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APRESENTACAO

O livro “Ensino e pesquisa em bioquimica” apresenta artigos de pesquisa na area
de microbiologia, bioquimica, processos bioquimicos e analises clinicas. O e-book contem
8 capitulos, que abordam temas sobre processos fermentativos, atividade antibidtica de
extratos naturais, bioacumulagcdo de compostos quimicos na fauna, estudos de enzimas
associadas a patologias, caracterizacdo quimica de extratos naturais, aproveitamento de
produtos naturais na sintese de compostos quimicos de interesse industrial e utilizagcdo de
softwares para gerenciamento de laboratorios cientificos.

Os objetivos principais do presente livro sdo apresentar aos leitores diferentes
aspectos das aplicacbes e pesquisas em processos bioquimicos, microbiologia e analises
clinicas de forma pratica, objetiva, atualizada e contextualizada.

Os artigos constituintes da colegéo podem ser utilizados para o desenvolvimento de
projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até mesmo para a atualizagéo
do estado da arte nas areas descritas.

Apos esta apresentacado, convido os leitores a apreciarem e consultarem, sempre
que necessario, a obra “Ensino e pesquisa em bioquimica”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: O farelo de arroz contém
carboidratos, proteinas, lipidios, fibras, vitaminas
e sais minerais. Porém, ele possui enzimas que
hidrolisam o 6leo aumentando o conteudo de
acidos livres que promovem a formacéao de odor
e sabor de ranco. Por isso, a fermentagéo é uma
boa alternativa para produzir odor e sabor mais
agradavel além de enriquecer os substratos com
aminoacidos essenciais e proteinas. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar a composi¢céo dos
aminoacidos do farelo de arroz fermentado com
Saccharomyces cerevisiae. Tratamos os farelos
com diferentes concentracdes de levedura de
2%, 4% e 6% p/p durante 72 horas. Antes de
serem tratadas, as amostras sofreram um pré-
aquecimento. Os aminoéacidos foram identificados
qualitativamente por reacdo de Sakaguchi,
Xantoproteica, Hopkin-Cole e Aminoacidos
sulfurados. O farelo ndo fermentado foi utilizado
como controle. As analises de aminoacidos
mostraram as presengas de arginina, cisteina
tirosina e aminoacidos essenciais (triptofano
e fenilalanina) em farelos fermentados.

Ensino e Pesquisa em Bioquimica

Observamos que os aminoéacidos arginina e
cisteina em concentragdes muito inferiores no
farelo ndo fermentado enquanto os aminoacidos
tirosina e essenciais (triptofano e fenilalanina)
néo foram detectados. O aumento dos teores de
aminoacidos tém relagéo positiva com o aumento
de levedura adicionada. Com a tecnologia de
fermentacdo poderemos oferecer alternativas
de agregar valores nutritivos no produto final
aumentando a concentragdo dos aminoacidos.
PALAVRAS - CHAVE: Farelo de arroz,
Fermentagéo, Saccharomyces cerevisiae.

ABSTRACT: Rice bran contains carbohydrates,
proteins, lipids, fibers, vitamins, and minerals.
However, it has enzymes that hydrolyze the oil by
increasing the content of free acids that promote
the formation of odor and rancid taste. Therefore,
fermentation is a good alternative to produce
a more pleasant odor and taste in addition to
enriching the substrates with essential amino
acids and proteins. The objective of this work was
to characterize the amino acid composition of rice
bran fermented with Saccharomyces cerevisiae.
We treat bran with different yeast concentrations
of 2%, 4% and 6% w / w for 72 hours. Before being
treated, the samples were preheated. The amino
acids were identified qualitatively by the reaction
of Sakaguchi, Xantoproteica, Hopkin-Cole and
sulfur amino acids. Unfermented bran was used
as a control. The amino acid analyzes showed
the presence of arginine, cysteine tyrosine
and essential amino acids (tryptophan and
phenylalanine) in fermented bran. We observed
that the amino acids arginine and cysteine in
much lower concentrations in the unfermented
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bran while the amino acids tyrosine and essential (tryptophan and phenylalanine) were not
detected. The increase in amino acid content has a positive relationship with the increase in
added yeast. With fermentation technology we can offer alternatives to add nutritional values
to the final product by increasing the concentration of amino acids.

KEYWORDS: Rice bran, Fermentation, Saccharomyces cerevisiae.

INTRODUCAO

A fermentagcéo & o processo que converte os carboidratos em alcoois e CO,
envolvendo atividades dos microrganismos sob condicbes anaerbbicas. O termo
fermentacdo em estado sélido é definida como o processo de fermentacdo no qual, os
microrganismos crescem em substratos soélidos sem presenca de agua livre (BHARGAV
et al., 2008). Esta tecnologia é uma alternativa para a fermentacéo liquida ou submersa.
Os produtos agroindustriais e seus residuos sdo geralmente considerados os melhores
substratos para esses processos como arroz, mandioca, farelo de trigo, farelo de arroz etc.

O farelo de arroz, o qual é o dejeto do beneficiamento do grdo de arroz ao se
produzir arroz polido ou parbolizado apresenta quantidades bastante representativa de
carboidratos, proteinas, lipidios, fibras insollveis, vitaminas e sais minerais (LACERDA
et al., 2010). A estrutura desse material tem como seus principais componentes celulose,
hemicelulose, lignina, amilopectina e proteinas, o que caracteriza como materiais
extremamente heterogéneos, e que servem como fonte de carbono, energia e de suporte
para o crescimento microbiano (PANDEY, 2003). Porém, o farelo de arroz é pouco utilizado
na alimentagcdo humana porque ele possui enzimas que hidrolisam o 6leo aumentando o
contetdo de acidos graxos livres, mono e diacilglicerideos que promovem a formacgéo de
odor e sabor de rango (GLUSHENKOVA et al., 1998). Por isso, a fermentacdo do farelo
pode ser uma boa alternativa biotecnologica.

Esse processo pode tornar os alimentos mais nutritivos, por aumentar a digestibilidade
e a palatabilidade, com um odor mais agradavel (FEDDERN et al., 2007). Segundo
Steinkraus (1997), a tecnologia de fermentacdo também tem fungcé@o de enriquecimento
de substratos de alimentos com proteinas e aminoacidos essenciais. Os aminoacidos séo
utilizados pelas células para a biossintese das proteinas. Esses aminoacidos apresentam
as caracteristicas estruturais diferentes que permitem as proteinas desempenharem
funcoes diferentes nos organismos dos seres vivos. Existem aminoacidos essenciais (que
organismo nao sintetiza e que precisam ser fornecido pelos alimentos) e aminoacidos néo-
essenciais (que organismo consegue produzir). E as leveduras se destacam como uma
excelente fonte de proteinas.

Algumas pesquisas sobre a fermentacdo em estado solido sédo o enriquecimento
proteico, onde microrganismos selecionados aumentam o teor proteico de residuos
agroindustriais, de modo a serem utilizados na alimentacdo humana ou animal; a
detoxificacdo de residuos, por meio da eliminacdo de substancias recalcitrantes que
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impedem sua aplicagdo intensiva; e a producdo de compostos de alto valor agregado,
como enzimas e diferentes metabolitos (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003; PINTO, 2005).
Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substrato sélido (AIDO et al., 1982). Penicillium decumbens e Rhizopus
oligosporuz séo utilizados para enriquecimento proteico em substratos de palha de milho e
farinha de colza (Brassica napus) enquanto Rhizopus oryzae é utilizada para produgao de
enzimas em substrato de farelo de trigo (PINTO, 2005).

Saccharomyces cerevisiae é a levedura utilizada na producédo do pédo, da cerveja e
de etanol. Ela é o microrganismo atrativo para a produg@o comercial de proteina em virtude
de facil propagacéo e de néo terem relagdo patogénica com o homem (PARK; RAMIREZ,
1989). Alguns estudos apontam enriquecimento proteico em fermentacéo soélida utilizando
dessa levedura em palma forrageira (ARAUJO et al., 2005), mandioca (BOONNORP et al.,
2009) e talo de milho (DARWIS et al., 2012). Esse trabalho tem o objetivo de caracterizar a
composicao dos aminoacidos do farelo de arroz fermentado com levedura Saccharomyce

cerevisiae.

MATERIAL E METODOS

Processo de Fermentacao

O farelo de arroz foi obtido fresco da Cristal Arroz em Aparecida de Goiania. As
amostras antes de serem tratadas sofreram um pré-aquecimento de 100°C por 1 hora. Para
a geracao de biomassa foi utilizado a metodologia padronizada por Oliveira et al. (2009),
que consistiu em adicionar ao substrato, solugéo nutriente na proporcéo de 50 mL para 100
g de levedura de Saccharomyces cerevisiae nas concentragdes de 2%, 4% e 6% p/p. Os
reatores (glass incubator) fordo em seguida armazenados em ambiente seco a 30°C por 72
horas, sendo as amostras retiradas nos tempos 72h para analises.

Preparacao da Solucédo de Amostras

Cada uma das amostras foi colocada num frasco volumétrico de 50 mL, 0,25g de
amostra, 20 mL de agua destilada e exatamente 5 mL de solugdo de NaOH 0,1N. Agitado
até dissolugcao completa da amostra e, entdo, adicionou-se exatamente 5 mL de &cido

acético 1N e completou-se o volume com agua destilada.

Caracterizacdo de Aminoacidos

a. Reagao de Sakaguchi: pipetou-se em tubo ensaio 1 mL de solu¢éo de amostra e
adicionou-se 10 gotas de NaOH 2,5N, 2 gotas de a-Naftol a 1% e 1 mL de Hipoclorito
de sbdio. O aparecimento de cor vermelha foi caracteristica de grupo guanidina da
arginina.
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b. Reacédo de Xantoproteica: em tubo de ensaio, pipetou-se 1 mL de solugcdo de
proteinas, juntou-se 10 gotas de acido nitrico concentrado e ferveu-se. Acrescentou-
se em seguida, 4 mL de NaOH a 20%. O aparecimento de cor vermelha, indicou a
presenca de tirosina, triptofano e fenilalanina.

c. Reacdo para aminoéacidos sulfurados: pipetou-se em um tubo de ensaio, 1 mL
de solugdo de amostra e adicionou-se 2 mL de NaOH 2,5N e ferveu-se por 1 min.
Adicionamos 5 gotas de Acetato de Chumbo a 5% e ferveu-se durante 20 a 30
segundos. A formacgéo de precipitado fino, castanho ou preto de sulfato de chumbo
indicou a presenca de cisteina e da cistina.

d. Teste de Hopkin-Cole é um teste para compostos contendo o grupo indole (por
exemplo, triptofano). Em tubo de ensaio pipetou-se 1 mL de solu¢éo de amostra e
3 mL do reativo de Hopkins-Cole. Inclinou-se o tubo e deixamos cair lentamente
no fundo do tubo 2 mL de acido sulfdrico concentrado, agitado gentilmente. O
aparecimento de um anel purpura na interface, constituiu teste positivo. Reagente
de Hopkin-Cole: colocou-se de 10 g de Mg em p6 num Erlenmeyer, adicionamos
agua até cobrir o metal, adicionou-se com agitacdo de 250 mL de solugéo aquosa
saturada de acido oxalico, filtrado, acidificado com acido acético diluido e diluido a
1 L com agua destilada.

Os métodos de identificagcdo de aminoacidos foram adotados de Nascimento et al.

(1987) e Lopes (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os aminoacidos sdo as subunidades de proteinas e peptidios e, portanto, sao
considerados os blocos de construgé@o da vida. Os aminoacidos podem ser produzidos por
microorganismos utilizando varias fontes de carbono. O método de fermentacdo é uma
alternativa para a producao de aminoacidos utilizando o fato de que os microorganismos
convertem nutrientes em varios componentes vitais necessarios para si mesmos. Com
esse método, as matérias-primas como aglcares sao adicionadas ao meio de cultura de
microorganismos, e 0s microorganismos que proliferam podem produzir aminoacidos. E os
fungos tornam-se uma alternativa para enriquecimento de nutrientes de substratos por sua
versatilidade de crescimento.

Para a identificagdo qualitativamente de aminoacidos pode-se utilizar uma variedade
de reagentes, que formam produtos coloridos com os diferentes aminoacidos. Na Tabela 1
sdo apresentando a presenca de aminodacidos determinados qualitativamente em farelos
de arroz fermentados. Os resultados apontaram que os farelos fermentados contém os
aminoacidos dos grupos aromaticos como tirosina, triptofano e fenilalanina, além de
arginina e cisteina. Na reacao de Sakaguchi que identifica arginina, o grupo guanidino da
arginina em meio alcalino reage com a-naftol e hipoclorito de sédio gerando um produto de
cor vermelha. Na reag@o Xantoproteica, 0s aminoacidos tirosina, triptofano e fenilalanina,
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0s quais contém anéis benzénicos substituidos e tais compostos quimicos reagem com o
acido nitrico concentrado formando compostos nitrosos que sao fortemente coloridos em
meio alcalino produzindo uma cor vermelha. A reagéo de Hopkins-Cole detectou a presenca
de triptofano, na qual em presenca de acidos, muitos aldeidos se condensam com o anel
inddlico do triptofano. As proteinas que contém triptofano reagem com o é&cido glioxilico
e pela adi¢cdo do acido sulfurico produzirg cor purpura (violeta) na interface. Na reacéao
para aminoacidos sulfurados, o aquecimento das proteinas em meio alcalino resulta na
liberacéo do enxofre da cisteina e cistina, sob a forma de sulfato. O sulfato é evidenciado
pela adicdo de acetato de chumbo, dando precipitado castanho ou preto de sulfato de
chumbo (LOPES, 2007).

Reacioes Aminoacidos Controle Farelos fermentados com:
caracterizados 2% 4% 6%
Sakaguchi Arginina + (Tracos) ++ +++ S+
Xantoproteica  Tirosina, triptofano e
fenilalanina - + ++ 4+
Hopkin-Cole Triptofano - + ++ i
Aminoacidos Cisteina + (Tragos) e =+ I
sulfurados

Tabela 1: Caracterizagdo de aminoacidos em farelos de arroz fermentados com
Saccharomyces cerevisiae, farelo ndo fermentado serve como controle

Obs. + fracamente poitivo, ++ positivo, +++ fortemente positivo e ++++ extremamente positivo.

Em comparagdo com os farelos fermentados, o farelo de controle apenas contém
tracos de arginina e cisteina. Estudo semelhante demonstrou que as fermentacdes de farelo
de trigo com Rhizopus sp. e Aspergillus oryzae por 72 horas aumentaram significativamente
os teores de aminoéacidos totais, aminoacidos digeriveis e metionina disponiveis (SILVEIRA;
FURLONG, 2007).

