Viabilidade da Saccharomyces cerevisiae frente a

Spirulina platensis

Resumo

O estresse oxidativo promove alteragoes
intracelulares que geram danos ao organis-
mo levando ao desenvolvimento de diver-
sas patologias, sendo que algumas fontes
geradoras de radicais livres estao presentes
na nossa dieta e também em medicamen-
tos. Os compostos antioxidantes sdo utili-
zados como mecanismos de defesa contra
os radicais livres e podem ser empregados
nas industrias de alimentos, cosméticos,
bebidas e farmacéutica. A Spirulina platen-
sis € uma microalga que possui pigmentos
(ficocianina e carotendides) e vitaminas

sistema biolégico células da levedura Sac-
charomyces cerevisiae. O potencial antio-
xidante foi avaliado através do método da
sobrevivéncia celular. A Spirulina platensis
mostrou-se capaz de elevar de forma sig-
nificativa a sobrevivéncia da levedura Sac-
charomyces cerevisiae quando comparado
aos tratamentos que receberam somente os
agentes estressores. A microalga protegeu
as células contra os danos causados pelo
paracetamol, monoglutamato de sédio e
paraquat, mostrando-se assim como uma
fonte alternativa para uso como suplemen-

(acido ascérbico e tocoferol) responsa- to nutricional rico em antioxidantes.
veis pela suas propriedades nutricionais e
terapéuticas. Objetivou-se avaliar a ativi-
dade antioxidante da microalga Spirulina
platensis frente ao paracetamol, glutamato

monossodico e paraquat utilizando como
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Introducao

Uma pequena quantidade de ra-
dicais livres é necessdria para a ma-
nutencéo da vida, mas a sua producgéo
excessiva, maior do que a sua velocidade
de remocéo, pode conduzir a diversas
formas de danos celulares (SHAMI; MO-
REIRA, 2004). Este excesso de radicais
livres pode estar envolvido na origem e
no desenvolvimento de varias doencas
como cancer, aterosclerose, catarata,
doencas neurodegenerativas como Al-
zheimer, diabetes, inflamacoes cronicas,
artrite reumatoéide e situacdes de injaria
por isquemia e da doenca intestinal in-
flamatéria (DROGE, 2002).

O organismo humano sofre acédo
constante de espécies reativas de oxigé-
nio e nitrogénio geradas em processos
inflamatérios, por alguma disfuncéo
biolégica ou provenientes de fontes ex-
ternas, como alimentos e medicamentos
(BARREIROS; DAVID, 2006). Entre os
diversos agentes oxidantes exégenos
existentes, encontram-se o paracetamol
(SALVADOR; HENRIQUES, 2004), o
monoglutamato de sédio (FAROMBI,;
ONYEMA, 2006; DINIZ et al., 2005) e
o paraquat (SOARES et al., 2004). A
toxicidade de tais substancias esta re-
lacionada com a capacidade de induzir
estresse oxidativo, caracterizado pelo
aumento da producéo de radicais livres.
Para protecédo contra essas espécies os
organismos dispdem de mecanismos néo-
-enzimaticos e enzimaticos. No primeiro
caso, varias moléculas com propriedades
antioxidantes consumidas na dieta dimi-
nuem a acdo toxica das espécies reativas
produzidas (YU, 1994). Os antioxidantes
possuem larga aplicacdo em alimentos,
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cosméticos e medicamentos (SOARES et
al., 2004), entre os mais conhecidos estio
as vitaminas, os polifenéis, os compostos
de baixo peso molecular, dentre outros
(SALVADOR; HENRIQUES, 2004).

A microalga Spirulina platensis é um
produto natural que possui constituintes
com propriedades nutricionais, dentre os
quais se incluem proteinas, vitaminas
do complexo B, minerais, proteinas de
alta qualidade, antioxidantes B-caroteno
e tocoferol. A Spirulina tem merecido
atencdo especial pela sua habilidade
em combater virus, cincer, desnutrigéo,
hipercolesterolemia e outros, além de
proporcionar melhorias na saide como
um todo, o que destaca sua utilizagdo
como nutracéutico e desperta o interesse
no seu emprego como uma fonte farma-
céutica em potencial (AMBROSI et al.,
2008; BELAY, 2002).

A avaliacdo da capacidade antioxi-
dante de um composto pode ser realizada
através da medida da sobrevivéncia de
micror-ganismos tratados com o antio-
xidante e agentes estressores. Os testes
realizados nestes tipos de sistemas sédo
rapidos e permitem a utilizacdo de um
grande nimero de células com as mes-
mas caracteristicas genéticas. Por estas
razoes a levedura Saccharomyces cerevi-
siae torna-se um dos melhores modelos
de sistema eucariético unicelular para
estudos de estresse oxidativo (SOARES;
et al., 2005).

