organismos eucariotos possuem enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase, a



catalase e a glutationa peroxidase que reagem com 0s compostos oxidantes e protegem
as células e os tecidos do estresse oxidativo (TRABER, 1997). Em adicdo aos efeitos
protetores dos antioxidantes endégenos, a inclusdo de antioxidantes na dieta é de grande
importancia e o consumo de frutas e vegetais esta relacionado com a diminuicdo do risco
do desenvolvimento de doengas associadas ao acumulo de radicais livres (POMPELLA,
1997). Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevencao de doengas. Entretanto, nos alimentos séo
encontrados uma grande variedade de substancias que podem atuar em sinergismo na
protecéo das células e tecidos (HERCBERG et al., 1998; JACOB, 1995; NIKI et al., 1995).



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial antioxidante da microalga Spirulina sob condicbes de

estresse oxidativo in vivo.

1.2.2 Objetivos Especificos

Verificar o poder antioxidante da microalga Spirulina em células de levedura
Saccharomyces cerevisiae submetidas a estresse oxidativo induzido pelo produto quimico
1,1"-dimetil-4,4"-bipiridilo (paraquat);

Avaliar o potencial antioxidante da microalga Spirulina em ratos frente a condicao
de estresse oxidativo induzido com monoglutamato de sédio;

Estudar o efeito antioxidante da microalga Spirulina em ratos submetidos a
estresse oxidativo gerado por situagédo de panico;

Analisar a capacidade antioxidante do pigmento ficocianina, proveniente da
microalga Spirulina, em ratos tratados com monoglutamato de sédio como promotor de

estresse oxidativo.



1.3 JUSTIFICATIVA

A promocgao da saude com qualidade de vida e a busca por uma alimentagéao
saudavel tém sido metas a serem alcancadas neste século. Reunir informagdes sobre o
valor nutritivo dos alimentos e o efeito de seus nutrientes no organismo é um desafio.O
assunto alimentos funcionais € atual, polémico, mas indiscutivelmente inserido na agenda
e no cenario daqueles que estudam e atuam no campo da ciéncia de alimentos.

A microalga Spirulina é uma fonte rica em diversos nutrientes, como proteinas,
minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais e acidos graxos polinsaturados. Uma das
provas mais contundentes da qualidade nutricional da Spirulina é a que se tém observado
em populacdes que tradicionalmente consomem Spirulina, como os Kanenbous, no Chad;
e anotacoes historicas do consumo e qualidade de vida dos Astecas, no México. Quando
da comparagao com comunidades vizinhas que ndo consomem a microalga, o resultado é
muito diferente relativo aos niveis nutricionais e de saude geral.

A Spirulina, além de suas propriedade nutricionais basicas, tem apresentado
propriedade terapéuticas, como a capacidade antioxidante, caracterizando a microalga no
ambito dos alimentos funcionais. Estudos recentes realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica da FURG demonstraram que a Spirulina é rica em ficocianina, seu
principal pigmento, devendo esta ser uma das causas do seu efeito terapéutico.

Desde 1998, a ANVISA passou a elaborar regulamentacdes técnicas para analise
de novos alimentos e ingredientes, incluindo aqueles com propriedades funcionais ou de
saude. Nestas regulamentacdes técnicas foram incluidas diretrizes para avaliagdo de
risco e para comprovacao de propriedade funcional ou de saude. Para dar subsidios a
essas novas diretrizes da ANVISA, formou-se a Comissdo Técnico-Cientifica de
Assessoramento em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), que vém
trabalhando para avaliar as comprovacdes cientificas quanto a seguranca de uso de
novos alimentos ou ingredientes; avaliar pedidos de registro, e analisar a eficacia das
alegacoes de funcado e ou de saude propostas.

Seguindo a linha de pesquisa implantada no Laboratério de Engenharia
Bioguimica e continuando os estudos envolvendo as propriedades funcionais da Spirulina
faz-se necessdria uma avaliagdo mais detalhada do potencial antioxidante que essa
microalga possui. Justifica-se a realizacao deste estudo no intuito de corroborar com a
alegacéo de propriedade funcional antioxidante da Spirulina, através do uso de diferentes
modelos biolégicos. A ampliacdo de evidéncias cientificas que comprovem a atuagéao da



Spirulina como antioxidante, incrementam o material necesséario para o reconhecimento

da mesma como alimento funcional junto a ANVISA.
1.4 HISTORICO

Desde 1996 o Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG pesquisa o cultivo
de microalgas em trabalhos de iniciagdo cientifica, trabalhos de conclusédo de curso,
dissertacdes de mestrado e teses de doutorado. Foram estudados cultivos descontinuos e
semicontinuos, cultivos em fotobiorreatores abertos e fechados, o efeito de fatores como
temperatura, iluminancia, aeragao, taxa de renovagao, concentracao de corte, o perfil em
acidos graxos na microalga, fontes de nutrientes alternativas, como a agua da Lagoa
Mangueira, os custos de producgéao, o potencial hipocolesterolémico da Spirulina platensis,
o isolamento de uma cepa nativa de Spirulina da Lagoa Mangueira, a modelagem
matematica do crescimento de Spirulina e a formulagdo de produtos alimenticios
adicionados de biomassa da microalga, como massas, sopas instantdneas, bebida
isotdnica, bolo de chocolate e cereal em barra entre outros.

A partir de uma parceria do Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG, com
as organizagdes ndao governamentais Fundacdo ZERI do Brasil e Antenna Technology, a
empresa Amana Key Educacdo e Desenvolvimento, as prefeituras de Santa Vitoria do
Palmar e Rio Grande, a Fundagéao Banco do Brasil e as empresas COPESUL e Refinaria
de Petroleo Ipiranga foi construida e posta em operagdo uma unidade piloto de produgéo
de Spirulina, no municipio de Santa Vitoria do Palmar, as margens da Lagoa Mangueira,
com o objetivo de utilizar a 4gua da Lagoa no cultivo da microalga e tornar-se um centro
de referéncia nacional do cultivo de Spirulina . Atualmente esta unidade produz cerca de
50 kg de Spirulina mensais que deverao ser, em breve, adicionados & merenda escolar na
regido. Outros projetos estdo em andamento, em parceria com a ELETROBRAS (Centrais
Elétricas Brasileiras S.A.) e a CGTEE (Companhia de Geracao Térmica de Energia
Elétrica), visando a utilizacdo de microalgas para a fixacdo de CO, originado na
combustdo de carvao para a geracdo de energia elétrica; e com a PETROBRAS, para a
producéo de biodiesel de microalgas.

O Laboratério de Engenharia Bioquimica esta comprometido com diversos projetos
relacionados a Spirulina, dentre eles pode-se citar o Projeto Petrobras Fome Zero —
Fontes protéicas: Producao de alimentos como alternativa para seguranga alimentar e
geragao de trabalho e renda na metade sul do Rio Grande do Sul. O primeiro tem por
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objetivo oferecer possibilidades para o desenvolvimento sustentdvel e seguranca
alimentar para populagdes carentes da metade sul do RS, o segundo tem por objetivo a
implantacdo de um centro de referéncia em tecnologias apropriadas ao desenvolvimento
sustentavel, a producdo de biomassa para a merenda escolar e a disseminagdao da
produgéo da microalga.

Diversos estudos foram desenvolvidos no Laboratério de Engenharia Bioquimica
relacionados ao cultivo da microalga na metade sul do Rio Grande do Sul dentre eles cita-
se: Duarte et al. (2003) que estudaram o cultivo da Spirulina platensis usando a agua da
Lagoa Mangueira, Reinehr (2003) estudou o cultivo semicontinuo da microalga spirulina
platensis utilizando agua da lagoa mangueira. Carvalho (2005) estudou a utilizacdo de
recursos hidrobioldgicos de alta alcalinidade do sul do estado na aquicultura de producéo
de microalgas. Andrade et al. (2005) estudaram os cultivos autotréfico e mixotréfico de
spirulina platensis em diferentes escalas e condigdes ambientais no sul do Brasil. Em
relacdo aos fatores nutricionais, terapéuticos e de possiveis usos da Spirulina na
alimentacdo podem-se destacar os seguintes trabalhos: Cavalett et al. (2002)
desenvolveram a formulagdo de bebida isoténica e de pudim de chocolate utilizando
Spirulina platensis; Bianchini et al. (2001) desenvolveram a formulagao de outros produtos
alimenticios utilizando Spirulina platensis. Colla et al. (2002) avaliaram a influéncia das
condigbes de crescimento sobre o potencial antioxidante da microalga Spirulina platensis
e seu potencial na redugao da hipercolesterolemia. Radmann et al. (2005) estudaram a
producéo de lipidios de microalgas e Calheiros (2004) estudou a extracao de lipidios a
partir de microalgas. Morais e Costa (2006) estudaram a fixagéo de di6xido de carbono e
a producéo de &cidos graxos por microalgas.



CAPITULO I

REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

2.1.1 Definicoes

Um alimento pode ser considerado funcional se for demonstrado que 0 mesmo
pode afetar beneficamente uma ou mais fungbes alvo no corpo, além de possuir os
adequados efeitos nutricionais, de maneira que seja tanto relevante para o bem-estar e a
saude quanto para a redugdo do risco de uma doenca (ROBERFROID, 2002). Os
alimentos funcionais sao alimentos que provém a oportunidade de combinar produtos
comestiveis de alta flexibilidade com moléculas biologicamente ativas, como estratégia
para consistentemente corrigir distirbios metaboélicos (WALZEM, 2004), resultando em
reducao dos riscos de doencas e manutengao da saude (ANJO,2004).

Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer varios beneficios a saude,
além do valor nutritivo inerente a sua composi¢cdo quimica, podendo desempenhar um
papel potencialmente benéfico na reducédo do risco de doencas cronico degenerativas
(TAIPINA et al., 2002; NEUMANN et al., 2000).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos:
quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem,
atuando em seis dareas do organismo: no sistema gastrointestinal; no sistema
cardiovascular; no metabolismo de substratos; no crescimento, no desenvolvimento e
diferenciagéao celular; no comportamento das funcgdes fisiolégicas e como antioxidantes
(SOUZA et al., 2003).

Uma grande variedade de produtos tem sido caracterizada como alimentos
funcionais, incluindo componentes que podem afetar inUmeras fungcbes corpéreas,
relevantes tanto para o estado de bem-estar e saude como para a redugéao do risco de
doencas. Esta classe de compostos merece uma categoria prépria, que ndo inclua
suplementos alimentares, mas o seu papel em relagéo as doencas estara, na maioria dos
casos, concentrado mais na redugéo dos riscos do que na prevengao.

Os alimentos funcionais apresentam as seguintes caracteristicas:

a) devem ser alimentos convencionais e serem consumidos na dieta normal/usual;
b) devem ser compostos por componentes naturais, algumas vezes, em elevada

concentracao ou presentes em alimentos que normalmente ndo os supririam;
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c) devem ter efeitos positivos além do valor basico nutritivo, que pode aumentar o bem-
estar e a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas, promovendo beneficios a
saude além de aumentar a qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico,
psicol6gico e comportamental;

d) a alegacao da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico;

e) pode ser um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha sido
removido;

g) pode ser um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido
modificada;

h) pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais componentes tenha sido
modificada (ROBERFROID, 2002).

Por sua vez, o nutracéutico € um alimento ou parte de um alimento que
proporciona beneficios médicos e de saude, incluindo a prevengao e/ou tratamento da
doenca. Tais produtos podem abranger desde os nutrientes isolados, suplementos
dietéticos na forma de cépsulas e dietas até os produtos beneficamente projetados,
produtos herbais e alimentos processados tais como cereais, sopas e bebidas
(ROBERFROID, 2002; HUNGENHOLTZ, 2002; ANDLAUER e FURST, 2002; KWAK e
JUKES, 2001). Varios nutracéuticos podem ser produzidos através de métodos
fermentativos com o uso de microrganismos considerados como GRAS (Generally
Recognized as Safe). Os nutracéuticos podem ser classificados como fibras dietéticas,
acidos graxos poliinsaturados, proteinas, peptidios, aminoacidos ou cetoacidos, minerais,
vitaminas antioxidantes e outros antioxidantes (glutationa, selénio) (ANDLAUER e
FURST, 2002).

O alvo dos nutracéuticos € significativamente diferente dos alimentos funcionais,
por varias razoes:

a) enquanto que a prevencgao e o tratamento de doencas (apelo médico) sao relevantes
aos nutracéuticos, apenas a reducéo do risco da doenga, e ndo a prevencao e tratamento
da doenca estédo envolvidos com os alimentos funcionais;

b) enquanto que os nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de
alimentos, os alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum (KWAK
e JUKES, 2001).

Kruger e Mann (2003) definem os ingredientes funcionais como um grupo de
compostos que apresentam beneficios a saude, tais como as alicinas presentes no alho,

os carotendides e flavondides encontrados em frutas e vegetais, os glucosinolatos
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encontrados nos vegetais cruciferos os acidos graxos poliinsaturados presentes em éleos
vegetais e 6leo de peixe. Estes ingredientes podem ser consumidos juntamente com os
alimentos dos quais s&o provenientes, sendo estes alimentos considerados alimentos
funcionais, ou individualmente, como nutracéuticos. Devem ter adequado perfil de
segurancga, demonstrando a seguranga para o consumo humano. Ndo devem apresentam

risco de toxicidade ou efeitos adversos de drogas medicinais (BAGCHI et al., 2004).

2.1.2 Legislacao

O termo “alimentos funcionais” foi primeiramente introduzido no Japao em meados
dos anos 80 e se refere aos alimentos processados, contendo ingredientes que auxiliam
funcdes especificas do corpo além de serem nutritivos, sendo estes alimentos definidos
como “Alimentos para uso especifico de saude” (Foods for Specified Health Use-FOSHU)
em 1991. Estabelece-se que FOSHU sédo aqueles alimentos que tém efeito especifico
sobre a saude devido a sua constituicao quimica e que ndo devem expor ao risco de
saude ou higiénico.

No Reino Unido, o Ministério da Agricultura, Pesca e Alimentos (MAFF) define
alimentos funcionais como “um alimento cujo componente incorporado oferece beneficio
fisiolégico e ndo apenas nutricional”. Esta definicdo ajuda distinguir alimentos funcionais
de alimentos fortificados com vitaminas e minerais.

Nos Estados Unidos da América do Norte os termos alimentos funcionais e
nutracéuticos tém sido usados conforme a definicdo estabelecida. No entanto, a
dificuldade se encontra na regulamentagdo destes termos, pois deve haver uma
diferenciacao entre produtos que sao vendidos e consumidos como alimentos (funcionais)
e aqueles que um componente, em particular, foi isolado e é vendido na forma de barras,
capsulas, pés, entre outros (nutracéuticos). A separacao desses produtos é necessaria
quando se estabelece limites de consumo (PIMENTEL et al., 2005).

O Comité de Alimentos e Nutricdo do Instituto de Medicina da FNB (Federacgao
Nautica de Brasilia) define alimentos funcionais como qualquer alimento ou ingrediente
que possa proporcionar um beneficio a saude, além dos nutrientes tradicionais que eles
contém (HASLER, 1998).

O escritério Americano de Contas Gerais (US General Accounting Office-GAO)
define alimentos funcionais como alimentos que se declaram ter beneficios além da

nutricdo basica. A FDA (Food and Drug Administration) regula os alimentos funcionais
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baseada no uso que se pretende dar ao produto, na descricdo presente nos rétulos ou
nos ingredientes do produto. A partir destes critérios, a FDA classificou os alimentos
funcionais em cinco categorias: alimento, suplementos alimentares, alimento para usos
dietéticos especiais, alimento-medicamento ou droga (NOONAN e NOONAN, 2004).

O alimento é definido como artigos usados para comer e beber por homens ou
outros animais e goma de mascar, assim como os artigos usados para compor qualquer
artigo do tipo. Um alimento é algo que possa ser consumido pelo seu gosto, aroma ou
valor nutritivo. A FDA define valor nutritivo como aquele que sustenta a existéncia humana
de tal maneira que promova crescimento, substituicdo de nutricdo essencial perdida, ou
proveja energia (NOONAN e NOONAN, 2004). Para o Codex Alimentarius, alimento &
definido como sendo qualquer substancia, quer seja processada, semi-processada ou
crua, destinada ao consumo humano, incluindo bebidas, goma de mascar e qualquer
substancia que seja usada na fabricagdo, preparagao ou tratamento do alimento. Porém,
nao inclui cosméticos, tabaco ou substancias usadas apenas como drogas (SOUZA et al.,
2003).