Os aminoacidos fenilalanina e triptofano séo aminoacidos essenciais. A arginina é
também considerada como aminoacido essencial para individuos jovens e em crescimento,
mas ndo para adultos (NELSON; COX, 2002). Os aminoacidos sdo imperativos para
sustentar a saude do corpo humano, se os aminoacidos forem deficientes, a sintese
protéica ndo ocorre. A tabela 2 mostra os fungdes de aminoacidos encontrados em farelos
fermentados (Tabela 2).

Em relagdo com os teores de aminoacidos presentes em farelos fermentados, o
contetido de aminoacidos tratados com 6% de levedura apresentou maiores concentracbes
nas analises qualitativa (as cores mais intensas detectaram fortemente positivo e
extremamente positivo). Analisando os teores de aminoacidos entre os trés tratamentos
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diferentes, p6de-se observar que o aumento dos teores de aminoacidos tem relagéo
com o aumento da levedura adicionada. Geralmente, os microorganismos produzem
os 20 tipos de aminoacidos apenas nas quantidades necessarias para si mesmos. Eles
tém um mecanismo para regular as quantidades e qualidades das enzimas produzindo
aminoacidos somente nas quantidades necessarias (IVANOV, 2013). Vale ressaltar que
a composicao do farelo de arroz varia dependendo do tipo de arroz e das técnicas de
moagem utilizadas. Além disso, o tempo de fermentacdo foi um fator necessario para a
producdo de aminoacidos e sintese de proteina. Segundo Silveira e Furlong (2007), o
aumento de producdo de aminoacidos ocorreu ao longo da fermentacao, alcancando seu
maximo em 72 horas.

Aminoacidos Fungdes

Arginina Atuar como principais neurotransmissores excitatorios, aumenta a
resisténcia e diminui a fadiga, desintoxica produtos quimicos nocivos, e
envolvido na sintese do DNA.

Cisteina Protegdo contra radiagéo, poluigdo e luz ultravioleta, desintoxicagio,
nutri¢io para o crescimento e reparagio da pele.

Fenilalanina Aumenta a memoria e o aprendizado.

Tirosina Precursor da dopamina, norepinefrina e adrenalina, melhora a clareza
mental e a concentragio, diminui as depressoes.

Triptofano Ajuda efetiva ao sono devido a conversdo em serotonina, reduz a

ansiedade e algumas formas de depressdo, trata enxaquecas e estimula o
horménio do crescimento

Tabela 2: As fungdes de aminoacidos encontrados em farelos de arroz fermentados com S.
cerevisiae

Fonte: . Amino acids. Disponivel em: http://www.aminoacidsguide.com/

CONCLUSAO

A fermentacdo do farelo de arroz utilizando a levedura S. cereisiae produziu um
produto mais nutritivos que contém aminoacidos arginina, cisteina, fenilalanina, tirosina
e triptofano. Enquanto o farelo ndo fermentado contém apenas os tracos de arginina e
cisteina. Os teores de aminoacidos foram aumentandos nos farelos fermentados em
relacdo ao farelo controle sem fermentagcdo e com o aumento da levedura adicionada.
Maiores foram os teores de aminoacidos encontrados e o maior aumento foi no farelo
tratado com 6% de leveduras.

A tecnologia de fermentagdo € um processo de sustentabilidade que promove as
vantagens econOmicas e ecoldgicas com processo simples de uso de fontes de carbonos

barata como os produtos agroindustriais e seus residuos.
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ABSTRACT: The pathogenic dental biofilm
formed by species presents itself as a serious
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LITERATURE REVIEW

problem, since it contributes to the development
of oral and bodily diseases. In this sense,
Dentistry stands out for expanding knowledge
about the oral ecosystem and performing
procedures aimed at reducing its pathogenicity
and improving oral health. Thus, technological
advances and indiscriminate application of
antibiotics have made bacterial strains resistant,
with a great search for safer, more natural and
effective methods. Therefore, the use of plants
for healthy treatments is an area of great study
in Dentistry. In the present literature review, we
sought to analyze the species Zingiber officinal
with its antimicrobial and antibiofilm activity.
For this study, materials were searched at the
BIREME, CINAHL, Cochrane Library, Embase,
Google Schoolar, PubMed, Science Direct,
published until August 2020. The search for the
articles was carried out in August 2020, of the
3,401 studies were refined in 18. The findings
showed that the plant Zingiber officinale has the
capacity to inhibit certain bacteria in vitro, such
as Bacillus sp., Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus mutans and fungi, like
Candida albicans. Thus, studies in the area are
still needed in order to prove its effectiveness in
vivo, to analyze the toxicity, drug interactions and
side effects of the plant.

KEYWORDS: Antibacterial agents; Antifungal
agents; Dental biofilm; Zingiber officinale.
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ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA DA HERBACIA ZINGIBER
OFFICINALE EM ODONTOLOGIA: UMA REVISAQO DE LITERATURA

RESUMO: O biofilme dentario patogénico formado por espécies bacterianas e fungicas e
contribui para desenvolvimento doencgas orais e corpéreas. Nesse sentido, a odontologia
por ampliar o conhecimento sobre o ecossistema oral e realizar procedimentos que visam
a reduzir a patogenicidade e melhor a saude oral. Assim, os avancos tecnologicos e a
aplicacao indiscriminada de antibioticos tem tornado as cepas bacterianas resistentes, sendo
grande a busca por métodos mais seguros, naturais e eficazes. Logo, o uso de plantas aos
tratamentos saudaveis € uma area de grande estudo em Odontologia. Na presente revisao
de literatura, buscou-se analisar a espécie Zingiber officinale e a atividade antimicrobiana
e antibiofilme. Para tal estudo, buscaram-se materiais na Biblioteca Regional da Medicina
(BIREME), CINAHL, Cochrane Library, Embase, Google Scholar, PubMed e Science Direct
publicados até agosto de 2020. A busca dos artigos foi realizada em agosto do mesmo ano,
e dos 3.401 estudos foram refinados em 19. Os achados mostraram que a planta Zingiber
officinale tem capacidade de inibir certas bactérias in vitro, como Bacillus sp., Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans e fungos, como Candida albicans.
Dessa forma, ainda s&o necessarios estudos na area, a fim de comprovar sua eficacia in situ
e in vivo, analisar a toxicidade, interacbes medicamentosas e efeitos colaterais da planta.
PALAVRAS - CHAVE: Agentes antibacterianos; Agentes antifungicos; Biofilme dentério;
Zingiber officinale.

11 INTRODUTION

Many people are unknow of the importance of the oral cavity for general health. From
the mouth, many microorganisms develop and proliferate, reaching the rest of the body.
Thus, multiple infectious diseases caused by microbiological dysbiosis can be prevented
through daily oral health care, through correct oral hygiene. In this sense, the imbalance of
the oral ecosystem as well as the structuring in pathogenic biofilms enable greater bacterial
virulence and resistance to antimicrobials (Marsh & Martin, 2018).

Over time, there were many technological changes that aimed at improving drugs,
with an increase in the spectrum of action and reduction of side effects, but that maintained
the biostatic and biocidal performance. With this perspective, Phytotherapy has presented
itself as a viable option, as it provides therapies based on natural compounds, such as
plants and their components, seeking to inhibit bacterial virulence mechanisms or cause
them to develop more slowly (Grégio et al., 2006; Park et al., 2008; Gull et al., 2012; Kumar
et al., 2013; Hasan et al., 2015; Jain et al., 2015; Aghazadeh et al., 2016; Avcioglu et al.,
2016; Jami et al., 2017; Lee et al., 2018; Rampogu et al., 2018).

In the present work, the Zingiber officinale plant was chosen, which although originate
in Asia (Ghasemzadeh et al., 2018) has proliferated in the world, becoming easily accessible
in Brazil. In this sense, its effects of therapeutic importance are overlooked, since it is known
worldwide for its use in the food industry. It was found that its constituents, such as rhizome
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extract (stem extension) and phenols (gingerol and shogaol), have pharmacological
functions, as they act in addition to antiemetics, anti-inflammatory and thermogenic, such
as antibacterials and antifungals, being non-genotoxic (Grégio et al., 2006; Gull et al., 2012;
Kumar et al., 2013; Valera et al., 2016; Guo et al., 2017; Cavalcante, 2019).

From this perspective, the objective of this work was to investigate the antibacterial
and antifungal activity of Zingiber officinale in the existing literature, focusing on activities

of interest in Dentistry.

21 METODOLOGY

The literature review followed the precepts of the integrative study with a qualitative
method. This design provides through a bibliographic search in books and scientific articles
on the subject, the synthesis of knowledge to show future perspectives and incorporation
of the applicability of the results (Pereira et al., 2018). Different searches were carried out
in the month of August 2020, including articles that addressed the plant’s antibiofiim or
antibacterial properties, published in the last 15 years. Literature reviews and case reports
were excluded, as well as studies that did not address the theme of the present study.

Electronic searches were performed in the period from August and September
2020 in the PubMed / MEDLINE, Embase, Cochrane Library, CINAHL and Science Direct
databases for articles published until August 2020, in addition to complementary tracking in
Google Schoolar and in the reference lists of the articles included in the review.

In the PUBMED database, the first research was carried out by combining the
MeSH descriptors: “Anti infective agents”, “Antifungal agents”, “Dentistry” and “Periodontal
disease” and its derivatives, together with the keyword “Zingiber officinale” and synonyms
joined with Boolean operator “AND”. In total, 392 articles were found for further analysis of
the title and abstract.

In another database, EMBASE, with the Entree descriptors, found 30 articles, in
COCHRANE, 24 articles; BIREME, 6 studies and CINAHL 45 articles to be selected later.
Finally, the last search was carried out on Google Scholar and references of the selected
articles, to complement the study.

The flowchart (Figure 1) presented, describes the number of articles found, how
many excluded by the exclusion criteria (escape from the topic, duplicate or papers older
than 20 years, case reports and literature review) until reaching the articles included in the
review of literature. Following criteria in the selection of studies generates better reliability
and generalizability of the study’s conclusions.
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Figure 1: Flowchart of study selection
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After a critical reading of titles, abstracts and removal of duplicates, of the 3,401
articles found, 18 studies were selected that met the inclusion criteria. Following up on this
screening, their full assessments were made, aiming to define the most considerable points
to be analyzed and reflected.

The methodological process of organizing the included articles is shown in Table
1, where the extracts used stand out. All studies were in vitro and there are publications
in three languages (English, Portuguese and Spanish). In addition, there were tests with

various microorganisms as well as with various properties of the plant.
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Table 1 - Detailed analysis of publications
Font: Own Authors, 2020

4| DISCUSSION

The species Zingiber officinale Roscoe, coming from the family Zingiberaceae is
popularly known as “Ginger”, “Gingivre” or “Mangarataia” and originates in Asia, measuring
approximately 80 centimeters (herbaceous) (Karuppiah et al, 2012; Cavalcante, 2019). It is
coated with a rough epidermis and has a yellowish color, such tuberous root consisting of
the rhizome (underground stem), elongated and flattened, which contains applications in the
food and pharmaceutical industry, as it contains essential oils (borneol, camphene, cineole,
citral, falandreno, gingerols, shogaols and zingiberene), which give its refreshing essence
and carbohydrates. (Cavalcante, 2019). Thus, such a plant is classified as Nutraceutical,
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as it contains aspects in addition to nutritional, medicinal, with health benefits, without side
effects (Rampogu et al., 2018). However, little is known about its application and systemic
action, as in the oral cavity, and studies on its uses are essential. lts composition is shown
in table 2.

TABLE 2- COMPOSITION OF THE ZINGIBER OFFICINALE PLANT

CONSTITUTION: Zingiber officinale
Essencial: Borneol; cineol; citral; d-canfeno;
felandrenc; gingerol; zingibereno.
Mucilage
Essencial oil (Gingerol). Canfeno; felandreno; zingerona;
zingibereno.
Resin (almidon).
Phenolic substance. Borneol; cineol; citral; felandreno;
limeneno; zingibereno.
Fatty acids.
Aminoacids.
Enzime: Zingibaina

Mineral salts

Basead: CAVALCANTE, R. AS PLANTAS NA ODONTOLOGIA: um guia pratico. Rio
Branco, Ac: [s.n], 2019.575 p. il.

In this table is possible analyze the plant compounds that are used in research and
that have antimicrobial properties, such as gingerol, felandreno, zingibereno presentes in
that essential composition of the plant.

In addition to the exposed compounds, ginger is also important because it contains
sugars, carbohydrates, proteins, B vitamins and vitamin C, which help the immune system
to function properly and, consequently, to prevent diseases (Cavalcante, 2019).

Initially, it came from Southeast Asia, as a spice, and it was only in the 16th century
that it was established in South America, based on Portuguese conquerors (Karuppiah
and Rajaram, 2012). Although not native to Brazil, it is widely used. Ginger belongs to 66
plants with anti-inflammatory, antiseptic, diuretic, thermogenic, sialogogue and even anti-
ulcerogenic activity, based on its compound, (+) - angelicoidenol-2-obD-glucopyranoside,
according to ANVISA n° 10 / 2010 (Cavalcante, 2019).

The way of use occurs through poultices, rinses and tinctures, ingestion of mouth
lozenges, shavings, teas, syrups and even, through physiological procedures, such as
chewing. All the processes listed are aimed at improving oral hygiene, preventing bad breath
and oral wounds. In addition, the herbaceous stimulates the Central Nervous, Cardiovascular
and Gastrointestinal System, exercising important pharmacological functions when used
according to the recommended therapeutic dosages, as there are contraindications such as
heart failure patients (Cavalcante, 2019).
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The greatest constitution of ginger is made by alcoholic compounds, such as ethanols,
phenols and methanols, in addition to sesquiterpenoids in their essential oil (1-3%), such
as gingerols, shogaol, proanthocyanins, condensed tannins curcumene, farnesene and
zingiberene (volatile or not ), which are related to antibacterial, antifungal and antibiofilm
and analgesic activity (depending on the plant, which are extracted) (Grégio et al., 2006;
Park et al., 2008; Gull et al., 2012; Jain et al ., 2015; Guo et al., 2017; Cavalcante, 2019).

In vitro studies by Gull et al., (2012) and Karuppiah & Rajaram (2012) found an
inhibitory effect of the plant on the bacterium Escherichia coli (bacteria belonging to the
normal intestinal microbiota and causing eventual infections). The (hydro) alcoholic
extracts were active (Grégio et al, 2006; Valera et al., 2016), as well as components of the
essential oil (zingerone-A and shogaol) that interacted with the active site of the enzyme
6-hydromethyl-7,8 -di-hydropterin pyrophosphokinase (SAHPPK) of the bacteria developing
inhibitory activities (Rampogu et al., 2018.). Thus, according to Valera et al. (2016), due
to the properties presented, ginger is promising, regarding the possibility of being used to
prevent infections caused by this bacterium.