Objetivou-se avaliar a influéncia
da microalga Spirulina platensis na
viabilidade da levedura Saccharomyces
cerevisiae frente aos danos induzidos
pelo paracetamol, pelo glutamato mo-
nossédico e pelo paraquat.
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Metodologia

Antioxidante

Foi analisado como composto antio-
xidante a microalga Spirulina platensis,
proveniente do Laboratério de Engenha-
ria Bioquimica do curso de Engenharia
de Alimentos da Fundacéo Universidade
de Rio Grande. A concentracfo utilizada
nos ensaios foi de 0,025 mM, maior con-
centracfo néo citotéxica de antioxidante
para a levedura Saccharomyces cerevi-
siae (SOARES et al., 2005).

Agentes estressores

Como agentes estressores foram
utilizados, o paracetamol (comercial 750
mg), o glutamato monossédico monohi-
dratado (Synth) e o herbicida paraquat
comercial - 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilio,
nas concentracoes de 5 mM, 25 mM e 15
mM, respectivamente.

Tratamentos

Os experimentos foram realiza-
dos com 2x108 células/mL de levedura
Saccharomyces cerevisiae em sete tra-
tamentos diferentes, demonstrados na
Tabela 1. Apés a adicdo do antioxidante
e dos agentes estressores, procedeu-se
a incubacédo por 21 h a temperatura de
28 °C pra posterior andlise.

Tabela 1 - Grupos experimentais e os respectivos tratamentos a que foram submetidos.

Grupos experimentais

Tratamentos

Controle

Paracetamol

Glutamato monossodico
Paraquat

Paracetamol + Spirulina platensis
Glutamato + Spirulina platensis
Paraquat + Spirulina platensis

Sem agente estressor e antioxidante

Adicao de paracetamol

Adicéo de glutamato monossédico

Adicéo do herbicida paraquat

Adicéo de paracetamol e Spirulina platensis

Adicao de glutamato monossodico e Spirulina platensis
Adicéo do herbicida paraquat e Spirulina platensis

Determinacdo da capacidade
antioxidante

Sobrevivéncia celular

Para a determinacdo da viabilida-
de celular, as células foram diluidas e
semeadas em placas de Petri contendo
meio GYMP (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) e incubados por 48 horas a
30°C. Apoés este periodo procedeu-se a
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contagem das colénias em cada placa e
foram determinados os percentuais de
sobrevivéncia celular.

O céalculo do aumento do percen-
tual de sobrevivéncia celular foi reali-
zado subtraindo-se os valores obtidos
nos ensaios com a Spirulina platensis
adicionada dos estressores glutamato
monossoédico, paracetamol e paraquat
daqueles obtidos com os tratamentos
nos quais foram adicionados os agentes
estressores de maneira isolada.
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Estatistica

Os resultados foram submetidos a
tratamento estatistico através da ana-
lise de varidncia e pés-teste de Tukey
para comparacéo de médias em nivel de
significancia de 5%.

Resultados e Discussoes

A analise dos resultados da influén-
cia da microalga na viabilidade celular
da levedura foi realizada através de um

comparativo da sobrevivéncia da Sac-
charomyces cerevisiae tratada com para-
cetamol, com glutamato monossédico e
com paraquat. Estes agentes estressores
foram adicionados da Spirulina platen-
sis, conforme apresentado na Tabela 2. A
contagem das Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) do tratamento controle
representa 100% de sobrevivéncia, uma
vez que nio teve influéncia dos agentes
estressores e do antioxidante.

Tabela 2 - Sobrevivéncia celular da Saccharomyces cerevisiae para os diferentes tratamentos.

Sobrevivéncia celular

Tratamento (%) + DP
Controle 100 + 0,002
Paracetamol 71,9 + 0,60°
Glutamato Monossédico 73,2 + 6,09°
Paraquat 16,65 + 3,32°
Paracetamol + Spirulina platensis 93,1 + 3,652
Glutamato Monossaédico + Spirulina platensis 96,1 + 5,482
Paraquat + Spirulina platensis 51,60 + 0,42¢

" Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.

A anadlise de variincia dos resulta-
dos referentes a Tabela 1 demonstrou
diferenca significativa entre os trata-
mentos (p < 0,05). Os grupos tratados
com os agentes estressores de forma
isolada apresentaram niveis de sobrevi-
véncia celular estatisticamente inferior
ao controle, indicando morte celular e
o efeito citotéxico destas substancias
sobre as células de levedura. O parace-
tamol e o monoglutamato de sédio, nas
concentracdes testadas, monstraram
comportamentos semelhantes quanto
a reducdo da viabilidade, produzindo
resultados estatisticamente iguais e
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percentuais de morte celular de 28,1% e
26,8%, respectivamente. O paracetamol
na atualidade é o analgésico mais vendi-
do no pais e o glutamato monossédico é
extensivamente utilizado como realcador
de sabor pela industria de alimentos
(OLIVEIRA et al., 2009; DINIZ et al.,
2005; TAYLOR-BURDS et al., 2004).
Os efeitos provocados por estas subs-
tancias devem ser considerados quando
se avalia o consumo a longo prazo, por
serem muito utilizadas pela populacio
e pelo comportamento apresentado,
provocando danos as células da levedura
Saccharomyces cerevisiae.
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O paraquat, na concentracdo de 15
mM, produziu um percentual de morte
celular de 83,3%, resultado significati-
vamente maior em relacdo aos demais
agentes testados, que demonstra os
grandes danos gerados por este herbici-
da, sendo que sua presenca em forma de
residuos em alimentos pode tornar-se um
sério problema de satide publica (LARA;
BATISTA, 1992).