No Brasil, o Ministério da Saude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), regulamentou os Alimentos Funcionais e Novos Alimentos através
das Resolugdes ANVISA/MS 16/99; ANVISA/MS 17/99; ANVISA/MS 18/99 e ANVISA/MS
19/99.

o Resolucdo ANVISA/MS 16/99 trata de Procedimentos para Registro de
Alimentos e ou Novos Ingredientes, cuja caracteristica € ndo necessitar de um Padréo de
ldentidade e Qualidade (PIQ) para registrar um alimento, além de permitir o registro de
novos produtos sem histérico de consumo no pais e também novas formas de
comercializagéo para produtos ja consumidos (BRASIL, 1999 a).

o Resolugdao ANVISA/MS 17/99 estabelece as diretrizes basicas para a
Avaliacdo de Riscos e Seguranca de Alimentos que prova, baseado em estudos e
evidéncias cientificas, se o produto é seguro sob o ponto de vista de risco a saude ou nao
(BRASIL, 1999 b).

o Resolucdo ANVISA/MS 18/99 aprova o regulamento técnico que
estabelece as diretrizes basicas para analises e comprovacao de propriedades funcionais
e/ou de saude, alegadas em rotulagem de alimentos (BRASIL, 1999c).

o Resolucdo ANVISA/MS 19/99 aprova o regulamento técnico de
procedimento para registro de alimentos com alegacéo de propriedades funcionais e ou
de saude em sua rotulagem (BRASIL, 1999d).
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Essas resolugdes fazem distincdo entre alegacdo de propriedade funcional e
alegacéo de propriedade de saude, como segue:

e Alegacao de propriedade funcional: & aquela relativa ao papel
metabdlico ou fisiolégico que uma substancia (nutriente ou ndo) tem no crescimento,
desenvolvimento, manutencao e outras fungdes normais do organismo humano.

e Alegacao de propriedade de saude: é aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia de relacéao entre o alimento ou ingrediente com doencas ou condigdes
relacionadas a saude. Nao sao permitidas alegacdes de saude que facam referéncia a
cura ou prevencao de doencas.

As Resolucées ANVISA/MS n® 18, e ANVISA/MS n® 19, descrevem as Diretrizes
para Utilizacdo da Alegacao de Propriedades Funcionais e ou de Saude:

¢ A alegacao de propriedade funcional e ou de saude é permitida em carater
opcional.

e O alimento ou ingrediente que alegar propriedade funcional ou de saude
pode, além de fung¢des nutricionais basicas, quando se trata de nutriente, produzir efeitos
metabdlicos e ou fisioldégicos e ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisao médica.

e Sao permitidas alegacdes de funcao e ou conteudo para nutrientes e nao
nutrientes no crescimento, desenvolvimento e fungées normais do organismo, mediante
demonstragcao da eficacia. Para os nutrientes com fungdes plenamente reconhecidas pela
comunidade cientifica ndo sera necessaria a demonstracdo de eficacia ou analise da
mesma para alegacgéao funcional na rotulagem (item 3.3 da Resolucdo ANVISA/MS n® 18).

e No caso de uma nova propriedade funcional, ha a necessidade de
comprovacao cientifica da alegacdo de propriedade funcional e da seguranga de uso,
segundo as Diretrizes Basicas para Avaliacdo de Risco e Seguranga dos Alimentos.

e As alegacdes podem fazer referéncias a manutengao geral da saude, ao
papel fisiologico dos nutrientes e ndo nutrientes a reducao de risco a doengas (BRASIL,
1999c¢; BRASIL, 1999d).

Para ser registrado como alimento funcional deve ser comprovada a alegagéao de
propriedade funcional com base em:

Consumo previsto ou recomendado pelo fabricante;

Finalidade, condigbes de uso e valor nutricional, quando for o caso;

Evidéncias cientificas: composicdo quimica com caracterizagdo molecular e ou

formulagdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e ou fisioldgicos e ou
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toxicol6gicos em animais de experimentacao; estudos epidemioldgicos; ensaios clinicos;
evidéncias abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais de saude e
legislagéo internacionalmente reconhecida sobre as propriedades e caracteristicas do
produto e comprovacao de uso tradicional, observado na populacédo, sem associagao de
danos a saude (PIMENTEL et al.,2005; BRASIL, 1999d; BRASIL, 1999c).

2.2 MICROALGA Spirulina

Spirulina € uma microalga filamentosa que habita meios diversos como solos,
areias, pantanos, lagos alcalinos e aguas salobras, marinhas e doces. Por meio da
fotossintese, converte os nutrientes em matéria celular e libera oxigénio. Os nutrientes de
que necessita sdo agua e fonte de carbono, nitrogénio, fésforo, potassio, ferro e otros
oligoelementos. Em lagos naturais o aporte delimitado de nutrientes pode regular os ciclos
de crescimento, sendo que a densidade celular cresce rapidamente, alcanga uma
concentracdo maxima e retrocede quando os nutrientes se esgotam. A liberacdo de
nutrientes por parte das células mortas ou o aporte de nutrientes de fora do lago iniciam
um novo ciclo (HENRIKSON, 1994).

Os primeiros relatos do uso da Spirulina na alimentacao datam da pré-histéria, a
partir da informagéo de que tribos de cagadores coletavam massas gelatinosas de algas
verde-azuladas e as consumiam cruas ou cozidas. Para enriquecer suas dietas, também
consumiam algas filamentosas coletadas em lagos alcalinos, as quais sao conhecidas
como sendo do género Spirulina (RICHMOND, 1990). As microalgas tém recebido
atencao especial devido a seu conteudo, por exemplo, acidos graxos polinsaturado, (-
caroteno e outros pigmentos (antioxidantes) e polissacarideos fosfatados (anti-virais) e
esterois (antimicrobianos).

A Spirulina apresenta elevado conteudo protéico e € considerada uma das fontes
mais ricas de pro-vitamina A (beta-caroteno) e de ferro absorvivel, além de apresentar
altos niveis de vitaminas e outros minerais, compostos fendlicos, ficocianina, acido gama-
linolénico e outros acidos graxos essenciais (VON DER WEID et al., 2000; BELAY et al.,
1993).

As vitaminas que podem estar presentes na Spirulina sao a biotina, o acido félico,
o inositol, as vitaminas B12, B6, B3, B2, B1 e E, além do &cido pantoténico. A quantidade
de vitamina E presente na microalga é de aproximadamente 190mg/kg de Spirulina.
(HENRIKSON, 1995; RICHMOND, 1990). Segundo a Dietary Reference Intake (DRI,
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2000), a recomendagéo diaria permitida de vitamina E (tocoferol) para homens e mulheres
saudaveis é de 15mg/d. Sendo assim, faz-se necessario ingerir cerca de 80mg/d de
Spirulina para suprir a necessidade de vitamina E requerida por um adulto saudavel. Os
minerais presentes na Spirulina s&o: o calcio, o fésforo, 0 magnésio, o ferro, o zinco, o
cobre, o cromo, 0 manganés, o sédio e o potassio, sendo que os principais sdo o célcio
(1,3 a 1,4g/kg de Spirulina), o fésforo (6,7 a 9,0g9/kg de Spirulina) e o potassio (6,4 a
15,4g/kg de Spirulina) (HENRIKSON, 1994).

Figura 1 Microalga Spirulina platensis

Fonte: (<http://images.google.com.br>)

Entre os constituintes da microalga Spirulina destacam-se as proteinas de alta
qualidade, os acidos graxos polinsaturados e os pigmentos antioxidantes.

2.2.1 Proteinas e aminoacidos

As proteinas e aminoacidos sé&o os responsaveis estruturais. A microalga Spirulina
aprsenta entre 60 a 70 % de proteinas na sua composi¢cdao, comparando-se com outras
fontes de proteinas, apresenta teores mais elevados que a carne de peixe (15-20 %), que
sementes de soja (35 %), ovos (12 %), cereais (8-14 %) e leite integral (3 %). Quanto aos
aminodacidos, na Spirulina os limitantes sdo a cisteina e a metionina, porém, apresentam-
se nesta alga em quantidades superiores as encontradas em cereais, sementes e
verduras (HENRIKSON, 1994).

Quanto a digestibilidade, devido a parede celular formada por
mucopolissacarideos brandos, apresenta facilidade de digestdo pelo organismo humano,
sendo que cerca de 85-95 % sao digeridos.
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2.2.2 Acidos graxos essenciais

InUmeros trabalhos relatam a presenca de acidos graxos polinsaturados na
microalga Spirulina, indicando esta microalga como uma fonte potencial do acido gama-
linolénico (GLA), o qual constitui cerca de 20-25 % dos lipidios da microalga (ALONSO e
MAROTO, 2000).

Os acidos graxos essenciais, importantes sob o ponto de vista nutricional, ndo sao
sintetizados no organismo humano pela auséncia das dessaturases especificas
responsaveis pela formacdo das duplas ligacdes nestes compostos, devendo ser
introduzidos através da dieta. Os acidos graxos reconhecidos pela WHO/FAO como
essenciais sao o linoléico, a-linolénico, y-linolénico e arquidénico (ALONSO e MAROTO,
2000). O acido y-linolénico, apesar de ser sintetizado a partir do acido linoléico, é
considerado como essencial por existirem evidéncias da perda desta capacidade com o
envelhecimento. O acido araquiddnico é sintetizado a partir da dessaturagéo do acido y-
linolénico. As principais fontes de acidos graxos insaturados sao os 6leos vegetais, entre
0s quais se citam os 6leos de milho, acafrdo, soja, girassol e canola, além de éleos de
peixes, microalgas e fungos.

A essencialidade destes acidos graxos esta relacionada ao fato de serem os
precursores das prostaglandinas, substancias semelhantes aos horménios, as quais
controlam numerosas fungbes. As prostaglandinas PGE1 intervém na regulacao da
tensdo arterial, na sintese de colesterol, inflamagdes e crescimento celular. No organismo,
também podem ser sintetizados a partir do acido linoléico da dieta, transformando-se em
GLA e posteriormente em PGE1 (RICHMOND, 1990).

2.2.3 Pigmentos

Entre os pigmentos que compde a Spirulina, verifica-se a presenca dos
carotendides, da ficocianina e da clorofila.

l) Carotendides: os carotendides sao fotopigmentos lipossoluveis podendo
apresentar-se como f-caroteno, xantofilas, zeaxantina e luteina. As quantidades de (-
caroteno encontradas na microalga podem chegar a concentracdes dez vezes maior que
as encontradas na cenoura. Em 10 g da microalga seca, pode encontrar cerca de 23.000
Ul (14 mg) do composto, cerca de 460 % da dieta recomendada. Em valores percentuais,
o conteudo de carotendides € de 0,37 % na microalga (HENRIKSON, 1994).
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O consumo de B-caroteno tem sido indicado por reduzir os riscos de contracao de
céancer, devido a capacidade de desativar os radicais livres, evitando que reacionem no
organismo. Também podem estimular populagdes de lactobacilos intestinais, aumentando
a absorcdo de vitamina B1. Devido esta caracteristica a microalga tem sido utilizada em
tratamentos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), ja que um dos efeitos da
doenca € a incapacidade do intestino de absorver minerais, o que pode desencadear o
desenvolvimento de infecgoes (HENRIKSON, 1994).

Il) Ficocianina: a ficocianina é o principal pigmento da microalga, podendo chegar
a 20 % em peso seco. Tem sido utilizada como pigmento alimenticio e de cosméticos.
Seu uso inclui coloracao de doces, sorvetes, produtos lacteos e bebidas ndo alcodlicas
(RICHMOND, 1990).

A ficocianina apresenta-se como estimulante ao sistema imunoldgico, aumentando
a contagem de leucécitos, cuja fungao principal € manter a saude dos érgaos do corpo,
proteger contra o céancer, Ulceras e hemorréides (HENRIKSON, 1994). A atividade
antioxidante de extratos obtidos na purificacao da ficocianina foi demontrada por Estrada
et al. (2001).

ll) Clorofila: a clorofila pode ser utilizada como corante alimenticio verde. E
encontrada em pequenas quantidades na microalga quando comparada as quantidades
de ficocianina, sendo de apenas 1,1 %, apresentando-se principalmente como clorofila-a
(HENRIKSON, 1994).

Estas substancias presentes na microalga sdo apresentadas como participantes
na atenuagao dos danos celulares provenientes do desequilibrio entre a formacao de
radicais livres e espécies reativas e as defesa antioxidante, ou seja, o estresse oxidativo.

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Em organismos aerébios sadios, a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) esta balanceada com as defesas antioxidantes. O balangco nao é perfeito, e pode
ocorrer dano em moléculas, que podem ou ndo ser reparadas (DNA) ou substituidas
(oxidagdo de proteinas). O estresse oxidativo é resultado da diminuigdo de defesas
antioxidantes ou aumento na producao de espécies ativas, pela exposicdo a valores
excessivos de O, ou de agentes intoxicantes. Portanto o estresse oxidativo € um disturbio
no balancgo entre pro-oxidantes e antioxidantes (Figura 2), em favor do primeiro, gerando
um dano em potencial. Tal dano € chamado de estresse oxidativo (HALLIWELL, 1996).
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Estrezse Oxidativa

Figura 2 Desbalango entre antioxidantes e pré-oxidantes

O estresse oxidativo pode resultar em adaptagéo ou lesdo celular. Na adaptacao,
as células podem tolerar o estresse oxidativo, por meio de autoregulacao da sintese de
defesas antioxidantes até restabelecer o equilibrio. A lesdo é o resultado de estimulos
quimicos ou fisiolégicos, que alteram transitoriamente ou permanentemente a
homeostase da célula. A resposta a lesdo pode ser reversivel ou irreversivel. As
reversiveis sdo chamadas de adaptacdes celulares (HALLIWELL, 1996).

O estresse oxidativo pode causar dano em todos os tipos de biomoléculas,
incluindo DNA, proteinas e lipidios. O alvo principal do estresse oxidativo pode variar
dependendo da célula, o tipo de exposicdo e a severidade do estresse (FRIDOVICH,
1998).

O comportamento de algumas células pode ser alterado em conseqtiéncia do
estresse oxidativo, afetando a comunicacao intercelular, sendo que a excessiva geracao
de H.O, promove a peroxidacdo de membranas, resultando na morte celular (SAGARA et
al., 1998).

2.4 ESPECIES REATIVAS

O Termo espécies reativas de oxigénio (ERO) refere-se aos radicais livres
formados pela reducdo de oxigénio a aos nao-radicais livres dele derivados, como o
peréxido de hidrogénio, o oxigénio singlet, o acido hipocloroso e o ozénio (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007; HALLLIWELL, 2006). Um radical livre é definido como qualquer
espécie quimica capaz de ter existéncia independente e que contém um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; SOUTHORN e POWIS, 1998).

Os radicais livres sdo formados em um cenario de oxirredugao ou se, no rompimento de
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uma ligacdo covalente, cada um dos atomos envolvidos ficar com um elétron (fissao
homolitica) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Em condigbes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, pelo menos 95 % do
oxigénio molecular sofre reducao tetravalente, resultando na geracao de agua. Durante
esse processo, as espécies reativas superoxido, hidroperoxila, hidroxila e perdxido de
hidrogénio sao produzidas em pequenas quantidades na mitocdndria (cadeia respiratéria)
(COHEN, 1999). Outras fontes celulares de ERO sao o reticulo endoplasmatico, a
membrana nuclear, a membrana plasmatica (lipoxigenase, prostaglandina sintetase) e
algumas substancias encontradas no citosol (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Além de ser formado durante a respiracéo celular, o radical superédxido (O,") pode
ser produzido em reacgdes de auto-oxidacdo e por certas enzimas, como a xantina oxidase
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; FRIDOVICH, 1998). Apesar de nao causar,
diretamente, danos ao DNA, proteinas e lipidios, a citotoxidade do O,* esta relacionada a
sua capacidade de gerar outras ERO.

O peréxido de hidrogénio (H.O.) pode ser formado pela dismutacdo do O,"
(FRIDOVICH, 1998) ou por outras reagbes (HALLIWELL, 2006; HALLIWELL, 2001). O
H.O. é pouco reativo e parece ser incapaz de oxidar o DNA, lipidios e proteinas, exceto
aquelas proteinas que possuem grupos tiélicos hiper-reativos e residuos de metionina
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; BORUTAITE E BROWN, 2001; LEVINE et al.,
1999). Essa baixa reatividade do H,O, pode ser vantajosa, se for considerado que ERO é
gerada em processos inflamatérios e esta presente no ar exalado, na urina € na maioria
das bebidas quentes (café soluvel, por exemplo) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).

O radical OH®* reage com DNA, carboidratos, proteinas e lipidios, danificando-os.
Assim, se o OH* for produzido préximo ao DNA, poderao ocorrer modificagdes em bases
nitrogenadas e residuos de agucar, levando a inativagdo ou mutacdo do DNA
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2001). Além disso, o OH® tanto
compromete a atividade biolégica das proteinas ao oxida-las (DEAN et al., 1997), quanto
induz a oxidagdo dos 4&cidos graxos poliinsaturados das membranas celulares
(lipoperoxidagao) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; HALLIWELL, 2001). Os efeitos da
lipoperoxidacao sobre as membranas podem ser de quatro tipos:

(1) mudangas no microambiente lipidico;

(2) formagao de novos canais de membrana, alterando a sua permeabilidade;

(3) formagado de ligagbes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, inativando-os

irreversivelmente;
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(4) oxidagdo de grupos sulfidrilas nos sitios ativos de enzimas ligadas a
membrana, acarretando a perda de suas propriedades funcionais.

Dependendo da intensidade desses efeitos, a lipoperoxidacao pode causar desde
pequenas alteragbes na permeabilidade das membranas afetadas até a morte celular
(MEERSON et al., 1982).

2.5 LIPOPEROXIDACAO

A lipoperoxidagcao (LPO) é um processo de oxidagdo de lipidios polinsaturados.
Membranas e organelas celulares (mitocondria, lisossomos e peroxissomos) contém
grande quantidade de lipidios polinsaturados, os quais juntamente com as proteinas
compéem os maiores constituintes bioldégicos de membranas (URSO e CLARKSON,
2003).