With respect to the bacterium Pseudomonas aeruginosa, often associated with
pneumonia, the presence of ginger shogaols inhibits it (Gull et al., 2012; Ghazemzadeh et
al, 2018). However, according to Lee et al., (2018) the presence of shogaol is almost zero in
fresh plants and about 4% of 6-gingerol (by weight). With this perspective, the substances
6-gingerol and 8-gingerol show performance in P. aeruginosa for acting on the phenotypes
of the second messengers and quorum sensing, considered the main bacterial virulence
mechanism responsible for interbacterial communication (Lee et al., 2018). Kumar et al.,
(2013), following the same view, it was found that the zingerone present in the Ginger root
reduces the mobile aspects of P.aeruginosa (Pili type 1V), inhibiting bacterial fixation on
surfaces and delaying biofilms.

It regard to Staphylococcus aureus, bacteria that cause systemic pathology such as
Bacterial Endocarditis and Staphylococcus epidermidis; Grégio et al. (2006) and Gull et al.
(2012), respectively, demonstrated good performance of ginger in these microorganisms.
Polyphenolic ketones, alkylated gingerols, ethanol extract (in the form of n —hexane) showed
antibacterial activity (altering cellular c-di-GMP and consequently reducing biofilm) (Park
et al., 2008; Kim et al.,2017). Such activity occurs, for example, against gram-negative,
responsible for periodontal diseases, such as Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis and Prevotella intermedia (Park et al., 2008).

In essential oil, from Ginger there is its interaction with the active site of the enzyme
6-hydromethyl-7,8-dihydropterin pyrophosphokinase (SAHPPK) from Staphylococcus
aureus developing inhibitory activities (Rampogu et al., 2018). Whereas, in Staphylococcus
epidermidis there is interaction between the monoterpenoid glycoside, rans -1,8-cineol-3,6-
dihydroxy-3-O- 3 —D glucopyranoside combined with trans-3-hydroxy-1,8-cineol 3- Ginger’s
O- B -D-glucopyranoside, thus preventing such bacteria (Guo et al., 2017).
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On the other hand, Avcioglu et al. (2016), Gull et al. (2012); Karuppiah & Rajaram
(2012) observed that the essential oil of Zingiber officinale (such as ethanolic) reduces
biofilms formed by the genus Kilebsiella (Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella oxytca and
Klebsiella terrigena) varying in terms of the concentration used.

Currently, compounds with potential antibiofilm are used, such as chlorhexidine,
although it is known that it can cause side effects such as dental staining and loss of taste.
As a result, Ginger in the form of crude extract and methanolic fraction presents itself as a
natural option for the control of Streptococcus mutans in dental biofilm and even in tooth
decay (Grégio et al., 2006; Hasan et al., 2015; Jain et al., 2015). Both compounds (crude
extraction or methanolic fraction) interfere with hydrophobicity, between dental surface-
bacterial interactions, through flavonoids, which reduce the enzyme GTFase and AG |
/' 1l, during synthesis / adherence, mainly of insoluble and dependent Glucans sucrose.
Furthermore, the sites of bacterial binding, pH and integrity of exopolysaccharides are
disturbed, in the formation of the climax community, disrupting pathogenicity and the sensing
quorum (functioning as an anticariogenic), in addition to the expression of bacterial genes
(Hasan et al., 2015; Miari et al., 2020).

On the other hand, in vitro studies that initially used 2% Chlorhexidine to eliminate
Enterococcus faecalis (Valera et al., 2016), this gel by itself, failed to eliminate the bacteria
and the performance of Ginger (glycolic extract), proved to be essential to reduce it,
(although there was no complete elimination) having its action enhanced, when used with
Calcium Hydroxide. Similar to the findings, Jami & Araujo (2017) used 15% hydroalcoholic
extract from Zingiber officinale, managing to inhibit the strain, in the same proportion as
using 5.25% sodium hypochlorite, and more studies using this extract are promising.
Karuppiah & Rajaram. (2012) reached one of the smallest zones of growth inhibition with
Enterobacterium, using the ethanolic extract of Ginger rhizomes.

In strains of Bacillus spp. there was good antimicrobial activity (Karuppiah et al.,
2012), due to the presence of shogaols in ginger enzymes (Ghasemzadeh et al., 2018),
having according to Gull et al. (2012) better effects through the methanolic extract. With
regard to Salmonella typhi, Gull et al. (2012) achieved good activities with ethanolic extract,
while with Shigella both ethanolic and methanolic extract showed low (and same) results.

As for the antifungal action in species of Candida spp, the essential oil of ginger
shows activity, due to its main active component zingiberene (Pozzati et al., 2008), in
addition to diterpenes and galanolactone (Park, 2008). In addition, hydroalcoholic extract,
such as ethanolic (Aghazadeh et al., 2016; Grégio et al. 2012; ValeraA et al., 2016.), through
6-gingerol, 8-gingerol and 6-shogaol these are able to inhibit, effectively Candida albicans
in sessile format, but 10-gingerol, 8-shogaol and 10-shogaol at 100pg / ml had no effect
on it. (Lee et al., 2018). Therefore, it was noticed that Ginger has antifungal mechanisms
that act in an improved way, when compared to Fluconazole (Pozzati et al., 2015), Nystatin
and Amphotericin B (Aghazadeh et al., 2016). The mechanism of action consists of altering
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the development of hyphae in colonies (does not act on planktonic forms), repressing the
expression of genes (ECE1 and HWP), without causing toxic responses, in the analyzed
concentrations (Lee et al., 2018).

When the crude extract of its rhizome is analyzed, it contains antimycobacterial effects
(such as 10-gingerol), inhibiting Mycobacterium species (responsible for tuberculosis),
strains of the respiratory tract and even fungal species (Park et al., 2008).

All authors agree, as for Ginger to present a vast potential for solutions, such as
dental products that aim at the disruption of pathogenic dental biofilm and, consequently,
fight microbial infections (mainly, in precarious places where there is rapid development
of pathogens), through excellent activities in vitro provided by plant compounds. Zingiber
officinale, in the form of hydroalcoholic fractions or crude extract, contains therapeutic
properties and is shown to be antifungal and antibiofilm, as it causes changes in virulence
factors (such as the quorum sensing, for example) and thus reduces their pathogenicity
(Kumar et al., 2013; Hasan et al., 2015; Avcioglu et al., 2016; Valera et al., 2016; Miari et
al., 2020). However, in vitro studies are still insufficient for the development of compounds,
since new studies need to be developed in situ and in vivo to prove the reported non-
genotoxicity and to analyze the possible drug interactions, in order to also standardize the
methodology collection of extracts (Grégio et al., 2006; Park et al., 2008; Gull et al., 2012;
Karuppiah et al., 2012; Kumar et al, 2013; Hasan et al., 2015; Jain et al., 2015; Avcioglu et
al., 2016; Pozzati et al., 2015; Aghazadeh et al., 2016; Ghasemzadeh et al., 2018; Lee et
al., 2018; Rampogu et al., 2018; Miari et al., 2020 ).

51 FINAL CONSIDERATIONS

It is concluded that, currently, there is a search for more natural substances that
contain antibacterial, antifungal properties and mainly, antibiofiims. The herbaceous
Zingiber officinale has several active compounds that act on several microorganisms
such as Bacillus sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans and Candida albicans, which are responsible for infectious diseases
(such as Bacterial Endocarditis), being their action still very related to the properties of the
compound used.

Although it is known, superficially, about the properties of Ginger, its study and use
in whole some media such as Odontology, are still predominantly in vitro. Future research
needs to be developed in situ and in vivo, to analyze toxicity, drug interactions, side effects of
the plant and standardization of the extraction collection methodology, so that, in the future,
ginger can be used in toothpaste, rinses and ointments for medical and dental purposes.
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RESUMO: Garcinia gardneriana  (Planch.
& Triana) Zappi, popularmente conhecida
como bacupari, € uma arvore nativa da regiao
Amazbnica, dispersa por todo o territorio brasileiro
e usada na medicina popular brasileira para o
tratamento de infec¢bes e alivio da dor. Essas
propriedades terapéuticas e, portanto, o uso
tradicional dessa planta tem sido corroborados
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por diversos estudos em que se comprovaram
atividades anti-inflamatéria, analgésica,
anticancer, antimicrobiana e antioxidante de
extratos da planta. Entretanto, segundo nossos
levantamentos bibliograficos, nenhum estudo
sobre atividade antioxidante de extratos de
espécimes de G. garderiana coletadas na regiao
sudeste do Brasil foi conduzido até o momento.
No presente trabalho, folhas de G. gardneriana
coletadas no Estado de Minas Gerais foram
submetidas a extragdo em aparelho de Soxhlet
utilizando hexano, acetato de etila (AcOEt) e etanol
(EtOH) como solventes. Os extratos resultantes
foram analisados quanto ao conteudo de
fendlicos totais pelo método de Folin—Ciocalteau
e tiveram suas atividades antioxidantes avaliadas
por ensaio de captura de radicais livres utilizando
DPPHe. Os extratos em AcOEt e EtOH foram
obtidos em rendimentos de 4,9 € 10,1% (m/m),
respectivamente, e apresentaram atividades
antioxidantes superiores ao controle positivo em
todas as concentragbes avaliadas. Na menor
concentragéo testada (31,25 yg mL"), o extrato
em EtOH reduziu em 70% a atividade do DPPH-".
O ensaio de Folin—Ciocalteau indicou que o
extrato em etanol apresenta cerca de 30% de
fendlicos a mais do que o extrato em acetato de
etila. Em conclusao, os resultados do presente
estudo permitem sugerir que compostos fendlicos
estdo envolvidos na atividade antioxidante de
extratos de G. gardneriana.
PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos;
1,1-difenil-2-picril-hidrazila; Folin—Ciocalteu.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF GARCINIA GARDNERIANA (BACUPARI) LEAF
EXTRACTS COLLECTED IN MINAS GERAIS

ABSTRACT: Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi, popularly known as bacupari, is
a tree native to the Amazon region, dispersed throughout the Brazilian territory and used in
Brazilian folk medicine to treat infections and relieve pain. These therapeutic properties and,
therefore, the traditional use of this plant has been corroborated by several studies in which anti-
inflammatory, analgesic, anticancer, antimicrobial and antioxidant activities of plant extracts
have been proven. However, to the best of our knowledge, no study on the antioxidant activity
of extracts from specimens of G. gardneriana collected in the southeastern region of Brazil
has been conducted so far. In the present work, G. gardneriana leaves collected in the Minas
Gerais state were submitted to extraction in a Soxhlet apparatus using hexane, ethyl acetate
(AcOEt) and ethanol (EtOH) as solvents. The resulting extracts were analysed for the content
of total phenolics by the Folin—Ciocalteu method and had their antioxidant activities evaluated
by free radical capture assay using DPPH*. The AcOEt and EtOH extracts were obtained in
4.9 and 10.1% (m/m) yields, respectively, and showed antioxidant activities greater than the
positive control in all evaluated concentrations. At the lowest concentration tested (31,25 pg
mL-"), the EtOH extract reduced DPPH?®* activity by 70%. The Folin—Ciocalteu assay indicated
that the ethanol extract has about 30% more phenolics than the ethyl acetate extract. In
conclusion, the data suggest that phenolic compounds are involved in the antioxidant activity
of extracts from G. gardneriana. Additional studies will be carried out to isolate and identify
phenolic compounds in plant extracts.

KEYWORDS: Phenolic Compounds; 1,1-difenil-2-picril-hidrazil; Folin—Ciocalteu.

11 INTRODUGAO

Garcinia gardneriana (Planch. & Triana) Zappi (Rheedia gardnerina Planch. & Triana
(1860)), conhecida popularmente como bacupari, € uma arvore nativa da regido Amazénica
e disseminada por grande parte do territorio brasileiro (OTUKI et al., 2011; PEREIRA, 2017).
Esta espécie apresenta importancia econémica, em fungdo do uso de sua madeira em
carpintaria, ecologica, pelo fato de seus frutos consistirem em importante fonte de alimento
para diversas espécies animais e diferentes biomas brasileiros (PEREIRA, 2017) e, ainda,
pelo seu uso na medicina tradicional brasileira para o tratamento de gastrite, hepatite e
outras inflamagdes (OTUKI et al.,, 2011; TRIBESS et al., 2015; YAZBEK et al., 2019)this
article investigated the effect of G. gardneriana extracts from leaves, bark and seeds and
two isolated compounds in ear oedema and leucocytes migration caused by croton oil.
The topical application of the extract of G. gardneriana leaves was able to reduce (70+3%,
and ID50 0.33mg/ear. De fato, estudos tém demonstrado varias propriedades terapéuticas
associadas a diferentes partes de G. gardneriana, incluindo atividades anti-inflamatoria,
analgésica, anticancer, antimicrobiana e antioxidante (VERDI et al., 2004; OTUKI et al.,
2011; DEMENCIANO et al., 2020).

As propriedades antioxidantes do bacupari foram reportadas recentemente
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por FERNANDEZ et al. (2018) e DEMENCIANO et al. (2020). O grupo de pesquisa de
FERNANDEZ (2018) avaliou o contetdo de fendlicos totais e atividade antioxidante de
uma gama de extratos de plantas nativas da Amazénia, incluindo G. gardneriana. Naquele
trabalho, extratos metandélicos das cascas, polpas e sementes apresentaram efeito
antioxidante. Em trabalho complementar, DEMENCIANO et al. (2020) demonstraram
atividade antioxidante de extratos em etanol das folhas e frutos de G. gardneriana
coletada no Mato Grosso do Sul. Estes autores atribuiram o efeito observado ao conjunto
de compostos fendlicos identificados nos extratos boténicos, principalmente flavonoides,
biflavonoides e xantonas.

O perfil de metabdlitos secundarios e, consequentemente, as propriedades bioativas
de plantas, em geral, podem ser influenciados pela regido de cultivo devido a inUmeros
efeitos, tais como sazonalidade, clima e solo, entre outros (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Desta forma, plantas de diferentes regides devem ser incorporadas a estudos
direcionados ao desenvolvimento de agentes bioativos, incluindo antioxidantes. Apesar de
alguns trabalhos ja terem avaliado as atividades antioxidantes de extratos de diferentes
partes de espécimes de G. gardneriana coletadas em algumas regides do Brasil, segundo
nossos pesquisas bibliograficas, ndo ha relato sobre a avaliagdo destas propriedades em
espécimes da planta coletados na regido Sudeste do Brasil.

Os antioxidantes naturais conferem protecdo ao organismo dos danos celulares
resultantes do excesso de radicais livres. Tal protecdo é atribuida a diminui¢éo do estresse
oxidativo, induzido pelos radicais livres (DIAS et al., 2020). O estresse oxidativo, por sua
vez, € associado a diferentes patologias que acometem o ser humano, incluindo céncer,
doenca de Alzheimer, hipertenséo, diabetes e envelhecimento celular precoce, entre outros
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; POPRAC et al.,, 2017). Além da importancia voltada
para a saude humana, os antioxidantes também s&o Uteis na indUstria alimenticia, atuando
na conservacdo de alimentos, principalmente na reducédo da oxidacéo lipidica (DEL RE;
JORGE, 2012). Deste modo, a descoberta de novos agentes antioxidantes é um fator de
fundamental importancia nos setores alimenticio, farmacéutico e medicinal.