Quando a atividade da microalga
Spirulina é analisada, observa-se o au-
mento da viabilidade dos tratamentos,
como pode ser visualizado na Figura 1,
que apresenta os resultados do aumento
de sobrevivéncia celular.

35
30
25
20
15
10

Glutamato de
monossadico +
Spirulina platensis

Paracetamol +
Spirulina platensis

Paraquat | + Spirulina
platensis

Figura 1 - Aumento da sobrevivéncia celu-
lar da levedura Saccharomyces
cerevisiae submetida a Spirulina
platensis em presenga dos agentes
estressores.

A adicdo de Spirulina platensis ele-
vou a viabilidade celular em relacéo aos
tratamentos com paracetamol, glutama-
to monossédico e paraquat, mostrando
aumento 21,2%, 22,9% e 34,9%, respec-
tivamente e nos dois primeiros, chegando
a valores estatisticos iguais ao tratamen-
to controle. O antioxidante em questéo
foi capaz de proteger as células contra os

148

danos gerados pelos trés agentes estres-
sores, porém, sua atividade foi mais pro-
nunciada quando se utilizou o paraquat
como fonte produtora de radicais livres.
Este aumento na sobrevivéncia celular
esta relacionado a um efeito antioxi-
dante da microalga sobre as células da
levedura Saccharomyces cerevisiae, pois
segundo Ambrosi et al. (2008), Bertolin
et al. (2009), Colla e colaboradores (2007)
e Miranda e colaboradores (1998), os
extratos de Spirulina platensis apresen-
tam atividade antioxidante in vivo e in
vitro, sendo esta atividade antioxidante
atribuida a presenca de B-caroteno, to-
coferol e composto fenédlicos que agem
individualmente ou em sinergia. Além
disso, a Spirulina platensis possui a
ficocianina que é um pigmento ao qual
tém sido atribuidos efeitos hepatoprote-
tores, anti-inflamatdérios e antioxidantes.
(SILVA et al., 2009)

A utilizacdo de Spirulina platensis
como fonte alimentar tem sido bastan-
te discutida, pois além de ser fonte de
proteina, minerais e vitaminas, néo
apresenta toxicidade ao organismo
(ROGATTO et al., 2004). Esta microalga
possui um grande potencial farmacol6-
gico e entre as aplicacoes clinicas desta
espécie, tém sido citados efeitos na esti-
mulacido do sistema imunolégico, acdo
antioxidante, antitumoral, hiperlipide-
mia, hipercolesterolemia, hipertensao,
efeitos toxicos de radiacoes, obesidade
e diabetes, sendo atribuido a Spirulina
platensis um conjunto de propriedades
que raramente sdo encontradas em um
unico produto natural (BERTOLIN et
al., 2009; BELAY, 2002; ROGATTO et
al., 2004; COLLA et al., 2007; AMBROSI
et al., 2008; COLLA et al., 2008; SILVA
et al., 2009).
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Conclusio

A Spirulina platensis promoveu um
aumento da sobrevivéncia celular da le-
vedura Saccharomyces cerevisiae frente
aos estressores paracetamol, glutamato
monossoédico e paraquat de 21,2%, 22,9%
e 34,9% respectivamente, demonstrando
capacidade de atenuacido do estresse
oxidativo.

Estes resultados podem ser inferidos
para o homem ja que é um experimento
in vivo, tornando a Spirulina platensis
uma op¢iao de suplemento nutricional
rico em antioxidantes.

Viability of Saccharomyces cerevisiae
front Spirulina platensis

Abstract

Oxidative stress promotes intracellular
changes that cause damage to the body
leading to the development of various
pathologies, and some sources of free
radicals are present in our diet and also
in medicines. The antioxidant compounds
are used as defense mechanisms against
free radicals and can be used in the food,
cosmetics, beverages and pharmaceuticals
industries. Spirulina platensis is a microal-
gae that has pigments (phycocyanin and
carotenoids) and vitamins (ascorbic acid
and tocopherol) responsible for its nutri-
tional and therapeutic properties. In view
of this, aimed at evaluating the antioxi-
dant activity of Spirulina platensis front to
damage caused by paracetamol, monoso-
dium glutamate and by paraquat using as
biological system cells of the yeast Sac-
charomyces cerevisiae. The antioxidant
potential was evaluated using the method
of cell survival. The results showed that the
stress agents provoked high percentage of
cell death. Spirulina platensis was able to
raise significantly the survival of the yeast
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Saccharomyces cerevisiae when com-
pared to treatments that received only the
stress agents. The microalgae showed an-
tioxidant capacity, protecting cells against
damage caused by paracetamol, sodium
monoglutamate and paraquat, proving to
be as an alternative source for use as a nu-
tritional supplement rich in antioxidant.

Keywords: Antioxidants. Oxidative stress.
Aging.
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