A peroxidagao lipidica resulta em uma mistura complexa de hidroperéxidos e
produtos secundarios de oxidacao, incluindo peréxidos ciclicos como o malondialdeido
(MDA) e o 4-hidroxi-2-trans-nonenal (HNE). (ANDREAZZA et al., 2004; AKHGARI et al.,
2003; BANERJEE et al., 1999). O MDA é importante na lipoperoxidagéo porque € utilizado
através da reagdo com o &cido tiobarbiturico (TBA) na andlise da lipoperoxidagao in vitro,
expresso em MDA equivalentes (nmol/mg proteina).

A LPO esta relacionado com efeitos toxicos de diversas substancias quimicas,
injurias nos tecidos e no desenvolvimento de doencas (DAL-PIZZOL et al., 2000). As
lipoproteinas também sao alvos do dano oxidativo. A peroxidacdo de lipoproteinas de
baixa densidade contribuem para a aterosclerose. As HDL s&o lipoproteinas de alta
densidade, que removem o excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o figado,
sendo considerado um agente que previne a aterosclerose. No entanto as HDL também
podem sofrer lipoperoxidagdo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

Ha dados que a peroxidagcdo na membrana de figado e eritrécitos causam a
formacao de agregados de proteina com alto peso molecular na membrana, ocasionando
deformagdes nos eritrécitos (AKHGARI et al, 2003). Os receptores moleculares de
resposta hormonal e citocinas também podem ser inativadas durante a peroxidagao de
lipidios (GALLOWAY e HANDY, 2003).

A lipoperoxidagdo é uma reacdo em cadeia, com o envolvimento de RL, onde L
representa o lipidio na Figura 3. Esta reagéo inicia-se com o sequestro do hidrogénio do
acido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular pelo OH- ou pelo LO-, formando o
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radical L- (radical lipidico). Na fase de propagacao, o L- reage com o O, resultando no
radical LOO-, que sequestra um novo hidrogénio do acido graxo polinsaturado, formando
novamente o L-. A fase de término ocorre quando os radicais LOO:- e L- propagam-se até
que sejam eliminados (ZWART et al., 1999).

Iniciagéo: LH + OH- (ou LO") _ L+ + H>O (ou LOH)
Propagacdo: L-+ O, _ LOO:-

Propagacdo: LH +LOO-_L-+ LOOH

Término: LOO- +L-_LOOL

Término: LOO- + LOO- _ LOOL + O,

Figura 3 Peroxidagao de lipideos pela reagao de radicais livres
Adaptado de ZWART et al., 1999

2.6 DANO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Todos os organismos vivos podem sofrer com o dano oxidativo, no entanto o
cérebro € 0 6rgdo mais sensivel devido ao alto consumo de oxigénio e glicose. Também
ha grande consumo de energia, peroxidacdo de acidos graxos, pequena producao de
antioxidantes e rapida peroxidacdo das membranas do cérebro (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999).

O cérebro obtém quase toda sua energia a partir da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, que produz ATP ao mesmo tempo que reduz o O, molecular a H,O. Em
determinadas condicdes, espécies altamente reativas, como os radicais livres de oxigénio
e hidroxila, e 0 H,O, podem ser gerados como produtos colaterais desse processo
(GUPTA et al., 2001). O excesso de ferro depositado no cérebro e alteragbes no
metabolismo do ferro pode também contribuir no desenvolvimento de muitas doencas
(DAL PIZZOL et al., 2000).

Além disso, o metabolismo de alguns dos principais neurotransmissores, como a
dopamina, gera ERO capazes de consumir as defesas antioxidantes, que sao baixas em
muitas regides do cérebro (GILGUN-SHERKI et al., 2002).

Estudos apontam que medicamentos também induzem ao dano oxidativo no
cérebro de camundongos, como a apomorfina (MOREIRA et al., 2004) e que o estresse

oxidativo no sistema nervoso central (SNC) esta relacionado com a patogénese de
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doengas neurodegenerativas, tais como a esclerose multipla (FLOYD e HENSLEY, 2002;
KOUTSILIERI et al., 2002).

2.7 SUBSTANCIAS PROMOTORAS DE ESPECIES REATIVAS
2.7.1 Monoglutamato de sodio

O monoglutamato de sédio ou glutamato monossoédico (MSG) € o sal sédico do
acido glutamico, um aminoacido presente em todas as proteinas animais e vegetais.
Existem duas formas de glutamato. O glutamato existe na forma ligada como parte da
proteina, junto com outros aminoacidos. Ele também pode ser encontrado na forma livre
em tecidos de plantas e animais. E o glutamato livre que desempenha papel importante
no sabor e na palatabilidade dos alimentos. Alimentos que contém elevados teores de
glutamato livre, tais como queijos e tomates maduros, sao muitas vezes escolhidos pelos
seus sabores distintos e agradaveis. A maior parte do glutamato proveniente da dieta é
rapidamente metabolizado e usado como fonte de energia (GLUTAMATO E SABOR).

__,.(_;)f

.-"'A__v..-l:—-ﬁ? Carne 33mg

Peixe 140mg Tomate 140mg

Milho 1

Cogumelos 140mg 130mg

S — Frango 44mg
4_36 Queijo parmesio /.;n
)

1200mg ﬁ\,
)

Figura 4 Glutamato livre em alimentos

Fonte: http://portuguese.glutamato.org/media/glutamato_e_sabor

O monoglutamato de sédio € uma substancia bastante usada na industria de
alimentos para realgar o sabor dos alimentos, pois pode ser adicionado em carnes,
peixes, frangos, vegetais e frutos do mar, sendo que em muitos paises é usado como

tempero de mesa. Do ponto de vista nutricional, o glutamato € um aminoacido nao
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essencial, o que significa que 0 nosso organismo, caso necessario, pode produzir seu
préprio glutamato a partir de outras fontes protéicas. O nosso organismo produz seu
proprio glutamato para uma variedade de fungdes essenciais. Uma pessoa consome em
média entre 10 a 20 g de glutamato ligado e 1 g de glutamato livre a partir dos alimentos
que ingere diariamente. Em adi¢do, o corpo humano produz diariamente, cerca de 50 g de
glutamato livre. O organismo humano contém aproximadamente 10 g de glutamato livre
(GLUTAMATO E SABOR).

—— Cérebro 23g

w Miisculos 6g

Figado 0.7g
Rins 0.7g

Sangue 0.04g

Figura 5 Distribuigado do glutamato livre no organismo humano
Fonte: http://portuguese.glutamato.org/media/glutamato_e_sabor

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6rgao do
Ministério da Saude responsavel regulamentacgao, fiscalizacdo e controle de aditivos e
alimentos no pais, através da Resolucdo ANVS / MS n° 386, de 05 de Agosto de 1999,
publicada na Secao | do Diario Oficial da Unido do dia 9 de Agosto de 1999, classifica o
realcador de sabor glutamato monossédico como um produto BPF (quantum satis), ou
seja, com limite maximo de uso baseado na quantidade suficiente para se obter o efeito
desejado no alimento.

O excesso de monoglutamato no cérebro permite demasiada afluéncia de calcio
para dentro da célula neuronial, propiciando a formacao de radicais livres (RL) com morte
celular (HENRIQUES et al., 2001).
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Farombi e Onyema (2006), demonstraram que a administracdo de monoglutamato
de sddio via intraperitonial na dose de 4 mg/ g de peso corpéreo, aumenta a formagéao de
malonaldeido no figado, rins e cérebro de ratos.

2.7.2 Paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilio)

O paraquat (1,1°-dimetil-4,4"-bipiridilo), um herbicida de contato n&do-seletivo, é
amplamente utilizado em mais de cem paises em culturas de fumo, algodao, arroz, café,
cana-de-acgucar, feijdo, maca, soja e uva, entre outras (PETER et al., 1992).

O mecanismo bioquimico responséavel pela toxicidade do paraquat em mamiferos
nao esta totalmente esclarecido (GIRI et al., 1979). Entretanto, tem sido proposto que o
dano tecidual deve-se ao aumento da formacéo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, entre eles o radical superéxido (O,), o perdxido de hidrogénio (H.O) e o radical
hidroxila (OH’), os quais sdo instaveis e reagem rapidamente com &cidos graxos,
provocando lesdo nas membranas, proteinas e DNA (PETER et al., 1992).

O mecanismo bioquimico de toxicidade do paraquat é representado na Figura 6.
Inicialmente, ele reage com uma substancia doadora de elétrons, o fosfato de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), sofrendo uma reducéo por acao da enzima
NADPH-citocromo P45, redutase, o que resulta na geragcdo de um radical paraquat
(paraquat reduzido). Entretanto, sob condi¢des aerdbicas, esse elétron é transferido ao
oxigénio, que se transforma em anion superoxido. Como ha suprimento de oxigénio no
tecido pulmonar, o radical paraquat rapidamente se auto-oxida, produzindo radicais
superéxido e regenerando o paraquat (SMITH e HEATH, 1976; FARRINGTON et al.,
1973). Na presenca de suprimento suficiente de equivalentes reduzidos (NADPH), podem
ocorrer repetidos ciclos de reducéao e reoxidacao do herbicida (PETER et al., 1992).

O O, que se forma pode ser detoxificado pela acdo da enzima superéxido
dismutase (SOD), produzindo perdxido de hidrogénio. Esse produto formado é removido
através da enzima catalase. Entretanto, a SOD pode ser suprimida pela grande
quantidade de superoxido que vai sendo produzida quando ha altas doses de paraquat.
Dessa forma, os anions superéxido sofrem uma reacdo de dismutagdo ndo-enzimatica,
formando o oxigénio singlete, que ataca os lipidios insaturados das membranas celulares,
e dando origem a radicais livres lipidicos que, espontaneamente, geram radicais peroxil
lipidicos. Esses podem reagir com outros acidos graxos poliinsaturados, produzindo um
hidroperéxido lipidico e mais radicais livres lipidicos, propagando o processo
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continuamente como uma rea¢do em cadeia chamada peroxidacao lipidica (PETER et al.,
1992; BUS et al,, 1975). Em conseqliiéncia o balanco entre a geracao de radicais de
oxigénio e sua dissipacao pelos sistemas celulares de defesa (SOD, catalase, peroxidase,
glutationa, vitamina E) é alterado, possibilitando que espécies reativas ataguem as
biomoléculas, desencadeando o dano tecidual (PETER et al., 1992).

— ':fifﬂﬂit ~. .~ NADPH 6- P Gluconato—» Via das
-] GEPD
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(ﬂ ADPH- cxidas
Paraqua: h MADF
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05 singlete
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GEP = glicose & fosfato ; GEPD = glicose & fosfato desidrogenase; CR = glutationa reduase;
GPz- 5e = clutationa peroxidase 4+ selénio; G5H = glutatiora reduz'da ¢ G55G = glutationa oxidada.

Figura 6 Formacéo de radicais livres aumentada via paraquat com consequente
lipoperoxidacao e dano tecidual

2.8 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para retardar e/ou prevenir o

acumulo de espécies reativas e seus efeitos deletérios. Os sistemas de defesa podem ser
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enzimaticos ou ndo. As principais enzimas que exercem esse papel sdao a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX). Essas enzimas
evitam o acumulo de radical hidroxila, contra o qual ndo existe nenhum sistema
enzimatico de defesa. As defesas nao-enzimaticas incluem antioxidantes lipofilicos
(tocoferdis, carotendides e bioflavondides) e hidrofilicos (glutationa, acido ascorbico,
inddis e catecéis) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; FANG et al., 2002).

2.8.1 Antioxidantes Nao-enzimaticos

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdao compostos que contém pelo
menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos ou naturais. Os antioxidantes sintéticos sao
largamente utilizados pela industria de alimentos, sendo exemplos o butil hidroxianisol
(BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT). Os antioxidantes naturais podem ser substéancias
bioativas como organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicao
de diversos alimentos (KITTS, 1994). Segundo a “Food and Drug Administration” (FDA),
antioxidantes sao substancias usadas para preservar alimentos através do retardo da
deterioragao, rancidez e descoloracbes decorrentes da auto-oxidacdo (ADEGOKE, 1998).
No entanto, como a agdo dos antioxidantes ndo se restringe apenas a inibicdo da
peroxidagao dos lipidios, mas também da oxidagéo de outras moléculas, como proteinas,
DNA, entre outras, de maneira mais ampla, pode-se definir antioxidante como substancias
gue ao estarem presentes em pequenas concentragdes, quando comparadas ao substrato
oxidavel, retardam ou previnem significativamente a oxidagdo do mesmo (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 1999).

Os antioxidantes sdo, em sua maioria, compostos aromaticos que contém pelo
menos uma hidroxila. Compostos fenélicos (mono e poli) contendo um ou mais grupos de
hidroxilas séo utilizados como antioxidantes, que apresentam dois tipos principais: 0s
complexantes e os bloqueadores de radicais, variando desde os soluveis em lipidios até
os soliveis em agua e dos naturais aos sintéticos. Os complexantes funcionam
removendo os ions metélicos, reconhecidamente catalisadores da reacédo de lipidios. Os
blogueadores promovem a reagéo dos radicais livres formados no decorrer da oxidagéo,
sendo a utilizacdo conjunta destes geralmente sinergistica (ARAUJO, 1995).

Os antioxidantes, segundo o mecanismo de acdo, sao classificados em
antioxidantes primarios e secundarios. Os primeiros atuam interrompendo a cadeia da

reacao através da doacédo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os
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em produtos termodinamicamente estaveis e/ou reagindo com os radicais livres, formando
o complexo lipidio-antioxidante que pode reagir com outro radical livre, a exemplo do butil-
hidroxianisol, butil hidroxitoluento, ésteres do acido galico, butil hidroquinona, tocoferol e
flavondides (ADEGOKE, 1998). Os antioxidantes secundarios atuam retardando a etapa
de iniciacao da auto-oxidacao, por diferentes mecanismos que incluem complexacao com
metais; 0 sequiestro de oxigénio; a decomposicdo de hidroperdxidos para formar espécies
nao radicais; a absorcado da radiacao ultravioleta ou a desativagdo do oxigénio singlete.
Os sequestradores de oxigénio e quelantes de metais exibem efeito sinergista uma vez
que atuam como doadores de hidrogénio para o radical fenoxil, regenerando o
antioxidante primario, ou inativam ions metalicos, neutralizando seu efeito pré-oxidante. O
efeito sinergistico pode ser observado entre antioxidantes primarios e entre esses
compostos nao fendlicos, a exemplo do acido ascorbico e lecitina (MOREIRA et al., 2004).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: a dos com atividade
enzimatica e a dos sem essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de
bloquear a iniciacdo da oxidacao, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas
ao oxigénio. Na segunda classe, estdo moléculas que interagem com as espécies
radicalares e sdo consumidas durante a reacdo. Nesta classificagdo, incluem-se os
antioxidantes naturais e sintéticos como os compostos fendlicos (MOREIRA et al., 2004).

Os antioxidantes naturais e sintéticos tém sido recomendados para o alivio dos
sinais e sintomas de determinadas doencas ou mesmo para o bloqueio de sua evolucao.
Apesar disso, ha ainda muito a ser estudado, para que se determine 0 momento exato da
utilizacdo, a dose, a via de administracao e o antioxidante ideal para cada caso. Portanto,
o uso de medicamentos que contenham antioxidantes deve ser criterioso.

Inameros estudos tém demonstrado nos ultimos anos uma alta correlagdo entre
excesso de radicais livres e doengas crénico-degenerativas, o que levou a um grande
interesse por elementos funcionais antioxidantes. Estes elementos s&o encontrados
naturalmente em varios alimentos, em especial nas frutas, hortalicas, cogumelos
comestiveis e até mesmo em alguns graos. O Brasil possui uma riqueza muito grande de
alimentos e preparacdes destacando-se, ndo sé as matérias-primas pouco consumidas
como algumas frutas da Amazénia e do Cerrado, mas também alimentos tradicionais
pouco estudados como o feijao e o milho. Os elementos funcionais mais conhecidos como
antioxidantes sdo os polifendis, os carotendides e a vitamina C. Muito tem sido estudado
sobre a capacidade antioxidante das frutas e outros alimentos de clima temperado, porém
pouco se conhece do potencial dos alimentos cultivados em solos brasileiros e
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principalmente das espécies nativas (CARACTERIZACAO DAS SUBSTANCIAS
ANTIOXIDANTES DE ALIMENTOS VISANDO DETERMINAR O SEU POTENCIAL COMO
ALIMENTO FUNCIONAL).

As células do nosso corpo estdo constantemente sujeitas a danos toxicos pela
formagdo de radicais livres. Esses radicais livres sao provenientes da oxidacado da
membrana celular, responsaveis pela ocorréncia de diversas enfermidades e processos
degenerativos do organismo humano. O termo antioxidante € utilizado para denominar a
funcdo de protecédo celular contra os efeitos danosos dos radicais livres. Sendo que
alguns nutrientes, naturalmente presentes ou adicionados nos alimentos, possuem
propriedade antioxidante. Sao varios os nutrientes que tém essa acdo no organismo.
Entre eles estdo as vitaminas C e E, carotendides e isoflavona. A eficiéncia da funcéo dos
antioxidantes derivados da alimentacao depende da sua biodisponibilidade e da ingestao
de quantidades adequadas do nutriente. Entretanto, o consumo excessivo de algumas
vitaminas antioxidantes pode causar hipervitaminose, que nada mais € do que uma

quantidade exagerada de vitamina no organismo (SALGADO, 2007).