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta, Preparo da Planta e Obtencéo dos Extratos

As folhas de G. gardneriana foram coletadas na cidade de Vigcosa, Minas Gerais,
Brasil (20°47°48.6” S 42°51°35.6” W) em fevereiro de 2017. A exsicata (VIC 2604) foi
depositada no herbario da Universidade Federal de Vigcosa. Apds a colheita, as amostras
foram secas em temperatura ambiente, trituradas em liquidificador industrial e submetidas
a extracdo em aparelho Soxhlet. A extragéo foi conduzida usando os solventes hexano,
acetato de etila e etanol, sucessivamente (2 x 1,4 L), por duas horas cada.
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2.2 Atividade Antioxidante

Os extratos das folhas da G. gardneriana foram submetidos a avaliagéo da atividade
antioxidante por meio de teste de captura de radicais livres, de acordo com a metodologia
reportada por RUFINO et al. (2007). O teste foi realizado em placa de microdiluicdo contendo
96 pocos (TPP, Trasadingen Switzerland) usando o reagente 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH*). Os extratos foram preparados em etanol absoluto nas concentracdes de 2; 1;
0,5; 0,25 e 0,125 mg mL"". Uma aliquota de 25 pL das solugbes foi transferida para cada
poco na placa de microtubos e, em seguida, foram adicionados 175 pL de DPPH* 0,1 mmol
L (etanol absoluto). As placas foram mantidas em repouso ao abrigo de luz durante uma
hora e entdo submetidas a analise por espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)
a 517 nm (Thermo Scientific, Vantaa, Finland). As porcentagens de atividade antioxidante
(AA%) foram calculadas de acordo com a equacao 1, descrita por MILANI et al. (2012),
considerando a absorbancia (Ab) do DPPH*® como controle negativo. Di-terc-butil metilfenol
(BHT), preparado nas mesmas condi¢des e concentracbes dos extratos, foi utilizado como
controle positivo. As solugdes de extratos em auséncia de DPPH* foram utilizadas como
branco. As concentracges finais dos extratos em cada pogo variaram entre 31,25 e 500 ug

mL'. O experimento foi realizado em triplicata, com duas réplicas biolégicas cada.

Equacgdo 1: AA(%) = 100 — {[(Ab amostra — Ab branco)x 100)/Ab controle

negativo}

2.3 Analise Estatisitica

Analise de variancia (ANOVA) e o pés-teste de Tukey (p <0,05) foram utilizados para
comparar as atividade antioxidante dos diferentes extratos usando GraphPad Prism® 5.0
software.

2.4 Conteudo de Fendlicos Totais

O conteudo de fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método de Folin—
Ciocalteu, de acordo com a metodologia reportada por BABA E MALIK (2015), com
modificagdes. Os extratos brutos foram preparados na concentragédo de 2 mg mL" em
etanol absoluto. Uma aliquota de 100 pL das solugdes foram diluidas em agua destilada
até um volume final de 3 mL. As novas solugdes dos extratos, a 67 yg mL" em etanol
3,33% (v/v) foram utilizadas para o teste. Um volume de 150 pL das solugdes diluidas
foi transferido para placa de microdiluicao de 96 pocos, seguida da adicao de 25 pL do
reagente de Folin—Ciocalteu (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA®, Sao Paulo, Brazil).
Decorridos trés minutos, foram adicionados 100 pL de solugéo de carbonato de sddio (20%
m/v) a cada micropoco. A placa foi mantida em repouso durante 60 minutos e as leituras de
absorbancia (650 nm) foram realizadas em espectrofotdbmetro UV-Vis (Thermo Scientific,
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Vantaa, Finland). A curva de calibragéo foi construida usando solugédo de &cido géalico em
concentragdes finais variando de 0 a 25 yg mL". O contetdo de fendlicos totais foi expresso
em mg g equivalente de acido galico (EAG) através da curva padréo y = 32,591x — 2,2749;
R, =0,9987, na qual y é a absorbancia e x & concentragédo de acido galico.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As folhas de bacupari foram submetidas a extracao por Soxhlet, utilizando
solventes de diferentes polaridades, adicionados sucessivamente. O primeiro
solvente utilizado foi o hexano, objetivando extrair compostos de baixa polaridade.
Posteriormente, a extracdo foi conduzida em acetato de etila para a obtencéao de
componentes de polaridade intermediaria. Etanol foi adicionado ap6s o AcOEt
visando a extragdo de metabdlitos de maior polaridade. As massas e os rendimentos,
calculados em relagé&o a matéria seca, estao dispostos na Tabela 1.

Extratos Massa (g) Rendimento (%)
Hexano 3,02 3,0
Acetato de etila 4,86 4,9
Etanol 10,10 10,1

Tabela 1- Massas e rendimentos dos extratos obtidos de folhas de Garcinia gardneriana.

Na maioria dos trabalhos j& reportados na literatura sobre obtencdo e avaliagao
biol6gica de extratos brutos das folhas bacupari, os extratos foram obtidos por maceragéo,
utilizando principalmente agua e etanol como solventes (VERDI et al., 2004; OTUKI et al.,
2011; DEMENCIANO et al., 2020). No presente estudo, foi utilizada a extragédo por Soxhlet,
uma vez que se trata de um processo exaustivo e, normalmente, proporciona maiores
rendimentos em relag@o aos procedimentos realizados a frio e demanda menor tempo de
extracdo (OLIVEIRA et al., 2016).

3.1 Atividade Antioxidante

Os extratos obtidos foram submetidos a avaliagdo da atividade antioxidante em
concentragdes finais entre 31,25 e 500 yg mL™* (Figura 1). O extrato em hexano apresentou
baixa atividade antioxidante, enquanto os demais extratos exerceram atividade antioxidante
superior ao controle positivo BHT em todas as concentragdes testadas. O extrato em etanol
foi 0 que apresentou maior atividade antioxidante, alcangando 70% de atividade a 31,25 pg

mL-', menor concentracdo avaliada.
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Figura 1 - Atividade antioxidante de extratos das folhas de Garcinia gardneriana.

Com o objetivo de enfatizar o efeito da concentracdo na atividade antioxidante,
comparacao da capacidade antioxidante entre os extratos e o controle positivo foi realizada
na concentragdo de 500 yg mL" (Figura 2). Nessa concentracao, os efeitos antioxidantes
dos extratos em acetato de etila e etanol foram superiores ao BHT (P < 0,05).
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Figura 2 - Atividade antioxidante (média + desvio padrédo) de extratos de folhas de Garcinia
gardneriana a 500 pyg mL™". Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p < 0.05 de
acordo com ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).
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Os resultados da atividade antioxidante constatados para os extratos das folhas
de bacupari coletadas em Minas Gerais corroboraram com os efeitos reportados por
DEMENCIANO et al. (2020). Naquele trabalho, foi constatada a atividade antioxidante do
extrato bruto das folhas de bacupari em etanol, com valor IC,, (metade da concentragéo
inibitéria maxima) de 16,95 yg mL". Tais autores ainda reportaram fracdes em hexano,
cloroférmio, acetato de etila e hidrometanol (oriundas do extrato etanoico), apresentando
IC,, entre 14,27 e 35,46 pug mL"'. DEMENCIANO et al. (2020) também identificaram
diferentes compostos fendlicos, principalmente flavonoides, biflavonoides e xantonas como
constituintes quimicos do extrato etanoico. Os autores atribuiram o efeito antioxidante aos
metabdlitos identificados, cujas atividades antioxidantes ja foram reportadas na literatura.

3.2 Conteudo de fendlicos totais

A fim de relacionar a atividade antioxidante dos extratos a presenca de compostos
fendlicos, o conteudo de fendlicos totais foi determinado através do teste de Folin—Ciocalteu
(BABA; MALIK, 2015). O teor total de fendlicos foi determinado para os extratos em acetato
de etila e etanol, amostras que apresentaram atividade antioxidante. Ambos os extratos
apresentaram elevadas taxas de EAG/g (Tabela 2). Como esperado, o extrato das folhas em
etanol demonstrou o maior conteudo de fendlicos, resultanto em aumento de cerca de 30%
em relagéo a outra amostra, em total acordo com os resultados de atividade antioxidante.

Extratos
Acetato de etila Etanol
Conteldo de fendlicos (EAG g')* 2204 +5,8 286,4 +0,3

* equivalente de acido galico por grama de amostra.

Tabela 2 - Contetdo de fendlicos totais (média + desvio padréo) de extratos de folhas de G.
gardneriana em acetate de etila e etanol.

41 CONCLUSAO

No presente trabalho foi constatado o elevado potencial antioxidante de extratos
botanicos das folhas de G. gardneriana coletadas em Minas Gerais. Em concentracao
superiores a 500 yg mL" os extratos em acetato de etila e etanol apresentaram atividades
antioxidantes aproximadamente iguais aos valores observados para os controles positivos.
Elevados valores de fendlicos totais foram encontrados para os extratos ativos, o que
permite relacionar a atividade antioxidante desses extratos a presenca destes metabdlitos
secundarios. Trabalhos futuros para isolamento e caracterizacao das estruturas quimicas
desses compostos trardo a luz maior conhecimento sobre os compostos quimicos
responsaveis pelas atividades medicinais de G. gardneriana, podendo servir de base

para o desenvolvimento de extratos padronizados para uso fitoterapico ou mesmo para a

Ensino e Pesquisa em Bioquimica Capitulo 3 m



descoberta de novos compostos com potencial terapéutico
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RESUMO: Neste trabalho comparamos as
caracteristicas espectrofluorimétricas dos soros
de pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg
1887) e pintado (Pseudoplatystoma corruscans,
Spix & Agassiz, 1829), duas espécies peixes
naturaisdabaciadorio SdoFrancisco, ediscutimos
aspectos da sua interacdo com o metilparation,
um organosfosforado usado em agricultura e
piscicultura em muitos paises. Os resultados
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METILPARATION

mostram que a concentracao de proteina total no
soro de pacu é maior do que no soro do pintado,
mas a fragdo albumina neste Ultimo soro (10%
da proteina total) foi aproximadamente 1,7 vezes
maior do que no primeiro (5,9% da proteina
total). A albumina do pintado pode conter maior
nuamero de residuos de triptofanos do que a do
pacu, mas a supressao da fluorescéncia do soro
deste peixe pelo metilparation foi mais intensa
do que a observada no soro do pintado, a 20 °C
e 30 °C. Como ja foi demonstrado para o pacu,
o metilparation parece ligar-se a albumina do
pintado formando complexo.

PALAVRAS - CHAVE: soro de peixe,
espectrofluorescéncia, metilparation, pintado,
pacu.

SPECTROFLUORIMETRIC
CHARACTERISTICS OF SERA FROM
TWO NEOTROPICAL FISH SPECIES AND
THEIR INTERACTIONS WITH METHYL
PARATHION

ABSTRACT: In this work, we compare
spectrofluorimetric characteristics of the sera
from pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg
1887) and catfish pintado (Pseudoplatystoma
corruscans, Spix & Agassiz, 1829), two fish
species of the Sdo Francisco River basin, and
discuss aspects of their interaction with methyl
parathion. This organophosphate is used in
agriculture and fish farming aquaculture in many
countries. The results show that the total protein
concentration in the pacu serum is higher than
in the pintado serum, but the albumin fraction
in pintado serum (10% of the total protein) was
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approximately 1.7 times higher than in the first one (5, 9% of the total protein). Pintado albumin
seems to contain a greater number of tryptophan residues than that pacu, but the fluorescence
quenching of pacu serum by methyl parathion was more intense than that observed in pintado
serum, at 20 °C and 30 °C. As has already been shown for pacu, methyl parathion appears to
bind to pintado albumin forming complex.

KEYWORDS: fish serum, spectrofluorescence, methyl paration, pintado, pacu.

11 INTRODUGAO

Na literatura ha muitos dados sobre a composi¢éo, estrutura e as caracteristicas
fluorimétricas das albuminas séricas humana (HSA) e bovina (BSA), mas séo raras as
referéncias sobre albuminas séricas de peixes (Kragh-Hansen, 1990; Silva et al., 2004a,b,c;
Ozyigit et al., 2015; Cheng et al., 2019).

A albumina, a maior proteina aniénica dos vertebrados, representa 50 a 60% do
total das proteinas plasmaticas e participa na maioria das ligagbes de substancias no
soro, em conjunto com as al-acido-glicoproteinas (a-AGP), além do seu importante papel
na distribuicdo hidrica entre os compartimentos intersticiais, intracelulares e o plasma.
A ligacé@o de substancias toxicas exdgenas ou xenobidticos as proteinas do plasma tem
grande importancia toxicolégica, pois influencia na distribuicdo e eliminacdo dessas
substancias, e regula a intensidade e a duracdo dos seus efeitos no organismo. (Kragh-
Hansen 1981, 1990)

A competicdo de xenobibticos com substancias enddgenas por sitios de ligagdo
em uma proteina plasmatica pode afetar fortemente a biodisponibilidade de ambas, com
consequéncias fisiologicas potencialmente muito sérias. Sabe-se que a albumina transporta
ligantes enddgenos e xenobibdticos em sitios especificos, formando ou ndo complexos.
Assim, a albumina funciona como reguladora da fragéo livre dessas substancias, que €, em
geral, a fragao biologicamente ativa. (Peters,1996; Bertucci e Domenici, 2002; Silva et al.,
2004; 2010; Goss et al., 2018; Nehru et al., 2020; Sun et al., 2020).

Os peixes tém sido apontados como um bom modelo de bioindicador da agdo de
poluentes, devido as suas caracteristicas de disponibilidade, reproducéo e ciclo de vida,
entre outras, sendo considerados também uma fonte de produtos clinicos e nutricionais a
base de albumina [Bolis et al., 2001; Silva et al., 2010; Januar et al., 2015].

Acreditamos que o monitoramento da ligacdo de xenobibticos a albuminas de
peixes, através de métodos biofisicos de analise, possa funcionar como um meio eficaz
de utilizacdo dessa interagdo como um modelo bioindicador A precisado e a rapidez séo
fatores relevantes para a selegcdo da espectroscopia como um desses métodos, tendo
como ponto de partida o estudo das propriedades fisico-quimicas e espectroscopicas/
espectrofluorimetria especificas do soro e das proteinas séricas.

Neste trabalho, comparamos os resultados de dados espectrofluorimétricos do soro

de dois peixes neotropicais: 0 pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg 1887) e o pintado
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(Pseudoplatystoma corruscans, Spix & Agassiz, 1829), ambos nativos da bacia do rio Sdo
Francisco, discutindo alguns aspectos da interacdo do metilparation (MP) com os soros. O
MP é um pesticida da classe organosfosforado usado em agricultura e piscicultura no Brasil

e em muitos outros paises.

21 OS PEIXES: PACU E PINTADO

O pacu (Figura 1a) € uma espécie de peixe tipica e abundante na regido centro-
oeste brasileira, é nativa da Bacia Parana-Paraguai - incluindo os rios Mogi-Guacu, Pardo,
Grande, Tieté e Paranapanema - que abrange areas de grande atividade agricola. Isto
confere a essa espécie de peixe significativa relevancia dos pontos de vista ecotoxicologico,
econdmico e comercial. A classificacdo taxonémica completa do pacu é: Actinopterygii /
Characiformes / Characidae / Serrasalminae / Piaractus mesopotamicus.

O surubim-pintado (Figura 1b) € um bagre conhecido por varias denominagdes
vulgares, como bagre-rajado, surubi, surubi-de-cama, surubim, sorubim-caparari,
piracajara, piracajiara, brutelo, caparari, caconete, “spotted sorubim”, ou simplesmente
pintado. Possui cabeca grande e achatada e o corpo de coloragdo parda com manchas
negras, formado por placas ésseas; € um dos maiores peixes fluviais brasileiros, chegando
até 3,5 m de comprimento. Sua importancia econémica tem se destacado de forma
crescente, especialmente devido a boa adaptagéo da espécie aos sistemas semi-intensivos
e intensivos de produgé@o em viveiros, aliada a grande aceitagcdo do sabor de sua carne.

Figura 1 — (a) Exemplar de pacu (Piaractus mesopotamicus, Holmberg, 1887) e (b)
exemplar de pintado (Corruscans pseudoplatystoma, Spix e Agassiz, 1829).

Ha dois pontos criticos a serem considerados quanto a preservacao e melhora no
crescimento dessas espécies de peixe, sdo eles: (1) a malha hidrografica, onde a espécie

vive nativamente, se estende por areas de intensa atividade agricola, onde residuos de

Ensino e Pesquisa em Bioquimica Capitulo 4 “



pesticidas determinam um impacto negativo para os peixes; e (2) 0 uso de pesticidas nos
tanques de criacdo para o controle de predadores [Silva et al., 2010a].

O desenvolvimento de artrépodes predadores, que se alimentam de pos-larvas de
peixes em tanques de aquicultura, é favorecido pelo clima nas areas tropicais e subtropicais.
Assim, os artrépodes prejudicam a producao de peixes de espécies nativas comerciaveis
e o0 uso de pesticidas tem grande repercussao econémica. Porém, os pesticidas também
afetam os peixes. Em tanques tratados com organofosforados, por exemplo, o crescimento
e ganho de peso de muitos animais é lento, que também sdo mais susceptiveis a doencas.

As caracteristicas e a quantidade das proteinas séricas, especialmente da albumina,
sdo dados necessarios para o estabelecimento de padrdes que venham a orientar na
escolha do pesticida e da dosagem para uso em piscicultura, além do conhecimento
dos efeitos toxicos deste nas espécies sob cultivo [Cunha Bastos et al,, 1998, Cunha
Bastos et al., 1999]. Entretanto, a deficiéncia desses dados torna arduo o trabalho
para e estabelecimento de padrdes, mesmo dentro da mesma familia, pela variagéo da
concentracdo da albumina com varidveis nutricionais, fisiologicas e geogréaficas [Maillou
e Nimmo, 1993a; 1993b; Andreeva, 2010; 2011]. Além disso, a concentracdo total e a
relativa de cada fragédo de proteina sédo ainda afetadas por doencgas (infecgdes, processos
inflamatorios e estressores ambientais) [Ellsaesser; Clem, 1987; Grasman et al., 2000]. Os
peixes também podem exibir poliploidia, responséavel por muitas das variagdes observadas
nas proteinas plasmaticas [Komatsu et al.,1970; Allendorf et al., 2015].

31 O METILPARATION

O MP tem sido usado no controle de pragas na agricultura e em ambientes de
producéo de peixes de cativeiro em escala comercial; mas, como todo organofosforado, é
toxico e potencialmente letal a vida aquatica e terrestre [Cunha Bastos et al., 1999]. Este
tipo de pesticida inibe a acetilcolinesterase, enzima sinaptica presente em varias areas
do sistema nervoso, especialmente no sistema nervoso parassimpatico. As alteracbes
causadas por essa inibicdo € a maior manifestacdo do envenenamento por esses
pesticidas, que podem levar a morte [Sultatos et al., 1985; Cunha Bastos 1998,1999]. Ha
muitos relatos de Neurotoxicidades e neuropatologias tardias em humanos causadas por
organofosforados [Hsieh, 2001].

Quando expostos a xenobibticos, os organismos desenvolvem mecanismos
de defesa que incluem uma grande variedade de reagbes e processos metabdlicos
envolvendo a absorc¢do, distribuicdo, biotransformacéao e excrecdo. Duas propriedades do
pesticida devem ser consideradas no seu uso, a sua persisténcia (tempo de aividade) e
meia-vida (intervalo de tempo para a atividade cair 50%). O MP caracteriza-se por ter
baixa persisténcia, quando comparado com outros agentes, mas sua disseminagcdo nas
aguas gera consequéncias graves na salde de peixes, de diversos organismos aquaticos e
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demais elementos da cadeia alimentar. [Howard, 1989, Salazar et al., 1997, Almeida, 2006]

41 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectrofluorimetria ou espectroscopia de fluorescéncia consiste em um conjunto
de técnicas de levantamento de dados sob a forma de espectros de emissdo de fluorescéncia,
que permite a andlise fisico-quimica de substancias e interagdes moleculares. Este
potencial €, primariamente, resultado do tempo de vida dos estados excitados, definido
como o intervalo médio de tempo que a substancia fluorescente, o fluoroforo, permanece
em estado excirado.

Ao absorver luz, o fluor6foro é excitado e atinge um dos seus mais altos niveis
de energia vibracional, um estado eletrénico singleto (S). Em seguida, a molécula relaxa
rapidamente (tempo < 103 s) e passa por niveis intermediarios de energia, até cair no
nivel mais baixo do estado singleto (S,). Esse processo chama-se conversio interna, e
nao emite radiacéo. A emissdo de fluorescéncia se da pelo retorno ao estado fundamental
(S,), e depende da diferenga energética entre S, e S_. Se essa diferenga for suficiente,
0 equilibrio térmico é atingido com a emissdo de fluorescéncia. Assim, a fluorimetria se
baseia na detecgdo de fotons emitidos pelo fluordforo retornando ao estado fundamental
[Lakowicz, 2006].

A fluorescéncia natural de uma proteina se deve a presenga de um ou mais
residuos de aminoacido fluorescente na sua estrutura primaria. Dos 20 que podem
compor as proteinas, apenas trés aminoacidos possuem essa propriedade: triptofano
(TRP), fenilalanina e tirosina, pois 0s seus anéis aromaticos contém nuvens de elétrons
T deslocados, que favorecem a interagdo com outros sistemas rm e a transferéncia de
elétrons. A fenilalanina e o TRP sao muito hidrofébicos, e a tirosina, devido a hidroxila
ligada ao anel aromatico, € mais hidréfilica. O TRP, quando ligado a cadeia protéica, € o
aminoacido de maior rendimento quéntico (relagdo entre a quantidade de energia emitida e
a absorvida). A tirosina livre em solugao emite forte fluorescéncia, mas sua emissao € fraca
nas proteinas. Nestas, a emisséo da fenilalanina é virtualmente desprezivel. Em geral, a
desnaturacao de proteinas resulta em aumento da emisséo da tirosina. Quando excitadas
com luz de comprimento de onda (A) igual a 280 nm (A=280 nm), a fluorescéncia das
proteinas se deve especialmente a tirosina. A faixa de excitagédo seletiva do TRP é 290< A
<805 nm. [Souza et al., 2000; Lakowicz, 2006].

A interagdo de ligantes com proteinas tem sido estudada por meio da analise
espectroscopica da supresséo da fluorescéncia (fluorescence quenching), ou diminuicdo
da intensidade da fluorescéncia emitida por uma substancia [Silva et al., 2004; 2010].
Esta supressao pode resultar de uma variedade de processos, como reagdes de estados
excitados, transferéncia de energia, formacao de complexo e supressdo por colisdo ou
dinamica. A supressao dindmica é o resultado da proximidade entre o supressor (quencher)

Ensino e Pesquisa em Bioquimica Capitulo 4 m



e o fluor6foro, enquanto a supressao estatica resulta da formando de complexo na ligagéo
do ligante com o fluor6foro (ligante-fluor6foro). [Lakowicz, 2006]

51 MATERIAL E METODOS

O protocolo de pesquisa para os experimentos aqui apresentados foi aprovado pelo
Comité de Bioética da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, e esta em conformidade
com as diretrizes nacionais para a protecao de seres humanos e bem-estar animal.

Foram utilizados nesse trabalho quinze exemplares de pacu (média de comprimento
25+3 cm e de peso 300+15 g) e onze de pintado (média de comprimento 72+8 cm e de peso
703+48 g), todos geneticamente controlados, machos, juvenis e saudaveis. Seis exemplares
de pacu foram obtidos no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA), em
Cachoeira de Emas no Municipio de Pirassununga, SP; e nove exemplares, na estacdo de
pesca localizada em Mococa, SP. Os exemplares de pintado foram obtidos de estagéo de
pesca de Séo Jodo da Boa Vista, SP. Os peixes foram mantidos em tanques de 1000 litros,
a temperatura em torno de 28°C (aeracgéo e filtracdo adequadas), e alimentados com ragéo
balanceada. Todos os experimentos foram realizados apdés um periodo minimo de 10 dias
de adaptacao dos animais ao novo ambiente.

Preparacao da amostra. Amostra de 5 ml de sangue de cada peixe vivo era coletada
por pungao da aorta abdominal, sendo o animal devolvido ao tanque ap0s a coleta. Foram
usadas seringas hipodérmicas descartaveis com agulhas de calibre 22, sendo o sangue
passado para tubos B-D Vacutainers? (Becton-Dickinson, Bethesda, MD) e deixado por 20
min a temperatura ambiente para coagulacdo. Em seguida, o sangue era resfriado por 30
min em geladeira para retragdo do coagulo e centrifugado a 3.000 rpm (centrifuga Fanem,
modelo Flex 3400) para separagao do soro. A cromatografia por afinidade [Travis e Pannell
1973] foi utilizada para determinar a fracdo de albumina no soro. Utilizamos uma coluna
HiTrap Blue, equilibrada com o tampao fosfato de potassio (50 mM com pH 7,4) com fluxo
de 2 iy /min e leitura espectrofotdmétrica em 280 nm.

Fluoriometria. As medidas de fluorescéncia foram feitas em um equipamento
Hitachi-F3010, usando 3 ml solugao de soro (em tampéao fosfato pH 7,4), contendo cerca
de 2 yM albumina, nas temperaturas de 20° e 30°C (dentro da escala considerada natural
) foi 290 nm,
a emissao de fluorescéncia foi registrada de 300 a 450 nm e as fendas de emissao e

para essas espécies de peixes). O comprimento de onda de excitagdo (A,
excitagao foram de 3 nm.

Para o estudo da interacdo do MP com o soro por medidas de supressdo da
fluorescéncia, em 3 ml de solucdo estoque de soro foram adicionadas aliquotas de 2 ml
de MP, fazendo a concentrag@o na cubeta variar, ao todo, de 2 a 24 mM de MP (volume
total adicionado desprezivel). Os espectros de fluorescéncia foram registrados ap6s 2 min,
tempo de repouso necessario para estabilizar a solugao.

O MP usado foi purificado a partir da preparagéo comercial da Bayer, Folidol P600,
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por cromatografia de camada fina (placas de silica gel 60 F254, 20 x 20 cm, com zona
de concentracdo) usando diclorometano como fase mével. Para prevenir degradagéo, a
solucéo de MP foi estocada em ambiente escuro a -10 °C.

A existéncia de filtros primario e secundério foi avaliada por medidas de absorbancia
nos comprimentos de onda de emisséo e excitagdo com um espectrofotdmetro Shimadzu
UV-160A. O efeito filtro primario foi corrigido pela equacdo de Parker (Puchalski et al.,

1991) e o secundario foi desprezivel.

61 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de proteina total medida através do método de Peterson (1977)
no soro do pacu foi de 34,0 mg/ml e no de pintado foi 16,0 mg/ml. A fragcdo de albumina
avaliada em coluna HiTrap Blue (método de verde de bromocresol) foi 2,0 mg/ml, para o
pacu, e 1,6 mg/ml, para o pintado. Assim, a fracdo albumina representou 5,9% da proteina
total do soro de pacu e 10,0% do soro do pintado.

No passado, a baixa concentragdo proteica deixou dlvidas sobre a presenca
de albumina no soro de peixes. Mas, Byrnes e Gannon (1992) sequenciaram o cDNA
da albumina do Salmo salar, e mostraram sua homologia com as albuminas de outros
vertebrados [Metcalf et al., 1998]. Tem sido observado que a concentragdo de albumina
no soro de peixe €& dependente da espécie e, em geral, tende a ser bem mais baixa do
que em soro de mamiferos, que é de 30 a 40 mg/ml [Andreeva, 2011]. Januar et al. [2015]
descobriram uma variagdo de 3,49 a 12,61 mg/ml na concentracdo da albumina em
extratos aquosos de tecido muscular de 17 espécies de perciformes comuns no mercado
de pescado da Indonésia.

A Figura 2 apresenta os espectros de fluorescéncia (A ,=290nm) obtidos para os
soros de pintado e pacu diluidos em tampéao fosfato, pH 7,4, nas temperaturas de 30 °C
(Figura 2a) e 20 °C (Figura 2b). Embora nao haja na literatura corrente qualquer informacao
sobre 0 nimero e a localizagédo dos residuos de TRP em albuminas de peixes tropicais,
a emisséo de fluorescéncia pelo soro excitado com luz UV de 290 nm atestou a presenca

deste aminoacido.
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Figura 2 — Espectros de fluorescéncia emitida pelos soros de pintado (11 exemplares, média
de comprimento 72+8 cm e de peso 703+48 g) e pacu (15 exemplares, média de comprimento
2513 cm e de peso 300+15 g) em unidade arbitraria (u.a.), nas temperaturas de (a) 20 °C e (b)

30 °C A_, .= 290 nm, tampé&o fosfato 10 mM, pH 7,4).

As Figuras 2a e 2bdestacam a intensidade significativa de fluorescéncia emitida pelo
soro do pintado, que deve estar fortemente relacionada com a emissao da fragdo albumina,
independente da presenca de outras proteinas. Como pode-se observar, o soro de pintado
emite quase o dobro da fluorescéncia emitida pelo soro do pacu. As concentracbes de
albumina estimadas pelo método de verde de bromocresol orientou a diluicdo dos soros.
Essa superioridade da fluorescéncia do soro do pintado pode ser devida a um numero
maior de residuos de TRP.