2.8.2 Defesas Antioxidantes Enzimaticas
2.8.2.1 Superoxido Dismutase

A superdxido dismutase (SOD) catalisa a reacdo de dismutacdo do radical
superéxido até perdxido de hidrogénio e, consequiientemente, diminui a formagéo das
ERO e ERN dele derivadas, assim como qualquer dano direto por ele causado
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; FRIDOVICH, 1998).

2H"+20," > O, + H0,

Existem duas formas de superoxido dismutase nas células eucaritticas:
manganés-SOD (Mn-SOD) e a cobre-zinco-SOD (CuZn-SOD). A importancia da Mn-SOD,
presente na matriz mitocondrial (FRIDOVICH, 1998; WARD e PETERS, 1995), foi
demonstrada em estudos onde camundongos geneticamente modificados nao a
sintetizavam e morriam precocemente com danos mitocondriais severos (MELOV et al.,
1999; LEBOVITZ et al., 1996; LI et al., 1995). A CuZn-SOD estéa localizada no citosol, mas
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também pode ser encontrada nos lisossomas, nucleo celular, espaco intermembrana da
mitocéndria, peroxissoma fluido extracelular (FRIDOVICH, 1995; WARD E PETERS,
1995; ABRAHAMSSON et al., 1992).

Embora a remocgéo do O, previna a formacdo de ERO, o H,O, produzido pela
SOD deve ser eliminado pelas enzimas catalase, glutationa peroxidase e também por
outras peroxidases para impedi-lo de reagir com metais de transicdo e gerar o OH® (
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; CADENAS E DAVIES, 2000).

2.8.2.2 Catalase

A catalase (CAT) é uma hemeproteina que acelera a decomposi¢cdo do perdxido
de hidrogénio em agua e oxigénio (WARD e PETERS, 1995; CHANCE et al., 1979).

2 H202 ->2 HQO + 02

A catalase € encontrada na maioria das células humanas, principalmente nos
peroxissomas (CHANCE et al, 1979). Alguns 6rgaos como 0 coragcdo, o musculo
esquelético e o cérebro, contém menor quantidade e atividade de catalase que o figado, o
que os tornam mais vulneraveis a agéo das ERO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

2.9 MODELOS BIOLOGICOS PARA AVALIA(;AO DE CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
2.9.1 Ratos

O uso de animais como cobaias € antigo, vem desde o século XIX, quando os
cientistas da época buscavam solucionar os problemas de saude do homem. O primeiro
experimento com animais foi feito em 1982 quando o DNA de um rato foi introduzido em
um camundongo. Por mais de um século, os ratos tém sido as cobaias mais usadas pela
ciéncia. O rato é escolhido para as diversas experiéncias por varios fatores, uma delas é
pela sua fisiologia que € bem semelhante a fisiologia dos humanos, fazendo com que
esses pequenos animais sejam perfeitos para estudar, entre outras doencas, a diabete, o
mal de Alzheimer, a distrofia muscular e canceres de todos os tipos (BIRCH, 2006).
Segundo uma pesquisa feita por peritos do Instituto Allen de Ciéncia Cerebral, o sistema

nervoso dos ratos aproxima-se extremamente do nosso com 99% de semelhanca
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(SGARBI, 2007). Além disso, o periodo de gestacao dos ratos é de apenas 21 dias, muito
curto, o que faz com que os resultados das experiéncias possam ser checados
rapidamente. As fémeas ddo de trés a seis ninhadas por ano, isso os torna
extremamente vantajosos quando o desejo do cientista é testar o efeito dos
medicamentos sobre os descendentes de quem ira consumi-los (COBAIAS DE
LABORATORIO). Outra vantagem dos roedores é que eles ndo tém problemas com o
incesto. Isso significa que geragdes de irmaos e irmas podem se reproduzir e criar
animais com praticamente o mesmo DNA dos pais, o que faz com que os resultados dos
experimentos possam ser reproduzidos. Além disso, os ratos sdo pequenos e chegam a
fase adulta com rapidez. Do nascimento a morte, em média, sdo dois anos e meio
(BIRCH, 2006).

2.9.2 Leveduras

A avaliacao da capacidade antioxidante empregando animais de laboratério €, em
geral, de dificil execu¢do e necessita de um numero elevado de animais para assegurar
resultados estatisticamente significativos. Ja os ensaios realizados com microorganismos
sao faceis, rapidos e podem utilizar um grande numero de células com as mesmas
caracteristicas genéticas. Varias razdes tornaram a levedura Saccharomyces cerevisiae
um dos melhores modelos de sistema eucariético unicelular para estudos de estresse
oxidativo. Seu metabolismo é semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos
préprios de ativacdo metabdlica (citocromo P450) e de detoxificagdo, que nao estao
presentes em bactérias. Os ensaios em células eucaribticas permitem a avaliacdo da
atividade antioxidante de inumeros compostos de forma rapida, econémica e reprodutivel
e os resultados obtidos podem ser mais facilmente extrapolados para o homem, do que
0s obtidos em ensaios quimicos (SOARES et al., 2003; HENRIQUES et al., 2001).

A avaliagdo da capacidade antioxidante pode ser feita pela medida da
sobrevivéncia de células tratadas com os antioxidantes em presenca e auséncia de
agentes estressores, como por exemplo, a apomorfina e o paraquat (SOARES et al,
2003; ESPIN et al., 2000; BENZIE e SZETO, 1999; WANG et al., 1999).

O fato de a levedura Saccharomyces cerevisiae ser um dos microrganismos mais
estudados do ponto de vista genético e metabdlico, fez com que ela se tornasse um dos
microrganismos mais utilizados em testes bioldgicos (HENRIQUES et al., 2001). Desta
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forma, testes em células eucaridticas da levedura Saccharomyces cerevisiae, assumem

um importante papel na verificagcdo da capacidade antioxidante de compostos naturais.
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Figura 7 Levedura Saccharomyces cerevisiae
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE PESQUISA

Pesquisa Quantitativa Experimental.

Entende-se por pesquisa quantitativa experimental, um estudo que pressupde
planejamento criterioso e rigoroso, onde situa¢des sao criadas e observadas através de
técnicas especificas (PEDRON, 1999)

3.2 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DA SPIRULINA EM LEVEDURAS Saccharomyces

Cerevisiae
3.2.1 Antioxidante

Foi analisado como composto antioxidante a microalga Spirulina, CEPA LEB-18,
proveniente da Planta Piloto de Producdo do Laboratério de Engenharia Biogquimica,
localizada em Santa Vitéria do Palmar. A quantidade de antioxidante utilizada foi de 0,025
mM, maior concentragdo néo citotéxica a célula de levedura de acordo com Soares et al.
(2005). A concentragao de Spirulina foi medida indiretamente, através do peso molecular
da ficocianina (seu principal pigmento) e considerando que essa representa até 20 % do
peso seco da biomassa desta microalga.

3.2.2 Agente estressor

Como agente estressor foi utilizado o herbicida paraquat (1,1°-dimetil-4,4"-
bipiridilo) nas concentracée de 0 mM, 10 mM e 15 mM.

3.2.3 Cultivos e tratamentos

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 160 mL de
meio de cultivo e 16 mL do in6culo (10 % do volume inicial). Os cultivos foram conduzidos
para o agitador orbital termostatizado (150 rpm, 30 °C), para o crescimento da levedura

em aerobiose. Para os tratamentos, aproximadamente 2x10° células/mL proveniente da
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fase exponencial de crescimento foram tratadas com as solu¢bes do antioxidante e do
agente estressor.

Foram realizados tratamentos: tratamento controle (sem adigéo de estressor e de
antioxdante); tratamento paraquat 10 mM e tratamento paraquat 15 mM (somente adicao
de paraquat nas concentragcées 10 mM e 15 mM, respectivamente); tratamento paraquat
10 mM + Spirulina e tratamento paraquat 15 mM +Spirulina (com adicdo de Spirulina e
paraquat nas concentracées 10 mM e 15 mM, respectivamente).

Apbs a adicdo do agente estressor e do antioxidante, os tratamentos foram
conduzidos a incubacao por 21 h a 28 °C para posterior andlises.

3.2.4 Sobrevivéncia celular

Para a determinacdo da sobrevivéncia celular, procedeu-se o plaqueamento das
células em meio contendo 2 % de glicose, 1 % de extrato de malte, 0,5 % de extrato de
levedura, 0,02 % de fosfato de s6dio monobasico e 2 % de agar. Apds a semeadura as
placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. Procedeu-se a contagem das colénias em cada
placa e determinou-se a sobrevivéncia celular em logaritmo de unidades formadoras de
colénia (LOG UFC).

3.2.5 Sustancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA)

Para a quantificacdo da lipoperoxidacao, foi realizada a analise de TBA (acido
tiobarbiturico). Para a andlise foram retirados 5 mL do tratamento e procedeu-se a
sonificagéo por 20 min. Adicionou-se 2,5 mL de tricloroacético (TCA) 15 % e submeteu-se
a mistura a centrifugacao por 15 min a 3000 rpm. Adicionou-se 2,5 mL de TBA (0,28% em
90 % de acido acético) a 2,5 mL do sobrenadante. Submeteu-se a mistura a banho maria
(95 °C) por 30 min. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 532 nm. A quantificacao
das proteinas foi realizada pelo método de Lowry (LOWRY et. al., 1951).

3.2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico através da analise de
variancia e pos-teste de Tukey.
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3.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA SPIRULINA EM RATOS FRENTE A
PARAMETROS DE ESTRESSE QUIMICO

O Comité de Etica da Universidade de Passo Fundo avaliou e aprovou o projeto
para a realizagao deste estudo em reunido no dia 06 de agosto de 2008 (CEP 159/2008).

3.3.1 Grupos experimentais

Os estudos foram realizados com 32 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), pesando entre 250 a 300 g. Os experimentos de estresse
oxidativo gerados por estresse quimico foram distribuidos em 4 grupos experimentais.
Cada grupo foi composto por 8 animais, sendo alocados 4 animais em cada gaiola. Os
grupos experimentais foram divididos em grupo controle (C), grupo controle + glutamato
(CG), grupo Spirulina LEB-18 + glutamato (SLEB-18) e grupo Spirulina Comercial +
glutamato (SC). Os animais tiveram livre acesso a racao e agua e foram mantidos em

ciclos de 12/12 h claro/escuro.
3.3.2 Solucoes administradas

A microalga Spirulina foi administrada aos animais na forma de suspensao
aquosa, na dose referente a ingestao diaria de Spirulina recomendada pela ANVISA para
humanos, que é de 1,6 g, tendo como referéncia um individuo de 60 kg. Foram utilizadas
duas diferentes biomassas da microalga: biomassa de Spirulina comercial (Santos Flora:
ervas, especiarias e extratos secos - Sdo Paulo) e biomassa de Spirulina LEB-18
(Laboratério de Engenharia Bioquimica, curso de Engenharia de Alimentos, Universidade
do Rio Grande - RS). A administragéo da suspensao foi realizada por gavagem.

A dose de glutamato monossddico administrada nos ratos foi de 4 mg/g de peso
corpéreo, em solucdo salina 0,9 %, tendo como referéncia Farombi e Onyema (2006). A
administracao foi realizada intraperitonialmente.

A solugéo salina administrada foi NaCl 0,9 % pH 7,0 (solugéo fisiolégica).

3.3.3 Periodo de tratamento e procedimentos de administracao das solucées
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Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos Spirulina (SLEB-18 e SC) receberam doses de
suspensao da biomassa seca de Spirulina por meio de gavagem, essa administracao
representou 0 método de adaptacédo para posteriores teste de atuacdo da Spirulina como
substancia atenuadora do estresse oxidativo. Os grupos controle (C e CG) receberam
solucéo salina 0,9 % (soro fisiol6gico), também por meio de gavagem, para promover as
mesmas condi¢coes e/ou possiveis interferéncias em todos os grupos. No oitavo dia de
tratamento, glutamato monossédico foi administrado, como promotor do estresse
oxidativo, nos ratos dos grupos CG, SLEB-18 e SC via intraperitonial. O grupo controle
(C) foi tratado com solucao salina 0,9 % via intraperitonial para homogeneizar as condutas

realizadas nos animais em tratamento.

3.3.4 Eutanasia

No oitavo dia, decorrida 1 h da aplicacdo do glutamato monossédico e da
Spirulina os animais foram submetidos a eutandsia com guilhotina e entéo foi realizada a

remocao do cérebro para andlise.

3.3.5 Preparacao do tecido e analises

A determinacdo da peroxidagao lipidica foi realizada de acordo com o método
descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990), que se baseia na determinagéao
malonaldeido (MDA) devido a sua reagdo com o acido tiobarbitdrico (TBA). O cortex foi
homogeneizado com solucao de KCI 1,15 % na proporcdo 1:10. O indice de TBA foi
quantificado em nmol de malonaldeido por grama de proteina (nmol malonaldeido/mg
proteina).

Para a determinacdo da atividade enzimatica especifica da superdxido dismutase
(SOD) foi utilizado o Kit Enzimatico Ransod Cal (Randox Laboratories, Reino Unido), que
utiliza a enzima xantina oxidase para a producdo do radical superoxido. O cértex foi
homogeneizado com tampao fosfato de potassio 50 mM + EDTA 1 mM pH 7,4, na
proporcao 1:10. O método baseia-se no uso de xantina oxidase (XOD) para gerar radicais
superéxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloretos feniltetrazol (INT),

que forma um composto de coloragcdo vermelha, o formazan. Os resultados foram
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expressos em U SOD/mg proteina. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50 % a redugéo do INT.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada segundo o método de Aebi
(1984) o qual se baseia no acompanhamento da decomposi¢cdo do H,O., durante 5
minutos. O cértex foi homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0, na
proporcdo 1:10. Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como 1 pymol de
peroxido de hidrogénio consumido por minuto, e a atividade especifica foi definida como
unidades/mg de proteina.

A concentracao de proteina foi medida pelo método de Lowry (1951).

Os resultados foram avaliados por andlise de variancia ANOVA, e teste de Tukey
a 5% de significancia.

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA SPIRULINA EM RATOS FRENTE A
PARAMETROS DE ESTRESSE FiSICO

O Comité de Etica da Universidade de Passo Fundo avaliou e aprovou o projeto
para a realizagao deste estudo em reunido no dia 06 de agosto de 2008 (CEP 159/2008).

3.4.1 Grupos experimentais

Os estudos foram realizados com 32 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), pesando entre 250 e 300 g. Os experimentos de estresse
oxidativo gerado por estressor fisico foram distribuidos em 4 grupos experimentais. Cada
grupo composto por 8 animais. Os grupos experimentais foram divididos em grupo
controle (C), grupo controle + panico (CP), grupo Spirulina (S) e grupo Spirulina + panico
(SP). Os animais foram mantidos em ciclos de 12/12 h claro e escuro e tiveram livre
acesso a racao e agua.

3.4.2 Solucoes administradas
A dose de Spirulina administrada aos animais foi calculada tendo como referéncia

a ingestao diaria de Spirulina recomendada pela ANVISA, que é de 1,6 g. Utilizou-se a
referéncia de uma pessoa de 60 kg. A biomassa da Spirulina utilizada foi a Cepa LEB-18,
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obtida no Laboratério de Engenharia Bioquimica do curso de Engenharia de Alimentos da
FURG-RS.
A solugéo salina administrada foi NaCl 0,9 % pH 7,0 (soro fisiol6gico).

3.4.3 Periodo de tratamento e procedimentos de administracao das solucées

Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos Spirulina (S e SP) receberam doses de
suspensao da biomassa seca de Spirulina, via gavagem, para promover a adaptacao para
posteriores teste de atuacdo da Spirulina como substancia atenuadora do estresse
oxidativo. Os grupos controle (C e CP) receberam solucao salina 0,9 % (soro fisiolégico),
também por meio de gavagem, para promover as mesmas condigcdes e/ou possiveis
interferéncias em todos os grupos. No oitavo dia de tratamento os grupos CP e SP foram
submetidos a estresse fisico por meio de péanico. Os animais foram alocados em

campanulas por uma hora.

3.4.4 Eutanasia

No oitavo dia, ap6s o periodo de uma hora nas campanulas, os animais foram

submetidos a eutandsia com guilhotina e realizou-se a remocao do cortex para analise.

3.4.5 Preparacao do tecido e analises

Os danos causados pelo estresse oxidativo (devido a formacao de radicais livre) e
a protecdo antioxidante da Spirulina no cortex cerebral, foram determinados através do
indice de TBA e também através da determinacao das atividades enzimaticas da catalase
(CAT) e da superoxido dismutase (SOD).

A determinacdo da peroxidagao lipidica foi realizada de acordo com o método
descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990), que se baseia na determinagéao
malonaldeido (MDA) devido a sua reagdo com o acido tiobarbitdrico (TBA). O cortex foi
homogeneizado com solucdo de KCI 1,15 % na propor¢do 1:10. O valor de TBA foi
quantificado em nmol de malonaldeido por miligrama de proteina (nmol malonaldeido/mg
proteina).