A Figura 3 mostra os graficos normalizados de supressao da fluorescéncia (razédo
F/F, versus concentragéo de MP) para os soros de pintado (Figura 3a) e pacu (Figura 3b)
em presenca do pesticida, para 30 °C e 20 °C. Cada ponto dos graficos corresponde a
média aritmética dos cinco valores de maxima emiss&o de fluorescéncia (A , =337 nm, para
0 pacu e A, =339 nm, para o pintado), tendo sido os valores de desvio padrdo menores
que 0,1%. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os graficos retratam a média
aritmética dos resultados, com desvio padrédo menor que 1%.
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Figura 3 — Curvas de supressao normalizada dos soros de pintado (11 exemplares, média de
comprimento 72+8 cm e de peso 703+48 g) e pacu (15 exemplares, média de comprimento
25+3 cm e de peso 300+15 g), pelo MP para (a) 20 °C e (b) 30 °C (A, = 290 nm, tampé&o
fosfato 10 mM, pH 7,4).

Para a razdo molar de 1:1 (MP/albumina), verificou-se que a supressao do soro
do pacu (Figura 3a) foi de cerca de 1,90 (+0,05)%, para 20 °C, e 1,70 (+0,04)%, para 30
°C; atingindo a taxa de 10% quando as razdes molares eram aproximadamente 7:1 nas
duas temperaturas. Para a razdo molar de 1:1 MP/albumina, o pesticida suprimiu cerca de
4,80(+0,02)% e 3,30(+0,01)% da fluorescéncia do soro do pintado (Figura 3b) a 20 °C e 30
°C, respectivamente. Ou seja, o aumento da temperatura reduziu essa taxa nos dois casos.
A supressao chegou a 10% para as concentra¢des de MP em torno de 3 (20 °C) e 4 vezes
(30 °C) mais altas do que a de albumina.

A supresséo da fluorescéncia do soro pelo MP indica que suas moléculas conseguem
acessar o(s) subdominio(s) onde se encontra(m) o(s) os residuo(s) de TRP nas proteinas.
Em um trabalho prévio (Silva et al., 2004c), o confronto do grafico de supressdo da HSA
(com um Unico residuo de TRP no subdominio 11A) com o da BSA (com dois residuos de
TRP, um em IlA e outro no subdominio IB) permitiu sugerir que o sitio de ligagéo para o
pesticida estaria mais proximo do subdominio IIA do que do IB. O subdominio IIA &€ um dos
principais locais de ligacdo da HSA para substéancias hidrofébicas, como é o caso do MP.
Nesta regido ha sitios de ligagcéo estaveis e de alta afinidade para a maioria dos xenobiéticos
[Peters et al., 1996], em especial para drogas em concentragdes terapéuticas (Bertucci
et al., 2002), mas, em concentragdes mais altas, outros sitios de menores seletividade e
afinidade também s&o ocupados.

A similaridade entre os graficos de supresséo da fluorescéncia pelo MP da albumina
pura e do soro do pacu, observada em um estudo anterior [Silva et al., 2010a], nos levou
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a propor que esta proteina seria responsavel por toda a supressdo ocorrida no soro,
especialmente para concentragdes de MP abaixo de 10 mM; mas, a concentragcdes maiores,
outras proteinas séricas também poderiam contribuir. Outra observacdo feita naquele
estudo foi que o MP se liga a albumina sérica de pacu e forma um complexo, com base
na variacéo do nivel de supressdo com a temperatura. Pela comparando de resultados
especificos, sugeriu-se que a molécular da albumina do pacu poderia conter dois residuos
de TRP; e que esta teria menor afinidade com o MP, quando comparada com a HSA e BSA.

O fato da taxa de supressao da fluorescéncia do soro do pintado cair com o aumento
da temperatura, como mostra a Figura 3a, pode estar indicando que o MP se liga a albumina
desta espécie de peixe também por formagcéo de complexo [Silva et al., 2010a; 20105].
A queda da taxa de supresséo da fluorescéncia com a elevacao da temperatura advém
da reducgéo da excitabilidade dos residuos de TRP pela complexacdo da proteina com o
ligante [Lakowicz, 2006].

E importante ainda observar na Figura 3 que, que o aumento da concentracdo do
pesticida causa um encurvamento para baixo nos gréaficos de supresséo da fluorescéncia
dos soros das duas espécies de peixe; mudanca esta mais pronunciada no soro do pacu.
Isto sugere a ocorréncia de supressdo combinada (estatica e dindmica, simultaneamente).
No caso do soro do pacu, este fendmeno surgiu para concentracées de MP acima de 12
mM [Silva et al., 2010a].

Com base na emissdo de fluorescéncia mais intensa e na taxa mais elevada de
supressao desta no soro do pintado, em relagdo ao do pacu (Figura 2), pode-se levantar
trés hipoteses: (1) a afinidade do MP com as proteinas séricas do pintado seria maior do
que com as do pacu; (2) o numero de sitios para o MP seria maior, ou estes seriam mais
expostos para ligacdo, nas proteinas séricas do pintado; ou (3) os sitios para o MP no soro
do pintado estariam mais proximos do(s) residuo(s) de TRP do que no soro do pacu.

71 CONCLUSAO

De acordo com os resultados pode-se concluir que a concentragédo de proteina total
do soro de pacu é mais elevada do que do pintado, mas a fragdo albumina no soro deste
ultimo peixe (10% da proteina total) &€ aproximadamente 1,7 vezes maior do que no soro do
primeiro (5,9% da proteina total).

Através da espectrofluorimetria foi possivel observar que, para solugbes de soro
contendo a mesma concentragéo de albumina, a fluorescéncia emitida pelo soro do pintado
foi mais intensa do que a emitida pelo do pacu, indicando que a albumina do pintado possa
ter maior nUmero de residuos de TRP na sua estrutura. A supressao da fluorescéncia
nos dois soros foi observada logo para pequenas concentragbes do MP, tendo sido mais
intensa no soro do pintado do que no do pacu. Além disso, a supressao foi mais intensa
para temperaturas mais baixas, sugerindo que o MP possa ligar-se a albumina sérica do
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pintado e formar um complexo, como anteriormente demonstrado para o pacu.

Nas temperaturas de 20 °C e 30 °C, a fluorescéncia do soro do pintado foi
suprimida em 10%, quando a concentragdo do MP era em torno de trés e quatro vezes,
respectivamente, mais alta do que a da albumina. Para o pacu, esse nivel de supresséo
s0 foi atingido em concentracdo de MP cerca de sete vezes maior do que a da albumina.

Os resultados aqui apresentados sao particularmente interessantes para estudos
ecotoxicolégicos e de avaliacdo de risco ambiental, principalmente pela deficiéncia atual
de trabalhos que abordem caracteristicas de soros de peixes e da afinidade destes com

poluentes ambientais.
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RESUMO: A digestao dos alimentos compreende
transformacgbes fisicas e quimicas no trato
gastrintestinal para que os nutrientes possam
ser absorvidos. Essas transformagbes séao
desencadeadas por reagbes enzimaticas que
catalisam a quebra de carboidratos, gorduras e
proteinas. O amido, por exemplo, & degradado
pela a-amilase salivar (ptialina) e a-amilase
pancreatica que hidrolisam ligacdes glicosidicas
a-1,4 internas, enquanto a a-glicosidase
hidrolisa  polissacarideos, oligossacarideos
e dissacarideos em glicose e outros
monossacarideos nas posic¢des a-1,6 e a-1,4 das
extremidades. As lipases géstrica e pancreatica
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catalisam a digestdo dos lipidios da dieta,
como os triacilglicerois, gerando diacilglicerdis,
monoacilglicerol e acidos graxos. Além disso,
doencas do metabolismo, como o diabetes
mellitus tipo 2, dislipidemias, aterosclerose,
infarto agudo do miocardio, doenca isquémica
do coragdo e acidente vascular encefélico,
assim como a obesidade, o que pode resultar
na sindrome metabdlica, direta ou indiretamente
estdo relacionadas as enzimas digestivas. Entre
os farmacos usados no tratamento dessas
enfermidades, destacam-se os inibidores da
a-amilase, a-glicosidase e lipase pancreética.
Nesse contexto, os aspectos relevantes sobre
as enzimas digestivas foram abordados neste
capitulo com o intuito de oferecer um contetdo
consistente e atualizado para os estudantes e
profissionais de ciéncias bioldgicas e da saude.
PALAVRAS - CHAVE: Enzimas digestivas.
Sindrome metabolica. Diabetes. Dislipidemia.
Obesidade.

DIGESTIVE ENZYMES AND ASSOCIATED
PATHOPHYSIOLOGICAL DISORDERS

ABSTRACT: The digestion of food comprises
physical and chemical changes in the
gastrointestinal tract so that nutrients can be
absorbed. These transformations are triggered
by enzymatic reactions that catalyze the
breakdown of carbohydrates, fats and proteins.
Starch, for example, is degraded by salivary
a-amylase (ptialin) and pancreatic a-amylase
that hydrolyze internal a-1,4 glycosidic bonds,
while a-glycosidase hydrolyzes polysaccharides,
oligosaccharides and disaccharides in glucose
and other monosaccharides at the positions a-1,6
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and a-1,4 of the extremities. Gastric and pancreatic lipases catalyze the digestion of dietary
lipids, such as triacylglycerols, generating diacylglycerols, monoacylglycerol and fatty acids. In
addition, metabolic disorders such as type 2 diabetes mellitus, dyslipidemia, atherosclerosis,
acute myocardial infarction, ischemic heart disease and stroke, as well as obesity, which can
result in metabolic syndrome, directly or indirectly are related to digestive enzymes. Among
the drugs used in the treatment of these diseases, a-amylase, a-glycosidase and pancreatic
lipase inhibitors have been highlighted. In this context, the relevant aspects of digestive
enzymes were addressed in this chapter in order to offer consistent and updated content for
biological and health sciences students and professionals.

KEYWORDS: Digestive enzymes. Metabolic syndrome. Diabetes. Dyslipidemia. Obesity.

11 INTRODUGAO

O processo digestivo consiste de um conjunto de transformacgdes fisicas e quimicas
em que os alimentos sofrem no trato gastrintestinal (TGI) ap6s sua ingestdo. Para serem
absorvidos, os nutrientes s@o produzidos a partir de reagbes enzimaticas que catalisam a
quebra de carboidratos, gorduras e proteinas, transformando em moléculas mais simples
para serem assimiladas pelas células, onde irédo exercer importantes funcées. Entre as
enzimas responsaveis pela digestdo dos alimentos no TGl, a-amilase, a-glicosidase e
lipases (gastrica e pancreética) sédo destacadas (GOODMAN, 2010; HARTENSTEIN;
MARTINEZ, 2019; JANIAK, 2016).

Durante a digestao, o amido, por exemplo, € degradado pela acao da a-amilase salivar
(ptialina), que o hidrolisa a oligbmeros, enquanto a a-amilase pancreatica produz maltose,
maltotriose e oligossacarideos (dextrinas), ocorrendo ruptura nas ligagdes glicosidicas
a-1,4 internas. Sendo mais potente, a a-glicosidase, enzima ligada a borda da membrana
intestinal, hidrolisa polissacarideos, oligossacarideos e dissacarideos em glicose e outros
monossacarideos nas posigoes a-1,6 e a-1,4 das extremidades (GOODMAN, 2010). O
metabolismo dos carboidratos apresenta estreita relagdo com doengas, como o diabetes
mellitus tipo 2 (DM-2) (AFOLABI; OLOYEDE; AGUNBIADE, 2018).

As lipases gastrica e pancreatica sdo enzimas que digerem lipidios da dieta, como
os triacilglicer6is. No estdbmago, a lipase gastrica gera diacilglicerois e acidos graxos,
enquanto, no intestino delgado, a lipase pancreatica produz monoacilglicerol e acidos graxos
para serem absorvidos pelos enterocitos. Apos a absorgéo, os acidos graxos penetram nas
células onde séao reesterificados em triacilglicerois, armazenando-se, principalmente, nos
tecidos adiposos (KO et al., 2020). No entanto, complicagdes decorrentes do metabolismo
lipidico, como as dislipidemias, podem ocasionar doencas cardiovasculares (DCV) e
cerebrovasculares (RHEE et al., 2019; ADNAN et al., 2018).

A absorcdo de nutrientes também esta relacionada ao sobrepeso e a obesidade,
elevando o risco do desenvolvimento de DM-2, dislipidemias, doengas cardiovasculares
e outros distdrbios que caracterizam a sindrome metabdlica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA
et al., 2019). Esses disturbios envolvem o armazenamento lipidico no tecido adiposo que
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ainda exerce fungé@o endocrina por secretar hormoénios, enzimas, fatores de crescimento
e citocinas, causando inflamagéo crdnica e resisténcia a insulina (MCARDLE et al., 2013).

Aestreita relacao entre os diferentes distirbios do metabolismo (obesidade, diabetes
mellitus, dislipidemias e doencgas cardiovasculares) pode apresentar como estratégia de
tratamento a inibicdo de enzimas digestivas. A acarbose, a voglibose e o miglitol, por
exemplo, sé&o farmacos hipoglicemiantes orais que inibem a a-glicosidase e/ou a-amilase
pancreatica (JONGKEES et al., 2017), enquanto o orlistat € um inibidor seletivo das lipases
(LIU et al., 2020; TEKULU; ARAYA; MENGESHA, 2019).

O objetivo deste capitulo foi realizar uma revisdo atualizada sobre as fungdes
fisioldgicas e os disturbios fisiopatoldgicos associados direta ou indiretamente com as
enzimas digestivas (a-amilase, a-glicosidase e lipase), destacando os farmacos usados no
tratamento destes disturbios.

21 MATERIAL E METODOS

O propésito deste capitulo foi revisar as fungbes das enzimas digestivas nos
contextos fisiologicos e fisiopatolégicos. Para isto, a metodologia do estudo teve como
base o uso de Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), como enzimas digestivas, lipase
pancreatica, a-amilase, a-glicosidase, sindrome metabdlica, dislipidemias e diabetes. A
Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) via Biblioteca Virtual
em Saude, o portal Pubmed gerenciado pelo US National Library of Medicine/National
Institutes of Health e o Portal Periddicos Capes foram as principais plataformas cientificas
usadas nesta pesquisa, que foi realizada entre agosto de 2019 e dezembro de 2020.

Os seguintes critérios de inclusédo foram adotados para a escolha dos documentos
cientificos: identificacdes completas, idiomas em portugués, inglés e espanhol, as descrigbes
dos estudos (pleno, curta comunicacgéo, revisao, relato de casos, notas cientificas, etc.),
publicados em periodicos indexados e disponiveis em plataformas cientificas, teses,
dissertacoes e livros. Além disso, a confiabilidade e a fidelidade das fontes, assim como a
veracidade documental foram analisadas. Os critérios de exclusdo envolveram documentos
nado indexados e referéncias com identificacdo duvidosa. Cada referéncia foi apreciada
quanto ao titulo da obra, autores, fundamentos, objetivos, metodologias, resultados e
conclusdes. Os conceitos foram definidos a partir de um consenso de uma ou mais obras
(SOARES et al., 2018).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Funcoes da a-Amilase E a-Glicosidase

Os carboidratos abrangem um grupo diversificado de moléculas que podem ser

classificadas em mono- e dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Como um dos
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principais carboidratos da alimentacdo humana, o amido proporciona a porcentagem mais
elevada de energia da dieta, representando cerca de 60 a 70% do total de calorias ingeridas.
Esse carboidrato € um polimero constituido por dois tipos de polissacarideos de origem
vegetal, a amilose e a amilopectina. A amilose é um polimero linear com aproximadamente
1.000 moléculas de glicose unidas por ligacdes glicosidicas a-1,4, enquanto a amilopectina
possui cerca de 100.000 moléculas de glicose unidas predominantemente por ligacdes
glicosidicas a-1,4 e também ligacdes a-1,6, resultando em uma estrutura ramificada (LAPIS
et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1 - Diagrama das estruturas das ligagcoes glicosidicas de fragdes de carboidratos
polissacarideos e dissacarideos hidrolisados pela a-amilase e a-glicosidase.

As enzimas a-amilase salivar e pancreatica (a-1,4-glicano-4-glicano-hidrolases)
pertencem a familia 13 das glicosideo-hidrolases (LO PIPARO et al., 2008). Como endo-
hidrolases, clivam as ligagbes glicosidicas a-1,4 internas do amido (GOODMAN, 2010),
gerando dextrinas lineares e ramificadas. Nos seres humanos, sdo codificadas por cinco
genes no cromossomo 1, 0s genes AMY1A, AMY1B e AMY1C (a-amilase salivar) e AMY2A
e AMY2B (a-amilase pancreatica). Essas isoenzimas séo constituidas por 496 aminoacidos
em uma Unica cadeia polipeptidica com alta homologia em suas estruturas, 97% de
similaridade na sequéncia de amino&cidos e 92% nos dominios cataliticos (LO PIPARO et
al., 2008).

As a-glicosidases (a-D-glicosideo glicohidrolase) pertencem ao subgrupo 1 da familia
31 das glicosideo-hidrolases que catalisam a hidrolise das extremidades néo redutoras das
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dextrinas em glicose. Nos mamiferos, essas enzimas formam um complexo (sacarase-
isomaltase e maltase-glicoamilase) na membrana do epitélio do intestino delgado (SIM et
al., 2008). A maltase hidrolisa as ligagbes a-1,4 entre as moléculas de glicose da maltose
ou das extremidades do polissacarideo. Ja a sacarase-isomaltase € um complexo formado
pela isomaltase (dextrinase), responsavel pela hidrélise das ligacbes a-1,6 das dextrinas
e a-1,4 da maltose e maltotriose, associada a sacarase, que hidrolisa as ligagdes a-1,2 da
sacarose (glicose e frutose) (GOODMAN, 2010). Essas enzimas tém sua composi¢éo e
estrutura similares, apresentando cerca de 60% de homologia (SIM et al., 2008).

O amido inicia sua digestdo pela acdo da a-amilase salivar que hidrolisa as
ligacdes glicosidicas a-1,4 internas, formando oligbmeros curtos. No intestino, esses
oligbmeros sofrem acdo da a-amilase pancreatica que cliva em malto-oligossacarideos
lineares (maltose e maltotriose) e dextrinas. Entdo, a sacarase-isomaltase e a maltase-
glicoamilase, enzimas a-glicosidases da membrana apical dos enter6citos, hidrolisam
0s malto-oligossacarideos em glicose (NICHOLS et al., 2003), que sera absorvida para
o interior do enterécito através do cotransportador sédio-glicose (SGLT1), seguida para
a circulacédo pelo transportador de glicose 2 (GLUT2) acarretando em hiperglicemia pos-
prandial (KELLETT; BROT-LAROCHE, 2005) (Figura 2).

n
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em maltose, maltotriose
e dextrinas.

B eMBRANA DO ENTEROCITO

As a-glicosidases hidrolisam a maltose,
maltotriose e dextrinas em glicose, que
sera transportada para o citosol pelo
SGLT1.

CIRCULACAO SANGUINEA
Através do transportador GLUT2, a
glicose é absorvida para a circulagéo,
causando hiperglicemia.

Figura 2 - Representagéo esquematica dos processos de digestdo do amido e absorcdo de glicose.
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3.2 Funcoes das lipases

O triacilglicerol (TAG) é a principal gordura ingerida através da alimentacao
e armazenada no organismo. A molécula do triacilglicerol é constituida por trés acidos
graxos, geralmente distintos, esterificados aos grupos hidroxila da molécula de glicerol
(BELMONTE; AOKI, 1983) (Figura 3).
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Figura 3 - Diagrama das estruturas quimicas do glicerol, acido graxo e triacilglicerol.

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases) (BOUCHAALA et al., 2015) sdo uma familia
de enzimas que catalisam a hidrolise das ligagdes éster dos triacilgliceridios, fosfolipidios
e ésteres de colesterol (WONG; SCHOTZ, 2002), compreendendo a lipase gastrica, lipase
pancreatica, lipase pancreatica relacionada a proteina 1, lipase pancreatica relacionada a
proteina 2, lipase lipoproteica, lipase hepatica, lipase endotelial e fosfatidilserina fosfolipase
A1 (JIN et al., 2002). A lipase gastrica (lipase acida) age em pH ideal de 4,0, sendo mais
eficaz na hidrélise de triacilglicer6is compostos por acidos graxos de cadeias médias. Ja a
lipase pancreética é a enzima mais importante do processo de digestao dos lipidios no TGl
(KO et al., 2020).

A digestdo do triacilglicerol (TAG) inicia-se no estdbmago pela agdo da lipase
gastrica, gerando diacilglicerol e acido graxo na forma de uma emulsédo. Ao atingir o
intestino delgado, ocorre mais emulsificacdo pelos acidos biliares, facilitando a agcédo da
lipase pancreatica. Entdo, a lipase pancreatica hidrolisa os TAGs em monoacilglicerol e
acidos graxos, que sdo absorvidos pelos enterocitos por difusdo passiva ou transportador
(KO et al., 2020). No sangue, os acidos graxos de cadeia curta e média (até 12 atomos
de carbono) sdo transportados pela albumina, enquanto os de cadeia longa (acima de
12 atomos de carbono) sédo convertidos a TAG para serem carreados por lipoproteinas
(SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).
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Cabe destacar que, dentro dos enteroécitos, os monoacilglicerois e acidos graxos de
cadeia longa sao transportados para o reticulo endoplasmatico, onde serédo ressintetizados
em TAG através da via dos monoacilgliceréis. Neste processo, as monoacilglicerol
aciltransferases catalisam a formacao de diacilglicerbis a partir da esterificacdo de
monoacilglicerois com acil-CoA. Entéo, sob acéo das enzimas diacilglicerol aciltransferases,
as moléculas de diacilglicerol séo esterificadas com moléculas de acil-CoA, gerando o TAG.
Apds essa ressintese, os TAGs podem ser inseridos como lipoproteinas, principalmente
os quilomicrons, ou armazenados no citosol. Os quilomicrons sdo secretados através da
membrana basolateral dos enterdcitos e irdo para a circulagéo através do sistema linfatico
(KO et al., 2020).

A lipase lipoproteica (LPL), enzima presente em varios tipos celulares e nos
capilares sanguineos, promove a hidrolise dos triacilglicerdis, presentes nos quilomicrons
e nas lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), em acidos graxos que podem ser
oxidados para fornecer energia ou penetrar nas células e ser novamente reesterificados em
triacilglicerdis para armazenamento (Figura 4). Dessa forma, os triacilglicerois representam
a principal forma de armazenamento de lipidios no organismo, sendo que, em mamiferos,

sdo estocados intracelularmente no tecido adiposo (HE et al., 2018).
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Figura 4 - Representagao esquematica do processo de digestao do triacilglicerol.

3.3 Sindrome Metabdlica

A sindrome metabdlica (SM), também conhecida como “sindrome da resisténcia a
insulina” e “sindrome X”, & considerada como um conjunto de distrbios metabodlicos que
inclui obesidade central, resisténcia a insulina (diabetes mellitus tipo 2, glicemia de jejum
alterada e tolerancia a glicose diminuida), dislipidemia aterogénica e hipertenséo arterial,



estando relacionada com risco aumentado de desenvolvimento de doenca cardiovascular
aterosclerdtica (ROCHLANI et al., 2017). A patogénese da SM é complexa e ainda néo
esta totalmente elucidada, entretanto, sabe-se que os fatores genéticos e o estilo de vida
baseado em consumo excessivo de calorias e auséncia de atividade fisica contribuem para
a adiposidade visceral, que é mais preponderante no mecanismo de resisténcia a insulina
do que a gordura subcutdnea (ROCHLANI et al., 2017).

Varios mecanismos sao propostos para a patogénese da SM, mas acredita-se que
a relacdo existente entre a resisténcia a insulina e a circulacdo de acidos graxos livres
desempenhe um papel fundamental. Isso porque a resisténcia a insulina aumenta o
processo de lipdlise e, consequentemente, aumenta a circulagdo de acidos graxos livres,
que estao relacionados a elevacéao de triglicerideos e VLDL pelo figado (MCCRACKEN;
MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018). Além disso, o estresse oxidativo e a inflamacao
cronica de baixo grau também s&o considerados mecanismos potenciais, principalmente
no processo aterosclerotico (ROCHLANI et al., 2017).

A terapia farmacolégica da SM é baseada nas patologias associadas, ja que nédo
existe um tratamento Unico. Isso requer o uso prolongado de varios medicamentos, o que
se torna um desafio para os pacientes e coloca em risco a adesdo (ROCHLANI et al., 2017).
Entre os medicamentos usados para reduzir a morbidade, a mortalidade cardiovascular
e renal e prevenir o agravamento metabdlico da SM, destacam-se os diuréticos, anti-
hipertensivos, antidiabéticos orais (biguanidas, tiazolidinedionas ou glitazonas, inibidores
da alfa-glicosidase e sulfonilureias), antidislipidémicos (estatinas, fibratos, acido nicotinico
e outros) e inibidor da lipase pancreatica (orlistat).

3.4 Inflamacdo, Resisténcia A Insulina e Obesidade

O tecido adiposo ocorre em duas formas distintas, o tecido adiposo marrom (brown
adipose tissue [BAT]) e o tecido adiposo branco (white adipose tissue [WAT]). O BAT é
responsavel pela termogénese para o controle da temperatura corporal, enquanto o WAT
possui a funcdo de armazenamento lipidico na forma de triacilgliceridios (MCARDLE et al.,
2013). Além disso, o WAT é considerado um érgédo enddcrino, pois secreta na circulagéo
sanguinea substéncias como horménios, enzimas, fatores de crescimento, proteinas da
matriz e citocinas (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al., 2019).

Citocinas secretadas pelo tecido adiposo sdo denominadas adipocitocinas ou
adipocinas, e podem ser anti-inflamatdrias, que sdo mediadoras de processos fisiolégicos,
ou proé-inflamatérias, que estimulam as vias inflamatorias. Adiponectina, fator de
transformacgéo de crescimento beta (TGF-B), interleucinas (IL) IL-10, IL-4, IL-13, receptor
antagonista de IL-1 (IL-1Ra) e apelina séo as adipocinas anti-inflamatérias, enquanto IL-6,
IL-1B, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), leptina, visfatina, resistina, angiotensina Il e
inibidor do ativador de plasminogénio 1 sé@o pro-inflamatorias (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA
et al., 2019). Dentre essas proteinas, IL-6, IL-1B e TNF-a tém sido relacionadas ao
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desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM-2) (YANAI; YOSHIDA, 2019).

IL-6 € uma citocina secretada por células do sistema imunolégico (mondcitos,
macrofagos e linfocitos), fibroblastos, queratinocitos, células endoteliais, algumas células
tumorais e células do WAT. Sua produgéo € regulada por fatores, como IL-1, TNF-q,
interferons, DNA e RNA de virus e endotoxinas de bactérias (YAO et al., 2014), e sua acao
aumenta a producéo de proteinas de fase aguda (como a proteina C reativa), fibrinogénio
(estado proé-trombotico), expresséo de moléculas de adeséo e ativagao do sistema renina-
angiotensina (ROCHLANI et al., 2017). IL-6 também promove a fosforilagdo da serina do
substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) e, portanto, traz impactos negativos a sinalizagéo
da insulina (MCARDLE et al., 2013).

IL-1B8 € um mediador pré-inflamatério da resposta inflamatoria sistémica e seus
niveis aumentados na circulagdo estéo relacionados ao maior risco de desenvolvimento
de DM-2 (HERNANDEZ-SANTANA et al., 2019; MCARDLE et al., 2013). Como citocina
pré-inflamatoria, o TNF-a, secretado por mondcitos e macréfagos, estimula a liberagédo
de IL-6 e IL-1B, responde as infecgdes e lesdes, apoptose e angiogénese (MCARDLE et
al., 2013) e é citotoxico para células tumorais (BORST, 2004). Além disso, TNF-a induz a
fosforilacéo e inativagcdo dos receptores de insulina nos tecidos adiposo e muscular liso,
estando associado com a resisténcia a insulina induzida pela obesidade, (ROCHLANI et
al.,, 2017) e também estimula a lipdlise, que aumenta os acidos graxos livres circulantes
(MCARDLE et al., 2013).

A obesidade ¢é definida como uma expansdo e disfuncdo dos tecidos adiposos
ocasionadas sob condi¢bes positivas de energia, que estimulam os pré-adipOcitos a
se diferenciar e proliferar em adipécitos maduros, aumentando o numero de células
(hiperplasia) e o tamanho das células (hipertrofia), devido ao armazenamento lipidico em
excesso. Como o tecido adiposo € um 6rgédo endocrino capaz de secretar substancias
regulatérias, sua expansao gera um aumento na liberagéo das citocinas pro-inflamatorias.
Essas citocinas estimulam respostas do sistema imunolégico e promovem a infiltracao de
células como macréfagos ativos, causando um processo inflamatério crénico de baixo grau
(LIU; WANG; LIN, 2019) (Figura 5). Além disso, os fatores pro-inflamatorios ativam varias
serina-quinases, como IkB quinase (IKK) e c-Jun N-terminal quinase (JNK), que promovem
a fosforilagdo dos residuos de serina na via de sinalizagéo da insulina, inclusive a serina
do IRS-1. Consequentemente, a sinalizagdo normal da insulina é prejudicada promovendo
estado de resisténcia, o que favorece o desenvolvimento de varias complicagcdes, inclusive
o DM-2 (MCARDLE et al., 2013).
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Figura 5 - Expanséo do tecido adiposo e infiltragéo de células do sistema imunolégico.