42

Para a determinacdo da atividade enzimatica especifica da superdxido dismutase
(SOD) foi utilizado o Kit Enzimatico Ransod Cal (Randox, Reino Unido), que utiliza a
enzima xantina oxidase para a produgcdo do radical superéxido. O coértex foi
homogeneizado com tampao fosfato de potassio 50 mM + EDTA 1 mM pH 7,4, na
proporcao 1:10. O método baseia-se no uso de xantina oxidase (XOD) para gerar radicais
superéxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloretos feniltetrazol (INT),
que forma um composto de coloragcdo vermelha, o formazan. Os resultados foram
expressos em U SOD/mg proteina. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50 % a redugéo do INT.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada segundo o método de Aebi
(1984) o qual se baseia no acompanhamento da decomposi¢cdo do H.O. durante 5
minutos. O cértex foi homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0, na
proporcdo 1:10. Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como 1 pumol de
peroxido de hidrogénio consumido por minuto, e a atividade especifica foi definida como
unidades/mg de proteina.

A concentracao de proteina foi medida pelo método de Lowry (1951).

Os resultados foram avaliados por analise de variancia ANOVA, e teste de Tukey a
5% de significancia.

3.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA FICOCIANINA EM RATOS FRENTE A
PARAMETROS DE ESTRESSE QUIMICO

O Comité de Etica da Universidade de Passo Fundo avaliou e aprovou o projeto
para a realizagao deste estudo em reunido no dia 06 de agosto de 2008 (CEP 159/2008).

3.5.1 Grupos experimentais

Os estudos foram realizados com 30 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), pesando entre 270 e 370 g. Os experimentos foram
distribuidos em 5 grupos experimentais. Cada grupo composto por 6 animais, sendo
alocados 3 animais em cada gaiola. Os animais receberam ragdo e agua ad libitum e
foram mantidos em ciclos de 12/12 h claro/escuro. Os grupos experimentais foram
divididos em grupo controle (C), grupo controle + glutamato (CG), grupo ficocianina 1 +
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glutamato (F1), grupo ficocianina 3 + glutamato (F3) e grupo ficocianina 5 + glutamato
(F5).

3.5.2 Solucoes administradas

As doses de ficocianina administradas aos animais foram de 1 mg/d para o grupo
F1, 3 mg/d para o grupo F3 e 5 mg/d para o grupo F5, tendo como referéncia basica a
quantidade de Spirulina recomendada pela ANVISA, 1,6 g/d, para um individuo de 60 kg e
considerando que a ficocianina representa 20 % da microalga em peso seco. A
ficocianina foi extraida da microalga Spirulina, cepa LEB-18, proveniente da planta de
producdo localizada em Santa Vitéria do Palmar, pertencente ao Laboratério de
Engenharia Bioquimica da FURG-RS, de acordo com P10801702-6 (KALIL et al., 2008).

A dose de monoglutamato de sodio administrada nos ratos sera de 4 mg/g de peso
corpéreo, tendo como referéncia Farombi e Onyema (2006).

A solugéo salina utilizada foi de NaCl 0,9 % pH 7,0.

3.5.3 Periodo de tratamento e procedimentos de administracao das solucées

Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos ficocianina (F1, F3 e F5) receberam doses da
solucdo de ficocianiana por gavagem, essa administracdo representa o método de
adaptacao para posteriores teste de atuagdo da mesma como substancia atenuadora do
estresse oxidativo. Os grupos controle (C e CG) receberam solugéo salina 0,9 % (soro
fisiolégico), também por meio de gavagem, para promover as mesmas condi¢des e/ou
possiveis interferéncias em todos os grupos. No oitavo dia de tratamento, o
monoglutamato de sodio foi administrado, como promotor do estresse oxidativo
(FAROMBI e ONYEMA, 2006), nos ratos dos grupos CG, F1, F3 e F5 via intraperitonial. O
grupo controle (C) foi tratado com solucdo salina 0,9 %, via intraperitonial, para

homogeneizar as condutas realizadas nos animais em tratamento.

3.5.4 Eutanasia
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No oitavo dia, decorrida 1 h da aplicagdo do monoglutamato de sbédio e da
Spirulina os animais foram submetidos a eutanasia com guilhotina e procedeu-se a

remocao do cortex cerebral para analise.

3.5.5 Preparacao do tecido e analises

A determinacdo da peroxidagao lipidica foi realizada de acordo com o método
descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990), que se baseia na determinagéao
malonaldeido (MDA) devido a sua reagdo com o acido tiobarbitdrico (TBA). O cortex foi
homogeneizado com solucao de KCI 1,15 % na propor¢do 1:10. O indice de TBA foi
quantificado em nmol de malonaldeido por grama de proteina (nmol malonaldeido/mg
proteina).

Para a determinacdo da atividade enzimatica especifica da superdxido dismutase
(SOD) foi utilizado o Kit Enzimatico Ransod Cal (Randox, Reino Unido), que utiliza a
enzima xantina oxidase para a producdo do radical superoxido. O coértex foi
homogeneizado com tampao fosfato de potassio 50 mM + EDTA 1 mM pH 7,4, na
proporcao 1:10. O método baseia-se no uso de xantina oxidase (XOD) para gerar radicais
superéxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloretos feniltetrazol (INT),
que forma um composto de coloragcdo vermelha, o formazan. Os resultados foram
expressos em U SOD/mg proteina. Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de
enzima capaz de inibir em 50 % a redugéo do INT.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada segundo o método de Aebi
(1984) o qual se baseia no acompanhamento da decomposi¢cdo do H,O., durante 5
minutos. O cértex foi homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0, na
proporcdo 1:10. Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como 1 pymol de
peroxido de hidrogénio consumido por minuto, e a atividade especifica foi definida como
unidades/mg de proteina.

A concentracdo de proteina foi medida pelo método de Lowry (1951), utilizando
albumina bovina como padrao.

A avaliagcao dos resultados foi realizada através da andlise de variancia ANOVA, e
teste de Tukey a 5% de significancia.
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CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DA MICROALGA Spirulina platensis EM CELULAS
DA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae SUBMETIDAS AO ESTRESSOR
PARAQUAT

RESUMO

Os indmeros estudos que tém mostrado alta correlacio entre a geracdo de radicais livres e
as doengas cronico-degenerativas, vém conduzindo o interesse por alimentos funcionais
antioxidantes. O excesso de espécies reativas no organismo resulta no estresse oxidativo
que provoca danos celulares e teciduais. A microalga Spirulina vem sendo estudada devido
a suas propriedades nutricionais e antioxidantes. O objetivo desse trabalho foi avaliar a
capacidade antioxidante da microalga Spirulina tendo como modelo biolégico a levedura
Saccharomyces cerevisiae, submetida ao estressor 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridilio (paraquat),
nas concentragdes 0, 10 e 15 mM. O potencial antioxidante foi avaliado pela sobrevivéncia
celular (plaqueamento) e pela lipoperoxidacao (valores de TBA). Os resultados mostraram
que a sobrevivéncia celular aumentou de forma significativa (p < 0,05) nos tratamentos
com paraquat e Spirulina, quando comparado com os que receberam somente o tratamento
com paraquat. O agente estressor gerou aumento significativo (p < 0,05) na lipoperoxidagdo
(valores de TBA), o qual foi atenuado pelo tratamento com Spirulina, nao diferindo do
tratamento controle (p > 0,05). Os resultados mostram que a microalga Spirulina
apresentou capacidade antioxidante, protegendo as células da levedura contra os danos

oxidativos provocados pelo paraquat.

Palavras chave: antioxidante, estresse oxidativo, Saccharomyces cerevisiae, Spirulina
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INTRODUCAO

O interesse de diferentes segmentos, dentre eles a industria de alimentos, por
componentes bioquimicos ativos, também denominados alimentos funcionais, tem sido
fundamentado nas questdes qualidade de vida, longevidade e saide. O termo funcional
aplicado aos alimentos tem assumido diferente conota¢do que € a de proporcionar um
beneficio fisiologico adicional, além daquele de satisfazer as necessidades nutricionais
basicas'. Um dos fatores que pode caracterizar um alimento como funcional é seu potencial
como antioxidante.

Os antioxidantes atuam como varredores de radicais livres (RL) e espécies reativas
de oxigénio (ERO). A producgdo destas espécies reativas € parte integrante do metabolismo
humano, sendo observada em diversas condi¢Oes fisioldgicas desempenhando papel
fundamental no metabolismo celular. O excesso de radicais livres pode gerar o estresse
oxidativo, o que pode conduzir a alteracdes teciduais responséveis por diversas patologias”.
O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante®, sendo o
sistema oxidante predominante e responsavel por citotoxidade em varios tipos de células.
Entre os diversos agentes oxidantes existentes, encontra-se o herbicida paraquat (1,1-
dimetil-4,4’ bipiridilio), que é uma fonte exdgena de radicais livres'. O paraquat em
presenca de NADPH (fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo) gera o radical
paraquat, superéxido e hidroxila*®. O paraquat reage com o NADPH sofrendo uma reducio
por acdo da enzima NADPH-citocromo P4sp redutase, o que resulta na geracdo de um
radical paraquat. Entretanto, sob condi¢Oes aerdbicas, esse elétron € transferido ao
oxigénio, que se transforma em 4nion superéxido (0,*)%.

Embora o organismo disponha de efetivas defesas antioxidantes para neutralizar os
radicais livres, dentre elas as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa (GX), existem situagdes fisioldgicas promotoras de estresse oxidativo, onde a
suplementacdo com antioxidantes exdgenos apresenta relevante importancia para manter o
equilibrio entre pr6 e antioxidantes. A crescente busca por produtos com atividade
antioxidante em terapias preventivas relacionadas ao estresse oxidativo, confere atencao

. . 4
especial aos produtos naturais .
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A Spirulina é uma cianobactéria consumida a milhares de anos por Astecas e Maias
como fonte de alimentacdo primdria, que contem elevados niveis de antioxidante, como por
2- 8 . 9 . .. , .
exemplo, carotendides”, especialmente beta-caroteno” e ficocianina, que é seu pigmento
.. 10 . . . oy . ~ L.
principal . A microalga Spirulina apresenta caracteristicas que sugerem aplicagdes clinicas
que revelam os efeitos terapéuticos da mesma em pacientes acometidos de diversas

- 11 . . . . 1A . .
patologias . A Spirulina vem sendo fonte de pesquisa devido a evidéncias de seu potencial
terapéutico na prevengdo e diminuicdo dos danos causados por dislipidemias e sua atuagao

.. . . 12
como composto com atividade antioxidante ~.

A avaliagdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratério €, em
geral, de dificil execucdo e necessita de um numero elevado de animais para assegurar
resultados significativos. Os ensaios realizados com microrganismos sdo féceis, rdpidos e
podem utilizar um grande nimero de células com as mesmas caracteristicas genéticas. A
levedura Saccharomyces cerevisiae, sob o ponto de vista genético e metabdlico, ¢ um dos

. . oy o1, . 13 L. -
organismos mais utilizados em testes bioldgicos °. Vdrias razdes tornam a levedura
Saccharomyces cerevisiae um modelo de sistema eucaridtico unicelular para estudos de
estresse oxidativo. Seu metabolismo é semelhante ao de eucariotos superiores, com
mecanismos proprios de ativagdo metabdlica (citocromo P450) e de detoxificacdo, que ndo
~ L, - 14.13 . . . . .
estdo presentes em bactérias . A avaliacdo da capacidade antioxidante pode ser realizada

pela medida da sobrevivéncia de células tratadas com o antioxidante e agentes estressores,

14,15,16 17,18

como por exemplo, a apomorfina, o paraquat , glutamato monossddico

Neste contexto, objetivou-se avaliar a capacidade antioxidante da microalga
Spirulina platensis na viabilidade celular e na lipoperoxidacdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae frente ao estresse oxidativo gerado pela adicdo de 1,1"-dimetil-4,4"-bipiridilo

(paraquat).

MATERIAL E METODOS

Antioxidante

Foi analisada como substincia antioxidante a biomassa da microalga Spirulina,

Cepa LEB-18. A concentracdo de Spirulina utilizada nos ensaios foi 0,025 mM, maior
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~ ~ . s . . . .o . 1
concentragio ndo citotéxica de antioxidante para a levedura Saccharomyces cerevisiae'®. A
medida da concentracdo de Spirulina foi realizada indiretamente, utilizando o peso
molecular de seu principal pigmento (ficocianina) e considerando que este representa 20 %

da microlaga.

Agente estressor

Como agente estressor foi utilizado o 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilio (paraquat), nas

concentragdes 0 mM, 10 mMe 15 mM.

Cultivos e tratamentos

Os cultivos foram realizados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 160 mL de meio
de cultivo e 16 mL do inéculo (10 % do volume inicial). Os cultivos foram conduzidos para
o agitador orbital termostatizado (150 rpm, 30 °C), para o crescimento da levedura em
aerobiose. Para os tratamentos, aproximadamente 2x10° células/mL proveniente da fase
exponencial de crescimento foram tratadas com as solugdes do antioxidante e do agente
estressor.

Foram realizados tratamentos: tratamento controle (sem adi¢do de estressor e de
antioxdante); tratamento paraquat 10 mM e tratamento paraquat 15 mM (somente adi¢do de
paraquat nas concentracdes 10 mM e 15 mM, respectivamente); tratamento paraquat 10
mM + Spirulina e tratamento paraquat 15 mM +Spirulina (com adi¢do de Spirulina e
paraquat nas concentracoes 10 mM e 15 mM, respectivamente).

Apds a adicdo do agente estressor e do antioxidante, os tratamentos foram

conduzidos a incubagdo por 21 h a 28 °C para posterior andlises.
Sobrevivéncia celular
Para a determinacdo da sobrevivéncia celular, procedeu-se o plaqueamento das

células em meio contendo 2 % de glicose, 1 % de extrato de malte, 0,5 % de extrato de

levedura, 0,02 % de fosfato de s6dio monobdsico e 2 % de agar. Apds a semeadura as
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placas foram incubadas a 28 °C por 48 h. Procedeu-se a contagem das colonias em cada
placa e determinou-se a sobrevivéncia celular em logaritmo de unidades formadoras de

colonia (LOG UFC).

Lipoperoxidacao

Para a quantificacdo da lipoperoxidacdo, foi realizada a andlise de TBA (4cido
tiobarbitdrico). Para a andlise foram retirados 5 mL do tratamento e procedeu-se a
sonifica¢do por 20 min. Adicionou-se 2,5 mL de tricloroacético (TCA) 15 % e submeteu-se
a mistura a centrifugacdo por 15 min a 3000 rpm. Adicionou-se 2,5 mL de TBA (0,28% em
90 % de acido acético) a 2,5 mL do sobrenadante. Submeteu-se a mistura a banho maria (95
°C) por 30 min. A leitura espectrofotométrica foi realizada a 532 nm. A quantifica¢do das
proteinas foi realizada pelo método de Lowry™. O valor de TBA foi quantificado em nmol

de malonaldeido por miligrama de proteina (nmol malonaldeido/mg proteina).

Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos a tratamento estatistico através da analise de

variancia e pés-teste de Tukey a 5 % de significancia (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise estatistica dos resultados referentes a Tabela 1 mostra diferenca
significativa entre os tratamentos (p < 0,05). Os grupos tratados com estressor (paraquat 10
mM e paraquat 15 mM) apresentaram niveis de sobrevivéncia celular estatisticamente
inferiores ao controle, indicando morte celular causada pelo estressor. Este resultado mostra
que concentragdes de paraquat 10 mM e 15 mM exercem efeito citotoxico sobre células de
levedura. Quando se analisa a adicdo da microalga Spirulina com o agente estressor
paraquat (10 e 15 mM) verifica-se que a sobrevivéncia celular aumenta, chegando a valores

estatisticos iguais ao tratamento controle.
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Os resultados de sobrevivéncia celular também foram analisados através da
comparacdo dos valores percentuais de sobrevivéncia da levedura tratada somente com o
paraquat, e tratada com esse agente estressor adicionado de Spirulina, como agente
antioxidante. A contagem das Unidades Formadoras de Colonia (UFC) do tratamento
controle representa 100 % de sobrevivéncia, pois nao teve influéncia dos agentes estressor e
antioxidante. As sobrevivéncias celulares da levedura Saccharomyces cerevisiae tratadas
com paraquat foram de 39,4 % e 17,1 % quando usadas as concentragdes 10 mM e 15 mM,
respectivamente. A adi¢do da Spirulina aos tratamentos elevou a sobrevivéncia para 54,8 %
e 57,8 %, respectivamente, mostrando aumento 15,3 % para a concentracdo 10 mM de
paraquat e 40,8 % para a concentracdo 15 mM (Figura 1).

Resultados semelhantes, de aumento no percentual de sobrevivéncia da levedura
Saccharomyces cerevisiae, foram encontrados por Soares er al. (2004)*' utilizando o
estressor paraquat nas concentracoes 10 mM e 15 mM e o BHT (butilhidroxitolueno) como
agente antioxidante, sendo o aumento de 19,95 % e 20,92 % quando usadas as
concentragdes 10 e 15 mM, respectivamente.

O tratamento da levedura Sacchromyces cerevisiae com Spirulina e paraquat na
concentracdo de 15 mM, mostrou aumento do percentual de sobrevivéncia (40,8 %)
superior ao valor experimental encontrados por Soares et al. (2005)" (32 %), que testaram
naringinina como antioxidante frente a apomorfina como agente estressor.

A Spirulina foi capaz de proteger as células da levedura dos danos oxidativos
causados pelo paraquat em ambas as concentragdes testadas, porém a atividade da Spirulina
foi mais pronunciada quando se utilizou a concentracdo 15 mM de paraquat.

Os grupos que receberam o agente estressor (paraquat), em ambas as concentragdes,
apresentaram valores de TBA significativamente superiores aos tratamentos com Spirulina
platensis (Tabela 2). Considerando que o TBA reflete a quantidade de malonaldeido, o
aldeido individual mais abundante resultante da peroxidacdo lipidica® estes resultados
indicam que o herbicida paraquat promove a peroxidacdo e a Spirulina atua minimizando
este efeito deletério nas células da levedura.

O estresse oxidativo como componente do processo metabdlico e a excitocidade sdao

23,24,25,26

responsdveis pelo desenvolvimento de neurodegeneragdes .Estes eventos refletem

um desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ERO) e sua degradacdo pelo sistema
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27,28

antioxidante™"”". Este desequilibrio pode ser origindrio de uma superprodu¢do de ERO e/ou

uma redugio nas defesas antioxidantes™>%>".

A atuacdo da microalga Spirulina na manutencdo dos parametros avaliados mostra
uma atenuacao dos radicais livres e dos danos gerados. Essa protecdo antioxidante reforca a
teoria de Pompella (1997)*%, que ressalta a importante relacio entre a inclusdo de
antioxidantes na dieta e a diminui¢do do risco do desenvolvimento de doencgas associadas
ao acimulo de radicais livres.

Estes resultados reforcam a idéia dos beneficios da utilizacdo de antioxidantes em
alimentos, cosméticos e medicamentos, que foram comprovados em diversos

33,34,35,36,4
estudos’™" 77

, por isso a busca crescente de estudos a cerca da capacidade antioxidante
de compostos naturais devem ser realizados, a fim de que possam vir a substituir os
antioxidantes sintéticos como o BHT, sem prejuizo da capacidade antioxidante e sem os

. . .. 37
efeitos indesejaveis relatados para os mesmos™'.

Conclusao

O uso da Spirulina em células de levedura Saccharomyces cerevisiae tratadas com
paraquat 10 e 15 mM aumentou a sobrevivéncia celular em 15,3 % e 40,8 %,
respectivamente.

Os valores de TBA encontrados para o tratamento com 10 mM de paraquat +
Spirulina e 15 mM de paraquat + Spirulina foram significativamente inferiores aos
tratados com paraquat 10 e 15 Mm e ndo diferiram do controle.

Os resultados de atenuacdo do estresse oxidativo da levedura Saccharomyces
cerevisiae frente ao estressor 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilio (paraquat), pela Spirulina,

corroboram com os resultados ja existentes de seu potencial antioxidante.
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ABSTRACT

ANTIOXIDANT CAPACITY OF MICROALGAE Spirulina platensis IN
Saccharomyces cerevisiae YEAST CELLS SUBMITTED TO PARAQUAT
ESTRESSOR

The innumerable studies that have shown high correlation between free radicals generation
and the chronic-degenerative illnesses, come leading the interest for antioxidant functional
foods. The reactive species excess in the organism results in oxidative stress that provokes
cellular and teciduais damages. The microalgae Spirulina comes being studied because its
nutritional and antioxidant properties. The objective of this work was to evaluate
antioxidant capacity of the microalgae Spirulina being had as biological model the
Saccharomyce cerevisiae yeast, submitted to the estressor 1,1' - dimetil-4,4' - bipiridilio
(paraquat), in concentrations 0, 10 and 15 mM. The antioxidant potential was evaluated by
the cellular survival and by the lipoperoxidation (values of TBA). The results had shown
that the cellular survival increased of significant form (p < 0,05) in the treatments with
paraquat and Spirulina, when compared with that had only received the treatment with
paraquat. The estressor agent generated significant increase (p < 0,05) in the
lipoperoxidation (values of TBA), which was attenuated by the treatment with Spirulina,
not differing from controlled treatment (p > 0,05). The results show that the microalgae

Spirulina presented antioxidant capacity, protecting yeast cells against the oxidative

damages provoked by paraquat.

Key words: antioxidant, oxidative stress, Saccharomyces cerevisiae, Spirulina



55

TABELAS

Tabela 1 Sobrevivéncia celular para os diferentes tratamentos das células da levedura
Saccharomyces cerevisiae.
SOBREVIVENCIA CELULAR

TRATAMENTOS (Log UFC)
Controle 8,53 + 0,06*
Paraquat 10 mM 8,04 +0,05"
Paraquat 15 mM 7,78 £0,16°
Paraquat 10 mM + Spirulina 8,38 +0,09*
Paraquat 15 mM + Spirulina 8,37 +£0,06*

*Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey a 5 % de significancia

Tabela 2 Indice de TBA da levedura Saccharomyces cerevisiae para os tratamentos com
paraquat em presenga e auséncia de Spirulina

TRATAMENTOS TBA* (nmol malonaldeido/mg de proteina)
Controle 6,64+0,14°
Paraquat 10 Mm 9,58+0,27"
Paraquat 15 Mm 9,86+0,98"
Paraquat 10 mM + Spirulina 5,35+0,22°
Paraquat 15 mM + Spirulina 5,81+1,35°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
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Figura 1 Aumento do percentual de sobrevivéncia da levedura Saccharomyces cerevisiae
tratada com Spirulina em presenca de paraquat
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USO DA MICROALGA Spirulina NA ATENUAGCAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NO
CORTEX CEREBRAL DE RATOS

RESUMO

A Spirulina € uma microalga que apresenta caracteristicas antioxidantes, pois atua no
combate aos radicais livres. O excesso de radicais livres ou a diminuicdo das defesas
antioxidantes enziméticas dos organismos gera o chamado estresse oxidativo, que
provoca danos teciduais e celulares. Objetivou-se avaliar a capacidade antioxidante da
Spirulina frente a parametros de estresse oxidativo, quimico ou fisico, em cortex de ratos
submetidos a administracdo de glutamato monossédico ou situacdo de panico,
respectivamente. O periodo de tratamento foi de 8 dias, sendo as suspensdes de
Spirulina administradas por gavagem durante todo o tratamento. A solugédo de glutamato
monossodico foi administrada via intraperitonial e o estresse por panico foi realizado
através da alocagdo dos animais em campanulas, ambos procedimentos efetuados
somente no oitavo dia de tratamento. O cortex cerebral dos animais foi removido e
homogeneizado para a avaliacdo dos indices de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA), e atividade especifica das enzimas superéxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Os resultados mostram que, tanto o estresse quimico quanto o fisico,
provocaram aumento significativo (p<0,05) dos indices de TBA e diminuicdo da enzima
CAT em relagdo ao grupo controle. Para a enzima SOD, observou-se que no estresse
quimico houve diminuicdo significativa (p = 0,003) desses niveis, enquanto no estresse
fisico houve aumento significativo (p = 0,009). O uso de Spirulina foi capaz de atenuar o
aumento do indice de TBA e as alteracGes das atividades das enzimas SOD e CAT,

mantendo estes parametros em niveis estatisticamente iguais ao grupo controle.
Palavras-chave: antioxidante; cértex; estresse oxidativo; Spirulina

INTRODUGAO

O aumento na expectativa de vida da populacdo tem desencadeado crescentes
interesses nos estudos relacionados a diferentes patologias, como cancer, Alzheimer,
Parkinson. Uma vertente destes estudos demonstra que o estresse oxidativo tem um

papel importante na origem de processos neurodegenerativos. Esta teoria é fortalecida
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pelo fato de que os neurdnios sao altamente propensos a situacdes de estresse oxidativo
(BARBOSA et al., 2006).

Os radicais livres gerados in vivo reagem com o DNA, RNA, proteinas e outras
substancias oxidaveis, promovendo danos que podem contribuir para o envelhecimento e
a instalacdo de doencas degenerativas, como cancer, aterosclerose, artrite reumatica,
entre outras (JACOB e BURRI, 1996), possivelmente por desestabilizacdo das
membranas (MORA et al., 1990), dano no DNA (TAKABE et al., 2001), e oxidagdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL). De acordo com RAMARATHNAM et al. (1995), a
autoxidacdo dos Aacidos graxos insaturados que compdéem a membrana celular, é
apontado como o processo oxidativo de maior ocorréncia no organismo humano (MELLO
e GUERRA, 2002). No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz
constantemente radicais livres, moléculas ou fragmentos de moléculas que possuem
elétron livre, dito ndo pareado, em sua orbita externa. Os elétrons livres dessas moléculas
as tornam quimicamente instaveis e, portanto, bastante reativas (CHEESEMAN e
SLATER, 1996).

O estresse oxidativo € definido como a situacao na qual a formacédo de espécies
reativas excede significativamente a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
organismo, tendo como consequéncia o aumento de danos a biomoléculas (DNA, lipidios,
proteinas). Estes danos, quando ndo reparados, acabam comprometendo o
funcionamento da célula, levando-a a morte por apoptose ou necrose (HALLIWELL,
2001). Existem varias formas de estresse e todas podem desencadear disturbios no
cérebro. O estresse oxidativo pode ser gerado por meios quimicos ou fisicos. No primeiro
caso, alguma substancia quimica promove o estresse oxidativo, como por exemplo, o
glutamato monossoédico, que é um realcador de sabor muito utilizado na industria de
alimentos. Os neurbnios utilizam extensamente o glutamato como neurotransmissor. A
morte celular e disfuncées metabdlicas podem causar aumento de glutamato extracelular,
elevando a concentragéo de célcio (Ca*™®) intracelular a niveis patolégicos (HALLIWELL,
2001). No estresse fisico, uma resposta momentanea do organismo a um estimulo, que
se da através da liberagdo de hormdnios que excitam o cérebro, desperta os instintos
basicos de fuga ou luta. O estresse torna-se uma expressdao de sofrimento humano
quando excede a sua funcgao original. Nesta situacdo ndo € mais uma forma rapida de
reacdo do organismo a um fator inesperado, mas sim um problema que provoca no
cérebro uma tensdo incessante para a qual o érgao nao foi geneticamente preparado,
provocando o estresse oxidativo (POVOA et al., 2005).
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Os organismos aerobios dispdem de um sistema celular de defesa contra as ERO,
sdo as chamadas defesas antioxidantes primarias que incluem as enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A enzima superdxido
dismutase é responsavel por catalisar a reacao de radicais superdxido com formacao de
peréxido de hidrogénio (H>O,), que é menos reativo e pode ser eliminado por acao de
outras enzimas como a catalase a glutationa peroxidase (EATON, 1991). Além das
defesas antioxidantes enzimaticas existem as defesas antioxidantes ndo enzimaticas. Os
antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como quaisquer substancias que,
quando presentes em baixas concentra¢des, quando comparadas a um agente oxidante,
sao capazes de prevenir a oxidagao do substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000).
Segundo CRYSTAL (1991), os antioxidantes sdao compostos que funcionam como
bloqueadores dos processos 6xido-redutivos desencadeados pelos radicais livres.

A Spirulina é uma microalga cujo perfil nutricional a torna ideal como alimento, pois
substitui satisfatoriamente outras fontes de nutrientes, por combinar diversos constituintes
de maneira equilibrada (AMBROSI et al., 2008). Os primeiros relatos do uso da Spirulina
na alimentacdo datam da pré-historia, a partir da informacao de que tribos de cacadores
coletavam massas gelatinosas de algas verde-azuladas e as consumiam cruas ou
cozidas. Para enriquecer suas dietas, também consumiam algas filamentosas coletadas
em lagos alcalinos, as quais sdo conhecidas como sendo do género Spirulina
(RICHMOND, 1990). A Spirulina € uma microalga caracterizada pelo elevado conteudo de
proteinas (60-70 %), carotendides, vitamina E, ficocianina e clorofila (NAKAYA et al.,
1998). Miranda et al. (1998) demonstraram a capacidade antioxidade do extrato de
Spirulina in vivo e in vitro. Premkumar et al. (2001) verificaram que o pré-tratamento com
Spirulina reduz o estresse oxidativo e a toxicidade induzida em ratos e Upasani et al.
(2001) relataram que a microalga previne a peroxidacgao lipidica.

O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade antioxidante da microalga
Spirulina, através da analise de cortex de ratos que sofreram inducdo de estresse
oxidativo pela substancia glutamato monossodico e pelo estresse gerado por situagao de
panico.

MATERIAL E METODOS

ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR GLUTAMATO MONOSSODICO
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Animais e grupos experimentais

Os estudos foram realizados com 32 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), pesando entre 250 a 300 g. Os experimentos de estresse
oxidativo gerados por estresse quimico foram distribuidos em 4 grupos experimentais.
Cada grupo foi composto por 8 animais, sendo alocados 4 animais em cada gaiola. Os
grupos experimentais foram divididos em grupo controle (C), grupo controle + glutamato
(CG), grupo Spirulina LEB-18 + glutamato (SLEB-18) e grupo Spirulina Comercial +
glutamato (SC). Os animais tiveram livre acesso a racao e agua e foram mantidos em

ciclos de 12/12 h claro/escuro.

Suspensao de Spirulina

A microalga Spirulina foi administrada aos animais na forma de suspensao
aquosa, na dose referente a ingestao diaria de Spirulina recomendada pela ANVISA para
humanos, que é de 1,6 g, tendo como referéncia um individuo de 60 kg. Foram utilizadas
duas diferentes biomassas da microalga: biomassa de Spirulina comercial (Santos Flora:
ervas, especiarias e extratos secos - Sao Paulo) e biomassa de Spirulina LEB-18
(Laboratério de Engenharia Bioquimica, FURG-RS). A administracdo da suspenséo foi
realizada por gavagem.

Solucao de glutamato monossoédico

A dose de glutamato monossédico administrada nos ratos foi de 4 mg/g de peso
corpéreo, em solucdo salina 0,9 %, tendo como referéncia Farombi e Onyema (2006). A

administracao foi realizada intraperitonialmente.

Periodo de tratamento e procedimentos de administracao das solucoes

Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos Spirulina (SLEB-18 e SC) receberam doses de
suspensao da biomassa seca de Spirulina por meio de gavagem, essa administracao
representou o método de adaptacédo para posteriores teste de atuacdo da Spirulina como
substancia atenuadora do estresse oxidativo. Os grupos controle (C e CG) receberam
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solucéo salina 0,9 % (soro fisiol6gico), também por meio de gavagem, para promover as
mesmas condi¢cdes e/ou possiveis interferéncias em todos os grupos. No oitavo dia de
tratamento, a solucdo de glutamato monossdédico foi administrada, como promotor do
estresse oxidativo, nos ratos dos grupos CG, SLEB-18 e SC via intraperitonial. O grupo
controle (C) foi tratado com solucéo salina 0,9 % via intraperitonial para homogeneizar as
condutas realizadas nos animais em tratamento.

Os animais foram submetidos a eutanasia com guilhotina, apés 1 h da aplicacdo
do tratamento com glutamato monossodico. O cértex dos animais foi imediatamente

removido e homogeneizado para analise.
ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR SITUACAO DE PANICO
Animais e grupos experimentais

Os estudos foram realizados com 32 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), pesando entre 250 e 300 g. Os experimentos de estresse
oxidativo gerado por estressor fisico (panico) foram distribuidos em 4 grupos
experimentais. Cada grupo composto por 8 animais, sendo alocados 4 animais em cada
gaiola. Os grupos experimentais foram divididos em grupo controle (C), grupo controle +
panico (CP), grupo Spirulina (S) e grupo Spirulina + pénico (SP). Os animais foram

mantidos em ciclos de 12/12 h claro e escuro e tiveram livre acesso a ragao e agua.
Suspensao de Spirulina

A dose de Spirulina administrada aos animais foi calculada tendo como referéncia
a ingestao diaria de Spirulina recomendada pela ANVISA, que é de 1,6 g. Utilizou-se a
referéncia de uma pessoa de 60 kg. A biomassa da Spirulina utilizada foi a Cepa LEB-18,
obtida no Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG-RS. A biomassa foi

administrada na forma de suspensdo aquosa via gavagem.
Procedimento experimental

Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos controle (C) e controle + panico (CP)
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receberam solucdo salina 0,9 % (soro fisiolégico) por meio de gavagem e 0 grupo
Spirulina + panico (SP) recebeu suspensdo da biomassa seca de Spirulina também por
gavagem. A administracdo prévia da suspensdao de Spirulina antes do processo de
inducdo ao estresse oxidativo (7 primeiros dias de tratamento) foi realizado para
adaptacdo dos animais a suspensao permitindo a posterior avaliagdo da capacidade
antioxidante da mesma. A administracdo de solucdo salina aos grupos controle (C) e
controle + panico (CP) foi realizada pra homogeneizar as condutas em todos os animais.
No oitavo dia de tratamento, os grupos controle + panico (CP) e Spirulina + péanico (SP)
foram submetidos a alocacdo em campanulas por uma hora para simular uma situacéo de
panico como promotora do estresse oxidativo. O grupo controle (C) permaneceu alocado
normalmente em gaiola.

Apdbs os animais terem sido submetidos a situacdo de panico, procedeu-se a

eutanasia com guilhotina e foi realizada a remog¢édo e homogeneizagéo do cortex cerebral.
ANALISES BIOQUIMICAS
Determinacio das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBA)

A determinagéo da peroxidagéo lipidica foi realizada de acordo com o método
descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990), que se baseia na determinacdo do
malonaldeido (MDA) devido a sua reacdo com o &cido tiobarbitarico (TBA). O
malonaldeido é O cortex foi homogeneizado com solugcdo de KCI 1,15 % na proporcéao
1:10. O valor de TBA foi quantificado em nmol de malonaldeido por grama de proteina
(nmol malonaldeido/mg proteina).

Atividade de superoéxido dismutase (SOD)

Para a determinacdo da atividade enzimatica especifica da superoxido dismutase
(SOD) foi utilizado o Kit Enzimatico Ransod Cal (Randox Laboratories, Reino Unido), que
utiliza a enzima xantina oxidase para a producdo do radical superoxido. O cértex foi
homogeneizado com tampao fosfato de potassio 50 mM + EDTA 1 mM pH 7,4, na
proporcao 1:10. O método baseia-se no uso de xantina oxidase (XOD) para gerar radicais
superéxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-cloretos feniltetrazol (INT),

que forma um composto de coloragdo vermelha, o formazan. Os resultados foram
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expressos em U SOD/mg proteina (atividade especifica). Uma unidade da SOD
corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50 % a reducao do INT.

Atividade de catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase (CAT) foi quantificada segundo o método de Aebi
(1984) o qual se baseia no acompanhamento da decomposi¢cdo do H.O., durante 5
minutos. O cértex foi homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0, na
proporcdo 1:10. Uma unidade de atividade enzimdtica foi definida como 1 pymol de
peroxido de hidrogénio consumido por minuto, e a atividade especifica foi definida como
unidades/mg de proteina.

Quantificacao de proteinas

A concentracdo de proteina em mg da solucdo foi determinada pelo método
descrito por Lowry et al. (1951) utilizando albumina bovina como padrao.

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por analise de variancia ANOVA, e teste de Tukey a
5% de significancia (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR GLUTAMATO MONOSSODICO

Tabela 1 Valores de TBA do cértex de ratos submetidos a administracdo de glutamato
monossodico como promotor de estresse oxidativo e Spirulina como agente antioxidante

TRATAMENTOS TBA (nmol malonaldeido/mg de

proteina)
Controle (C) 6,25+0,89°
Controle + clutamato (CG) 10,1120,94°
Spirulina comercial + glutamato (SC) 6,96+0,60°
Spirulina LEB-18 + glutamato (SLEB18) 6,59+0,77°2

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.
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Os valores de TBA do cortex cerebral de ratos tratados com glutamato
monossodico e Spirulina (Tabela 1) apresentaram diferenga significativa entre si (p=
0,0003). Os grupos controle (C), Spirulina comercial + glutamato (SC) e Spirulina LEB-18
+ glutamato (SLEB-18) apresentaram valores de TBA que nao diferiram entre si (p>0,05).
O grupo Controle + glutamato (CG) apresentou resultado de TBA significativamente
superior quando comparados aos demais tratamentos, indicando que o glutamato
monossodico promoveu a peroxidagao lipidica no cértex dos ratos e confirmando sua
capacidade como promotor do estresse oxidativo. Por outro lado, os grupos que
receberam glutamato monossodico concomitante com o tratamento prévio de Spirulina
(comercial e LEB-18) apresentaram valores de TBA iguais e que nao diferiram do controle
que ndo recebeu nenhum tratamento estressor ou antioxidante. Este resultado sugere
uma acgao protetora da suspensao de Spirulina em cortex de ratos, uma vez que a
lipoperoxidacao, segundo Halliwell (1996) € considerada um dos mecanismos basicos de
danos teciduais mediada por espécies reativas de oxigénio (ERO).

Na Tabela 2 estdo elencados os resultados de SOD (superéxido dismutase) e CAT
(catalase) para os diferentes tratamentos. Os resultados estao apresentados como média
* desvio padrao.

Tabela 2 Atividade especifica da superéxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT) em
cértex de ratos submetidos a administracao de glutamato monossddico como promotor de
estresse oxidativo e Spirulina como agente antioxidante

TRATAMENTOS SOD (l,J/mg CAT (microm9|es/min/mg
proteina) proteina)
Controle (C) 12,2942 552 1,25+0,222
Controle + glutamato (CG) 1,24+0,26° 0,60+0,17°
Spirulina comercial + glutamato (SC) 11,503,357 1,13+0,112
Spirulina LEB-18 + Glutamato (SLEB18) 12,1343,18% 1,23+0,09°

*Letras diferentes nas colunas representam diferenca significativa pelo teste de Tukey,p=<0,05.

A analise de variancia (ANOVA) dos resultados demonstrou diferenga significativa
entre os grupos de tratamento, tanto para a enzima SOD (p= 0,003), quanto para a
enzima CAT (p= 0,004).

O grupo controle + glutamato (CG) apresentou atividade de SOD e CAT inferiores
em relacdo aos demais grupos. Ja os grupos tratados com glutamato monossédico e
Spirulina Comercial ou Spirulina LEB-18 apresentaram valores de SOD e CAT
estatisticamente iguais ao grupo controle.
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Estes resultados indicam que quando foi adicionado o agente estressor (glutamato
monossodico) ocorreu uma queda significativa na atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT, porém quando o agente estressor foi adicionado aos grupos que receberam
o pré-tratamento com Spirulina como agente antioxidante, observou-se que a atividade
das enzimas SOD e CAT apresentou-se igual ao grupo controle, que recebeu apenas
solucéo salina.

Resultados semelhantes foram descritos por Farombi e Onyema (2006), que
concluiram que a administracdo de glutamato monossddico na dose 4 mg/g de peso
corpéreo aumentou o indice de TBA e diminuiu a atividade das enzimas superéxido
dismutase e catalase no cérebro de ratos, porém a administragéo de vitamina C, vitamina
E e quercetina atenuou a toxicidade gerada pela administracdo do glutamato
monossodico.

Os danos provocados pela administracdo de glutamato monossédico podem ser
explicados devido ao tecido cerebral ser altamente suscetivel ao estresse oxidativo por
apresentar um elevado consumo de oxigénio, presenca de altos niveis de acidos graxos
poliinsaturados e baixas defesas antioxidantes cerebrais comparadas a outros tecidos
(HALLIWELL, 2006; BEHL, 2005; ZARKOVIC, 2003; FLOYD, 1999; HALLIWELL, 1996),
fatos que o tornam mais vulneravel as espécies reativas.

Os resultados deste estudo, empregando glutamato monossddico como agente
estressor e Spirulina como agente antioxidante, corroboram com descritos por Bavaresco
et al. (2008) que utilizaram hipoxantina como agente estressor e as vitaminas C e E como
antioxidante. Os autores verificaram que a administracdo do agente estressor provocou
aumento da lipoperoxidacao (TBA) em 32 % e diminuigao da atividade das enzimas SOD
e CAT em 31% e 43 %, respectivamente. Porém o pré-tratamento com vitamina C e E
(antioxidantes) foi capaz de reverter as alteragbes mantendo os parametros iguais ao
grupo controle.

A capacidade antioxidante da Spirulina neste estudo confirmam os descritos por
diversos autores. Chamorro et al. (1996) relataram a possivel utilidade terapéutica da
Spirulina devido a sua agdo como antioxidante. A atividade antioxidante da Spirulina e de
compostos extraidos da mesma foi relatada por Colla et al (2007a) quando
demonstraram o efeito antioxidante in vitro de extratos fenélicos da Spirulina platensis,
cultivada sob diferentes condigdes, na inibicdo do escurecimento enzimatico ocasionado
pela peroxidase. Miranda et al. (1998) também verificaram a capacidade antioxidante da

Spirulina em ratos.
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ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO POR SITUAGAO DE PANICO

Tabela 3 Valores de TBA do cértex de ratos submetidos ao péanico e
administracao de Spirulina

TRATAMENTOS TBA (nmol mal9naldeido/mg
proteina)
Controle (C) 5,23+0,50°
Controle + panico (CP) 6,80+0,70°
Spirulina + panico (SP) 4,90+0,31°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.

A andlise de variancia dos resultados mostrou que houve diferenca significativa
(p= 0,006) entre os tratamentos. O grupo que recebeu solucdo salina durante os 8 dias
de tratamento e foi submetido a condicdo de péanico, grupo CP, apresentou valores de
TBA significativamente superiores aos demais grupos, demonstrando que o panico
promoveu o estresse oxidativo e consequientemente a lipoperoxidagédo no cértex cerebral
dos ratos. O grupo controle (C), que recebeu solugéo salina e nao foi submetido ao panico
apresentou valores de TBA estatisticamente iguais aos valores encontrados para o grupo
que foi submetido ao péanico, porém recebeu suspensdo de Spirulina (SP). Isso
demonstrou que a Spirulina foi capaz de atenuar os danos causados pelo estresse
oxidativo gerado por situacao de panico. Quando comparamos os dois grupos submetidos
as mesmas condicdes estressoras, verificou-se que o0 grupo que recebeu a biomassa de
Spirulina manteve os valores de TBA iguais ao grupo controle, enquanto o grupo que
recebeu solugdo salina apresentou um aumento significativo.

O aumento no valor de TBA pode ser explicado pelo fato do estresse por panico
gerar excesso da formagcdo das espécies reativas, principalmente do radical hidroxil,
podendo iniciar o processo de oxidacao de lipidios das membranas celulares, formando
peréxidos, além de reagir de forma nao seletiva com os outros constituintes celulares. A
oxidacdo de &cidos graxos insaturados da membrana celular € o evento oxidativo que
ocorre com maior freqiiéncia no organismo (JORGE e RAMALHO, 2005; CINTRA e
MANCINE FILHO, 1998).

A SOD e a CAT sao as duas maiores enzimas antioxidantes que removem o0s
radicais livres in vivo (ANNIDA e STANELY, 2005) por isso sdo importantes indicadores
de estresse oxidativo. As Tabelas 4 e 5 apresentam os valores das enzimas superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), respectivamente.
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Tabela 4 Atividade especifica da enzima superédxido dismutase em cortex de ratos
submetidos a estresse oxidativo e com administracdo de Spirulina

TRATAMENTOS SOD (U/mg proteina)
Controle (C) 12,29+2 552
Controle + panico (CP) 21,42+0,62°
Spirulina + panico (SP) 13,91+1,95%

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.

Os resultados de SOD foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos (p= 0,009). Observa-se que o
estresse provocado por panico promoveu um aumento significativo na atividade de SOD
quando comparado com os demais grupos. Os grupos controle (C) e Spirulina + panico
(SP) sao estatisticamente iguais quanto aos valores de SOD. Isso demonstra que a
Spirulina é capaz de manter os padrdes enzimdticos de SOD encontrados no controle,
mesmo apos o procedimento de panico.

Tabela 5 Atividade especifica da enzima catalase em cértex de ratos submetidos a
estresse nervoso e com administracao de Spirulina

TRATAMENTOS CAT (micromoles/min/mg proteina)
Controle (C) 2,04+0,18°
Controle + panico (CP) 0,82+0,25°
Spirulina + panico (SP) 2,0740,42°

* Letras diferentes representam diferencga significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.

De acordo com a analise de variancia (ANOVA) existe diferenga significativa entre
os tratamentos (p=0,003). O grupo submetido ao panico sem ingestdo de Spirulina
apresentou atividade da CAT significativamente inferior. Enquanto os grupos controle e
Spirulina + panico néo diferiram entre si. Dessa forma, evidencia-se que a Spirulina
conseguiu manter a atividade da CAT igual ao grupo controle, mesmo apdés o
procedimento de panico (grupo SP). Ja o grupo controle + panico (CP) apresentou um
decréscimo significativo na atividade da CAT.

Os resultados de aumento da lipoperoxidagao, decréscimo na atividade da enzima
CAT e aumento da atividade da enzima SOD no cértex dos ratos submetidos ao agente
estressor (panico), estdo de acordo com os encontrados por Brasil et al. (2007) em figado
de ratos submetidos a exposicao ao agente estressor halonato em hipdxia. O aumento da
SOD pode ser explicado em funcdo do aumento adaptativo devido a elevada producéao do
ion superoxido, potente radical livre.

O estresse oxidativo gerado é explicado pela situacdo de panico aos quais 0s
animais foram submetidos. Ap6s dez minutos de uma carga excessiva de noradrenalina,

adrenalina e dopamina, que sdo os neurotransmissores liberados no estresse, o cérebro €
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invadido pelos horménios corticoides. Estes, embora muito importantes para nos manter
sempre bem dispostos, sdo extremamente prejudiciais ao cérebro quando em excesso. O
excesso de corticoide gera também uma producao exagerada e perigosa de radicais livres
no cérebro, que vai gerar uma série de problemas. O cérebro sadio requer o estresse
balanceado, que é uma faixa segura entre o excesso de radicais livres e a falta deles.
Quando o cérebro entra em sofrimento, devido ao estresse, ocorre o chamado estresse
oxidativo, que equivale a uma tempestade neurobioelétrica, de sérias conseqiéncias
(POVOA et al., 2005).

A neuroprotecado apresentada pela Spirulina neste trabalho reforca a idéia de que
o extrato da microalga, bem como alguns de seus constituintes, apresentam elevada
capacidade antioxidante, pois exercem atividade inibidora da peroxidacao lipidica e
provocam a eliminagdo de radicais livres (radicais hidroxil e peroxil) pelo sistema
enzimatico (BERMEJO et al., 2008; RISS et al, 2007; WU et al., 2005; UPASANI e
BALARAMAN, 2003; BHAT e MADYASTHA, 2000).

Os resultados encontrados neste trabalho, de protecdo antioxidante da Spirulina
corroboram com Wu et al. (2005) que utilizaram o extrato aquoso de Spirulina e
verificaram significativa atuagéo antioxidante em células hepaticas estreladas e células
tumorais hepaticas. Chamorro et al. (1996) relataram que além do elevado valor nutritivo,
a Spirulina tem mostrado diversos efeitos biolégicos, de possivel utilidade terapéutica,
dentre eles a capacidade antioxidante. Os compostos fendlicos existentes na Spirulina
sao acidos organicos como os acidos caféico, clorogénico, salicilico, sinaptico e trans-
cindmico, 0s quais agem individualmente ou sinergicamente como compostos
antioxidantes em sistemas in vivo e in vitro (ESTRADA et al., 2001; MIRANDA et al.,
1998).

A Spirulina é legalmente autorizada como complemento alimentar na Europa,
Japéo e Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration), sem efeitos téxicos ao
organismo (VON DER WEID et al.,, 2000; BELAY et al., 1993). No Brasil, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) reconhece a Spirulina como um alimento e
permite a comercializagdo de produtos no qual a microalga tenha sido adicionada, desde
que o mesmo esteja devidamente registrado (BRASIL, 2008). Com base nos dados
cientificos ja existentes, e considerando os resultados apresentados neste trabalho, pode-
se incrementar a caracterizagdo da microalga Spirulina como um alimento funcional

antioxidante.
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CONCLUSOES

O tratamento com as microalgas Spirulina LEB-18 e Spirulina comercial em ratos
submetidos a indugdo de estresse oxidativo com glutamato monossddico, manteve os
valores de TBA estatisticamente iguais ao grupo controle.

As atividades das enzimas SOD e CAT dos grupos tratados com as microalgas
Spirulina LEB-18 e Spirulina comercial ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao controle.

Os danos provocados pelo glutamato monossédico em cértex de ratos foram
atenuados pela adicao da microalga Spirulina.

O valor de TBA do tratamento com Spirulina nos animais submetidos a inducao de
estresse oxidativo por situacéo de panico foi mantido estatisticamente igual ao tratamento
controle.

As atividades das enzimas SOD e CAT para os tratamentos com Spirulina nao
diferiram do grupo controle.

A Spirulina mostrou capacidade antioxidante, inibindo e/ou atenuando a agéo
lesiva que os radicais livres provocaram no cortex cerebral de ratos induzidos ao estresse
oxidativo por glutamato monossédico ou por situacdo de panico, caracterizando-a no

ambito dos alimentos funcionais antioxidantes.
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EFEITO NEUROPROTETOR DA FICOCIANINA EM RATOS
RESUMO

O cérebro é muito susceptivel a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
pois apresenta um elevado conteudo lipidico, baixos niveis de enzimas antioxidantes e
elevado consumo de oxigénio. O organismo apresenta defesas antioxidantes para evitar o
acumulo excessivo ERO, porém a ingestdo de antioxidantes exdgenos pode contribuir
com estas defesas. A ficocianina, pigmento da microalga Spirulina, € o principal
componente responsavel pela capacidade antioxidante desta microalga. O objetivo do
presente artigo foi avaliar a capacidade antioxidante da ficocianina, através da analise de
lipoperoxidacao e da atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase em coértex
de ratos tratados com glutamato monossodico via intraperitonial e ficocianina via
gavagem, por um periodo de 8 dias. Os resultados mostram que houve aumento na
lipoperoxidacao e diminui¢cdo na atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) no cértex dos animais tratados com o agente estressor. Os animais
tratados com glutamato monossédico e ficocianina apresentaram indices de TBA
(6,90£1,22; 6,7620,52 e 5,46+1,08 nmol malonaldeido/mg de proteina, para 1; 3 e 5 mg/d,
respectivamente), SOD (7,43+1,15; 7,86+1,84 e 9,36+3,75 U/mg proteina, para as
concentracdes 1; 3 e 5 mg/d, respectivamente) e CAT (1,48+0,36; 1,45+0,28 e 1,60%0,07
micromoles/min/mg proteina, utilizando 1; 3 e 5 mg/d, respectivamente) comparaveis aos
do controle (5,11+1,14 nmol malonaldeido/mg de proteina para TBA; 10,23+2,50 U/mg
proteina para SOD e 1,50+0,32 micromoles/min/mg proteina para CAT), demonstrando a
acao antioxidante da ficocianina frente ao estresse oxidativo provocado por glutamato

monossodico em cortex de ratos.
Palavras-chave: antioxidante; cértex; ficocianina; radicais livres.
INTRODUGAO
O aumento nas pesquisas em busca de alimentos contendo substancias
biologicamente ativas séo relatadas por diferentes pesquisadores nas ultimas décadas.

(MELLO e GUERRA, 2002; KROON e WILLIAMSON, 1999; PARK et al, 1997). Neste

contexto, inserem-se os antioxidantes, visto que podem retardar o dano oxidativo de
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tecidos aumentando suas defesas naturais (WILLIANS e CHUNG, 2006; TSUDA et al.,
1998).

Os radicais livres sédo produtos naturais do metabolismo humano, onde a partir dos
nutrientes e do oxigénio que respiramos, acontece uma série de reagdes quimicas dentro
das células que tém como produto a formacdo de energia e de agua. A reducédo da
molécula de O, até H,O gera espécies reativas, radicais livres, os quais possuem um
elétron desemparelhado e tem um papel importante no organismo humano, devendo ser
produzidos em quantidades controladas. Quando a producao dessas substancias se torna
incontrolavel, surgem diferentes manifestacdes patolégicas do tipo degenerativas. Estas
manifestagdes geram doengas como cancer, Alzheimer, Parkinson, entre outras, e é onde
estd embasada a teoria mais aceita na atualidade para explicar o processo do
envelhecimento humano, Teoria do Estresse Oxidativo. (AFANAS'EV, 2005; ASKOT e
ALl, 1999). Algumas substancias podem atuar como indutoras de estresse oxidativo,
dentre estas se encontra 0 monoglutamato de sédio ou glutamato monossédico. Esta
substancia é utilizada na industria de alimentos como realgador de sabor, e é também um
neurotransmissor. O excesso de monoglutamato no cérebro permite demasiada afluéncia
de célcio para dentro da célula neuronial, propiciando a formagéo de radicais livres (RL)
com morte celular (HENRIQUES et al., 2001).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema de defesa
antioxidante enzimatico, representado pelas enzimas superdxido dismutade (SOD),
catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa-redutase (GR) (BONNEFOY et
al., 2002). O organismo tem a capacidade de produzir compostos que apresentam grande
capacidade de defesa antioxidante, direta ou indireta, atuando a fim de manter o estado
de equilibrio celular (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2000). Além das defesas
antioxidantes enzimaticas, os antioxidantes ndao enzimaticos presentes nos alimentos
também sdo importantes, visto que as defesas antioxidantes enzimaticas podem ser
insuficientes para sanar o dano oxidativo. Entre os antioxidantes n&o enzimaticos, podem-
se citar as vitaminas, os compostos polifendlicos e os de baixo peso molecular.

A ficocianina é um pigmento fotossintético da familia das ficobiliproteinas. Entre as
cianobactérias, as espécies do género Spirulina sdo uma fonte rica e barata desse
pigmento (RICHMOND, 1986). A ficocianina é usada como corante alimenticio (YOSHIDA
et al., 1996) e também em cosméticos (COHEN, 1986). Esse pigmento é relatado como
um agente com potencial terapéutico em doencas induzidas pelo estresse oxidativo,
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devido a apresentar capacidade antioxidante (BHAT e MADYASTHA, 2001; RIMBAU et
al., 1999; ROMAY et al., 1998).

De acordo com o exposto, o objetivo desse trabalho foi verificar o efeito
antioxidante da ficocianina em cortex de ratos submetidos a estresse oxidativo promovido

por monoglutamato de sodio.

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os estudos foram realizados com 30 ratos machos adultos da raca Wistar (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), com dois a trés meses de idade, pesando entre 270 g a 370
g. Os experimentos foram distribuidos em 5 grupos experimentais. Cada grupo composto
por 6 animais, sendo alocados 3 animais em cada gaiola. Os animais receberam ragcao e
agua ad libitum. Os grupos experimentais foram divididos em grupo controle (C) que néao
recebeu solugdo de ficocianina e nem de glutamato monossodico; grupo controle +
glutamato (CG), grupo F1: 1 mg/d de ficocianina + glutamato, grupo F3: 3 mg/d de
ficocianina + glutamato e grupo F5: 5 mg/d de ficocianina + glutamato. A dose de
monoglutamato de sédio administrada nos ratos foi de 4 mg/g corporeo (Diniz et al.,
2004). A ficocianina foi extraida da microalga Spirulina LEB-18 de acordo com PI
0801702-6 (KALIL et al., 2008).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos aos tratamentos durante um periodo de 8 dias.
Durante os 8 dias de tratamento os grupos ficocianina (F1, F3 e F5) receberam doses da
solucdo aquosa de ficocianina por gavagem. Os grupos controle (C e CG) receberam
solucéo salina 0,9 % (soro fisiol6gico), também por meio de gavagem, para promover as
mesmas condi¢cdes e/ou possiveis interferéncias em todos os grupos. No oitavo dia de
tratamento, o monoglutamato de so6dio foi administrado, como promotor do estresse
oxidativo (FAROMBI e ONYEMA, 2006), nos ratos dos grupos CG, F1, F3 e F5 via
intraperitonial. O grupo controle (C) foi tratado com solugao salina 0,9 % via intraperitonial

para homogeneizar as condutas realizadas nos animais em tratamento.
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No oitavo dia, decorrida 1 h da aplicagdo do monoglutamato de soédio e da
Spirulina os animais foram submetidos a eutanasia com guilhotina e foi realizada a
remocado do cortex cerebral para andlise. O coértex dos animais foi imediatamente
removido e homogeneizado com solucao de KCI 1,15 % na propor¢ao 1:10.

ANALISES BIOQUIMICAS

Determinacio das Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBA)

As substancias reativas ao acido tiobarbitirico TBA foram quantificadas pelo
método descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990).

Determinacao da atividade da enzima superéxido dismutase

A enzima superoxido dismutase foi quantificada através de kit enzimatico Ransod
Cal (Randox Laboratories, Reino Unido).

Determinacao da atividade da enzima catalase

A quantificacdo da enzima catalase foi realizada segundo método descrito por Aebi
(1984).

Quantificacao de proteinas

A concentracado de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951),

utilizando albumina bovina como padrao.
ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados por analise de variancia ANOVA, e teste de Tukey a
5% de significancia (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 Valores de TBA do cértex de ratos submetidos a administracdo de ficocianina e
glutamato monossodico

TRATAMENTOS TBA (nmol manrJaIdel'do/mg de
proteina)
Controle (C) 5,11+1,142
Controle + glutamato (CG) 10,66+0,02°
1 mg/d de ficocianina + glutamato (F1) 6,90+1,22°
3 mg/d de ficocianina + glutamato (F3) 6,76+0,52°
5 mg/d de ficocianina + glutamato (F5) 5,46+1,08°

* Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste de Tukey, p<0,05.

Pela anélise de variancia o valor de TBA do grupo controle + glutamato (CG) foi
estatisticamente superior aos demais tratamentos. Esse fato evidencia que o
monoglutamato de s6dio promoveu danos oxidativos aos lipidios no cortex cerebral de
ratos. Os tratamentos controle (C), 1 mg/d de ficocianina + glutamato (F1), 3 mg/d de
ficocianina + glutamato (F3) e 5 mg/d de ficocianina + glutamato (F5) apresentam valores
de TBA iguais entre si, indicando que a ficocianina foi capaz de atenuar os efeitos
citotoxicos do agente estressor glutamato monossédico.

O elevado valor de TBA, de 10,66 + 0,02, no tratamento controle + glutamato (CG),
pode ser explicado devido a presenca de acidos graxos insaturados nas membranas
celulares, que oxidam facilmente pela agdo dos radicais livres, ocasionando a
peroxidacgao lipidica. Quando a permeabilidade da membrana celular é alterada, pode
ocorrer morte celular e /ou oxidagdo de moléculas importantes, como proteinas e DNA
(LEHNINGER et al.,2000). O TBA indica a quantidade de formagé&o de malonaldeido, ou
seja, 0 aldeido individual mais abundante proveniente da peroxidagdo lipidica
(ESTERBAUER e CHEESEMAN, 1990), e portanto permite avaliar o processo de
lipoperoxidagao provocado pelo estresse oxidativo.

A ficocianina € o principal pigmento da microalga Spirulina e constitui
aproximadamente 20 % em peso seco da microalga. Quando ingerido atua como
estimulante do sistema imunoldgico, aumentando a contagem de leucdcitos, cuja funcao
principal € manter a saude dos 6rgdos do corpo humano (HENRIKSON, 1994). A
capacidade antioxidante da ficocianina foi observada por diferentes pesquisadores. Colla
et al. (2007) e Souza et al. (2006) verificaram que a ficocianina apresenta capacidade
antioxidante nos sistemas lipidicos como 6éleo de soja e azeite de oliva, através da
avaliagdo do indice de perdxidos. Estudos in vivo, demonstram sua capacidade



91

antioxidante, pois reage com substancias reativas ao oxigénio geradas durante o
processo oxidativo (ESTRADA et al., 2001). A atividade antioxidante de extratos obtidos
na purificacao da ficocianina foi demonstrada por Estrada et al. (2001).

As enzimas SOD e CAT sao enzimas antioxidantes importantes que removem o0s
radicais livres in vivo. A SOD é uma proteina importante para o sistema de defesa
antioxidante, convertendo superéxido em H,O, (FREEMAN e CRAPO, 1982). A SOD
pode ser rapidamente induzida em algumas condi¢des quando as células ou organismos
sdo expostos a estresse oxidativo (MICHIELS et al,, 1994). A enzima CAT tem como
funcédo principal a dismutagcdo do peréxido de hidrogénio (H.O.), formando agua e
oxigénio molecular (FRIDOVICH, 1998).

Tabela 2 Atividade especifica das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
em cortex de ratos tratados com glutamato monossodico e ficocianina

TRATAMENTOS SOD (U/mg proteina) AT (m';:gg?r:‘zl‘;'/ min/mg
Controle (C) 10,23+2,50% 1,50+0,32°
Controle + Glutamato (CG) 1,24+0,26° 0,75+0,34°
1 mg/d de ficocianina + glutamato (F1) 7,43+1,15° 1,48+0,36%
3 mg/d de ficocianina + glutamato (F3) 7,86+1,84% 1,450,282
5 mg/d de ficocianina + glutamato (F5) 9,36+3,75° 1,60+0,072

* Letras diferentes na mesma coluna representam diferencga significativa pelo teste de
Tukey, p<0,05.

Pela analise de variancia das atividades de SOD verifica-se que o tratamento
controle + glutamato (CG) diferiu dos demais tratamentos apresentando atividade
enzimatica reduzida. Os grupos tratados com ficocianina (F1, F3 e F5) apresentaram-se
iguais entre si e nao diferiram do tratamento controle (C), mostrando que a ficocianina foi
capaz de manter a atividade de SOD apés a adi¢cdo de glutamato monossédico.

Quando os resultados CAT foram submetidos a analise de variancia verificou-se
comportamento semelhante ao encontrado para a SOD, ocorrendo diminuigéo
significativa da CAT no tratamento com glutamato monossdédico e protecdo aos efeitos
deste estressor pela ficocianina.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram verificados por
Bavaresco et al. (2008), estudando os efeitos das vitaminas C e E na prevencdo de
modifica¢cdes mediadas pela hipoxantina em parametros de estresse oxidativo em cérebro
de ratos. Os autores verificaram aumento do valor de TBA e diminuigdo da atividade da
SOD e CAT quando administrado somente a hipoxantina (agente causador do estresse),

porém, nenhuma alteracao nestes parametros foi verificada apds a administracdo das
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vitaminas C e E, indicando que a suplementacao com estas vitaminas reduz a formagao
de radicais livres gerada pela hipoxantina.

Farooq et al. (2004) verificaram o efeito antioxidante da ficocianina em rim de
ratos, frente a danos provocados pela administracdo de oxalato de sdédio. Os autores
confirmam o envolvimento de radicais livres formados pela administracdo de oxalato de
s6dio na mediacao da peroxidagao lipidica, resultando em deletérios danos renais, e
demonstram a capacidade protetora da ficocianina frente a estas injurias.

A ficocianina é considerada o principal componente antioxidante da Spirulina,
sendo capaz de interagir com radicais livres e evitar os danos produzidos por eles
(ROMAY et al.,2001; HIRATA et al., 2000; ROMAY, 1998; ESTRADA et al., 1996).

CONCLUSAO

A lipoperoxidacao do cortex cerebral de ratos foi atenuada de forma significativa
(p=0,002) pelo pigmento ficocianina, quando em presenga do estressor glutamato
monossodico.

A atividade da enzima superéxido dismutase foi aumentada significativamente (p <
0,05) pela adigcao de ficocianina ao tratamento com glutamato monossodico.

Os grupos tratados com o estressor (glutamato) e o antioxidante (ficocianina) néo
apresentaram diferenga significativa do grupo controle quanto aos valores da enzima
catalase.

Os resultados de atenuacdo da peroxidacao lipidica e da acdo das enzimas de
defesa antioxidante SOD e CAT no cértex cerebral de ratos, quando em presenca do
estressor glutamato monossédico na concentragdo 4mg/g de peso corpéreo, mostram o
efeito neuroprotetor da ficocianina e contribuem com a elucidacdo da agéo antioxidante
deste pigmento.
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CONCLUSAO GERAL
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5.1 CONSIDERAGOES FINAIS

A ingestdao de pequenas quantidades de biomassa microalgal (na maioria dos
géneros Chlorella, Scenedesmus e Spirulina) pode afetar de forma positiva a fisiologia de
animais, apresentando resposta imune ndo-especifica e auxiliando o sistema imunoldgico
(BELAY, 1993). Varias espécies de microalgas vém sendo cultivadas visando a obtengéo
de compostos considerados nutracéuticos, como os acidos graxos poliinsaturados
eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA) (TRIPATHI et al., 1999;
GILL e VALIVETY, 1997). A biomassa microalgal e os extratos de biomassa estao
ganhando destaque no mercado mundial, devendo-se o aumento na demanda de
produtos de origem algal, principalmente, ao fato de apresentarem substancias com
efeitos benéficos a salude. O aumento na demanda de produtos de origem algal deve-se,
principalmente, ao fato de apresentarem substéncias com efeitos antioxidantes, acidos
graxos polinsaturados (PUFA), proteinas imunologicamente efetivas e compostos
virostaticos (COHEN, 1999). As microalgas sdo produzidas de forma continua em curto
periodo de cultivo e pequenas areas, requerendo cuidados simples e dispensando a
utilizacéo de agrotéxicos (BERTOLDI et al., 2008).

Nos ultimos anos ha um explosivo interesse no uso de substancias nutricionais
antioxidantes (GIGANTE et al., 2007; SIMPORE et al., 2006). Evidéncias epidemiolégicas
sugerem que a ingestdo de algumas vitaminas, minerais e outros constituintes de
alimentos pode ajudar na protecdo do organismo de doencas do coragdo, cancer e
processo de envelhecimento, e que antioxidantes podem ter um efeito protetor, na
prevencdo dessas doencas ou diminuindo sua severidade (HSIA et al., 2007;
LUCHSINGER et al., 2007; MARCASON, 2007; WU et al., 2005).

A Spirulina e os seus componentes possuem uma diversidade de propriedades
nutricionais e terapéuticas que fazem dela, além de um excelente alimento, uma fonte
potencial para emprego na prevencgao e atenuagao de varias enfermidades (AMBROSI et
al., 2008). Bermejo et al. (2008) concluiram em seus estudos que a Spirulina pode ser
utilizada como suplemento antioxidante em uma dieta natural ou adicionada a produtos
benéficos a saude, tais como cereais ou bebidas, para prevenir algumas doencas

crbnicas onde radicais livres estejam envolvidos.
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5.2 CONCLUSAO GERAL

A microalga Spirulina apresentou atividade antioxidante em células da levedura
Saccharomyces cerevisiae submetidas a geracdo de estresse oxidativo pela substancia
1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilio (paraquat).

A Spirulina mostrou capacidade antioxidante, inibindo e/ou atenuando a agao
lesiva que os radicais livres provocaram no cortex cerebral de ratos induzidos ao estresse
oxidativo por glutamato monossaédico ou por situacao de péanico.

A ficocianina atenuou a peroxidacao lipidica e manteve a atividade das enzimas
SOD e CAT no cértex cerebral de ratos submetidos a administracdo de glutamato
monossodico, demonstrando seu efeito antioxidante.

A microalga Spirulina, assim como a ficocianina, seus principais pigmentos,
apresentaram capacidade antioxidante nos organismos vivos como levedura e ratos, visto
gue atenuaram os danos provocados pelos agentes estressores paraquat, glutamato
monossodico e panico, e mantiveram o0s parametros de sobrevivéncia celular,
lipoperoxidacado e atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT, estatisticamente
iguais aos grupos controle.

A elucidacdo da acdo antioxidante da microalga Spirulina contribui com a

caracterizacao da mesma no ambito dos alimentos funcionais antioxidantes.
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