O tratamento da obesidade é baseado principalmente na combinagao de mudanca de
habitos alimentares e atividade fisica. Entretanto, os individuos que nao respondem a essas
modificagdes podem necessitar de terapia farmacolégica (ZIELINSKA-BLIZNIEWSKA et al.,
2019). Atualmente, estao disponiveis os seguintes farmacos e associagdes: inibidores das
lipases gastrointestinais (orlistat e cetilistat) e supressores do apetite, como sibutramina
(inibidor da recaptacéo de serotonina e noradrenalina), liraglutida (agonista do receptor
GLP-1 [glucagon-like peptide-1]), fentermina (inibidor do transportador de noradrenalina),
fentermina/topiramato (inibidor do transportador de noradrenalina e agonista receptores
GABA, respectivamente), lorcaserina (agonista de receptor 5-HT), naltrexona/bupropiona
(antagonista de receptor opibide e inibidor da recaptacdo de noradrenalina e dopamina,
respectivamente), tesofensina (inibidor da recaptacdo de noradrenalina, dopamina e
serotonina) e exenatida (agonista GLP-1) (NARAYANASWAMI; DWOSKIN, 2017).

3.5 Resisténcia a insulina e dislipidemias

Os acidos graxos (AG) que séo estocados intracelularmente como TAGs podem ser
mobilizados pelo processo de lipolise através de sua hidrolise (SOBCZAK; BLINDAUER;
STEWART, 2019). A insulina, por sua vez, além de estimular a captacdo de glicose pelas
células e inibir a gliconeogénese, também & capaz de inibir a lipdlise. Desse modo, a
resisténcia a insulina prejudica a inibicdo da lip6lise e gera um aumento de AG circulantes
(ROCHLANI et al., 2017). O excesso de AG nas células e tecidos ocasiona a lipotoxicidade
e sobrecarga e impossibilita os processos de converséo para TAG ou -oxidacéo, formando
lipidios toxicos. Consequentemente, ha disfuncdo mitocondrial, estresse do reticulo
endoplasmatico e geracédo de espécies reativas de oxigénio, que resultam em apoptose
(principalmente células B-pancreaticas, musculares esqueléticas e adipocitos), inflamacao
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e resisténcia a insulina (SOBCZAK; BLINDAUER; STEWART, 2019).

No figado, os AG circulantes sdo substratos para produgdo de TAGs (HUANG,
2009). Em condi¢gées normais, grande parte da apolipoproteina B (apoB) sintetizada é
degradada pelo reticulo endoplasmatico dos hepatécitos. Quando os niveis de TAG estéao
aumentados no figado, ha uma supressao da degradacdo de apoB (HIRANO, 2018),
principal apolipoproteina presente nas particulas de VLDL, causando aumento na producéo
de VLDL. Além disso, a insulina também esta associada a degradacéo de apoB, através
de uma via dependente da PI3-K e, portanto, a resisténcia a insulina esta diretamente
relacionada ao aumento na producéo de VLDL (HUANG, 2009).

A LPL, presente na superficie do endotélio vascular, é responsavel pela hidrélise de
TAGs transportados pelos quilomicrons e VLDL, desempenhando um papel importante na
remocao dessas particulas (HIRANO, 2018). A insulina estimula a acéo da LPL e o estado
de resisténcia reduz a atividade da enzima, resultando em niveis elevados de quilomicrons
e VLDL. Dessa forma, individuos com DM-2 frequentemente também apresentam niveis
de quilomicrons elevados. Portanto, a hipertrigliceridemia &€ uma consequéncia tanto do
aumento da produc¢éo de TAGs quanto da redugéo do seu catabolismo, ambos promovidos
pela resisténcia a insulina (HUANG, 2009).

O VLDL é metabolizado em particulas de LDL denominadas “pequenas e densas”
(SALDL, small dense LDL), além das lipoproteinas remanescentes (HUANG, 2009). Isso
ocorre porque ha uma transferéncia de TAGs do VLDL para o LDL, através da proteina
de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP), sendo que o LDL rico em TAGs sofre
lipdlise pela lipase hepatica tornando-se pobre em colesterol e formando o SdLDL. Em
comparacao as particulas de LDL grandes, o SdALDL esta mais fortemente associado ao
desenvolvimento de aterosclerose, pois penetra mais facilmente na parede das artérias,
possui meia-vida plasmatica mais longa, menor afinidade com o receptor de LDL e fraca
resisténcia ao estresse oxidativo (HIRANO, 2018).

De forma semelhante, as particulas de HDL também recebem TAGs transferidos do
VLDL pela CETP, em troca dos ésteres de colesterol. Portanto, sdo formadas particulas de
HDL ricas em TAGs, o que as tornam substratos melhores para a lipase hepatica, sendo
rapidamente eliminadas da circulagdo (HUANG, 2009). Com menos particulas de HDL
circulantes, ha uma redugéo no transporte reverso de colesterol dos tecidos, responsavel
por prevenir o desenvolvimento de DCV (HIRANO, 2018).

O tratamento das dislipidemias € uma abordagem crucial para a prevengéo
de DCV, e engloba mudancgas no estilo de vida e terapia farmacologica (THOMPSON,
2004). Atualmente, as principais classes de farmacos e suas associacdes sdo: estatinas
(inibidores da 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A [HMG-CoA] redutase), limitam a sintese
de colesterol endbégeno; fibratos ou derivados do &cido fibrico, estimulam os receptores
gama ativados por proliferador de peroxissomo (PPAR-y), atuando no metabolismo lipidico
e aumentando a atividade da LPL (KHERA; MCGUIRE, 2005); ezetimiba (inibidor da
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proteina NPCL1), inibem a absorcgéo intestinal de colesterol; inibidores da PCSK9, proteina
envolvida na homeostase do colesterol pela degradacdo de receptores LDL; estatina/
ezetimiba; estatina/fibrato (FILIPPATOS et al., 2017); acido nicotinico ou niacina, inibe a
lipolise (JULIUS, 2015).

3.6 Diabetes mellitus tipo 2

O diabetes mellitus (DM) € um disturbio metabdlico caracterizado por concentragdes
elevadas de glicose no sangue (hiperglicemia), devido a insuficiéncia na producéo de
insulina pelas células B-pancreaticas e/ou deficiéncia na sua acgéo (resisténcia a insulina),
podendo ser classificado em: diabetes mellitus tipo 1, ou insulino-dependente, quando ha
destruicao das células B-pancreéticas pelo sistema imunolégico; diabetes mellitus tipo 2
(DM-2), ou né&o insulino-dependente, quando ha deficiéncia na secrecdo ou resisténcia a
insulina; diabetes gestacional, quando a intoleréncia a glicose é detectada pela primeira
vez no periodo gestacional (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016); e LADA (diabetes auto-imune
latente do adulto), quando o DM tipo 1 se inicia na fase adulta (SCHWARTZ et al., 2017).
Por fim, o diabetes insipidus € uma doenca rara causada pela diminuicdo na secrecao
ou acéo da vasopressina que leva a excrecdo de grandes volumes de urina (REFARDT;
WINZELER; CHRIST-CRAIN, 2020).

DM-2 é caracterizado por hiperglicemia crénica como consequéncia da resisténcia
periférica a insulina, disfuncdo das células B-pancreaticas ou ambas as situagdes (MEZA
et al., 2019). Os tecidos que apresentam resisténcia a insulina de forma mais proeminente
sédo o figado, musculo esquelético e tecido adiposo (FORBES; COOPER, 2013). Como
consequéncia, a captacao e utilizacéo de glicose pelas células sdo afetadas, resultando
em aumento da lipblise e protedlise, aumento da gliconeogénese hepética, liberacdo de
horménios catabdlicos (como glucagon, cortisol e catecolaminas), aumento na produgao de
superdxido e estresse oxidativo, aumento de disfungcéo endotelial e mitocondrial, aumento
na acidose intracelular no cérebro e danos neuronais (RASOULI et al., 2020).

Dessa forma, varias complica¢des estdo associadas ao DM-2. As complica¢des
metabdlicas agudas incluem a cetoacidose diabética, devido a hiperglicemia grave, e
coma, como consequéncia da hipoglicemia. J& as complica¢cdes de longo prazo estdo
relacionadas com danos aos vasos sanguineos desencadeados pela hiperglicemia cronica,
sendo macrovasculares (hipertensdo, doenga coronariana, ataque cardiaco, derrame,
doenca vascular cerebral e doenga vascular periférica), quando ha danos nas artérias, e
microvasculares (nefropatia, retinopatia e neuropatia), quando pequenos vasos sanguineos
sdo acometidos (FORBES; COOPER, 2013).

O manejo terapéutico adequado do DM-2 é importante na prevencdo dessas
complicagdes (RASOULI et al., 2020). O tratamento farmacologico compreende as seguintes
classes de medicamentos: biguanidas (metformina), reduzem a produg¢do hepatica de
glicose e a absor¢éo de glicose pelo intestino e estimula capta¢do de glicose pelos tecidos;
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sulfoniuréias (glibenclamida, gliclazida, glimepirida, glipizida e clorpropamida), agem
diretamente nas células (-pancreaticas bloqueando os canais de potassio dependente de
ATP e estimulando a secre¢é@o de insulina; tiazolidinedionas (pioglitazona, rosiglitazona
e troglitazona), sdo agonistas dos receptores PPAR-y e sensibilizam a acdo da insulina
nos hepatoécitos, adipécitos e musculo esquelético; agonistas do receptor GLP-1
(liraglutida, exenatida e lixisenatida), horménio que estimula a secre¢éo de insulina e
inibe a secrecdo de glucagon; inibidores da DDP-4 (dipeptidil-peptidase 4) (vildagliptina,
sitagliptina, saxagliptina e linagliptina), enzima que metaboliza o GLP-1; inibidores SGLT-
2 (co-transportador sodio-glicose 2), impedem a reabsorgéo de glicose pelo SGLT-2 nos
rins; inibidores da a-glicosidase (acarbose, voglibose e miglitol), enzima responséavel por
hidrolisar oligo e dissacarideos em glicose, promovendo a hiperglicemia pos-prandial (WU
et al.,, 2014).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente capitulo descreveu as funcgbes fisioldgicas das enzimas digestivas
(a-amilase, a-glicosidase e lipase) e os disturbios direta ou indiretamente associados,
enfocando os principais farmacos usados no tratamento dessas complicagbes. Essas
enzimas estdo envolvidas nos processos digestivos através de reacdes que catalisam a
quebra de carboidratos e gorduras, transformando em estruturas mais simples a serem
captadas pelos tecidos.

Entre os disturbios associados com as enzimas digestivas, a sindrome metabdlica
consiste de um conjunto de complicagdes organicas que inclui obesidade central,
resisténcia a insulina, dislipidemia aterogénica e hipertensao arterial. Com disturbio
ligado ao metabolismo, a obesidade constitui uma disfun¢do do tecido adiposo causada,
normalmente, por um consumo excessivo de calorias alimentares. Consequentemente,
ocorre a secrecao de substancias regulatorias que liberam citocinas pro-inflamatérias que
desencadeiam processo inflamatorio cronico, levando ao surgimento de DM-2 e doencas
cardiovasculares. Por sua vez, a dislipidemia, geralmente, esta relacionada a elevacao de
colesterol e triglicerideos no plasma e/ou a diminui¢cdo dos niveis de HDL que contribuem
para aterosclerose. No entanto, o aumento de AG circulantes pode resultar em apoptose
(principalmente de células 3-pancreaticas, musculares esqueléticas e adip6citos), inflamacao
e resisténcia a insulina. Neste contexto, esses distUrbios envolvem o aparecimento da
DM-2 que se caracteriza por concentragdes elevadas de glicose no sangue (hiperglicemia)
devido a insuficiéncia na secregéo de insulina pelas células B-pancreaticas e/ou resisténcia
a insulina.

Quando associados, os disturbios metabdlicos causam grandes consequéncias
aos seres humanos, necessitando, entre outros, de tratamento farmacologico. Entre as

classes de farmacos usadas no tratamento das complicacdes metabdlicas, destacam-se
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os inibidores da a-glicosidase (acarbose, voglibose e miglitol) e lipase (orlistat e cetilistat).
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RESUMO: Croton urucurana Baill é uma planta
medicinal amplamente encontrada na regido
Centro-Oeste. Conhecida popularmente como
Sangra-d’agua ou Sangue de dragéo, pois quando
ferida, libera uma seiva resinosa de cor vermelho
como sangue. A casca e a resina dessa planta
sdo utilizadas na tradicdo popular como remédio
natural por suas propriedades anti-inflamatérias,
antibacterianas, antissépticas e cicatrizantes.
O objetivo deste trabalho é identificar os
carboidratos  simples  (oligossacarideos e
monossacarideos) da resina in natura do C.
urucurana por meio da cromatografia em papel.
O espécime coletado da planta foi identificado
e depositado no herbario da Universidade
Federal de Goias. A separacao e identificacéo de
acUcares da resina foram realizadas utilizando
cromatografia em papel descendente de 72 horas
com fase mbvel butanol:etanol:H20 (3:2:2) e
Benzeno-BuOH-Piridina-H20 1:5:3:3. Em ambas

Ensino e Pesquisa em Bioquimica

fases moveis o padréo interno foi a lactose. Os
resultados apresentam uma grande quantidade
de pentoses e tracos de oligossacarideos. Na
fase moével butanol:etanol:H,0 (3:2:2), o Rf de
pentoses é 1,5 e os padrées de Manose, Glicose
e Galactose apresentaram Rf de 1,4; 1,2 e 1,1
respectivamente. A fase movel Benzeno-BuOH-
Piridina-H,0 (1:5:3:3), o Rf de pentoses ¢ 4,2 e
0s padrdes da xilose e glicose originaram um
Rf de 3,7 e 3,0 respectivamente. A presenca de
grandes quantidades de pentoses livres podem
ser responsavel pelo sinergismo em relagéo
as propriedades medicinais apresentadas pela
resina.

PALAVRAS - CHAVE: Croton urucurana Baill,
Carboidrato, Cromatografia

STUDY OF CARBOHYDRATES IN THE
RESIN OF CROTON URUCURANA BAILL

ABSTRACT: Croton urucuranaBaill is a medicinal
plant widely found in the Midwest region. Popularly
known as Sangra-d’agua or Dragon’s Blood,
because when wounded, it releases a resinous
sap colored red as blood. The bark and resin of
this plant are used in popular tradition as a natural
remedy for their anti-inflammatory, antibacterial,
antiseptic and healing properties. The objective of
this work is to identify the simple carbohydrates
(oligosaccharides and monosaccharides) of the
natural resin of C. urucurana by means of paper
chromatography. The specimen collected from
the plant was identified and deposited in the
herbarium of the Federal University of Goias. The
separation and identification of sugars from the
resin were performed using chromatography on
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72 hour descending paper with mobile phase butanol: ethanol: H,O (3: 2: 2) and Benzene-
BuOH-Pyridine-H,0 1: 5: 3: 3. In both mobile phases, the internal standard was lactose. The
results show a large number of pentoses and traces of oligosaccharides. In the mobile phase
butanol: ethanol: H,O (3: 2: 2), the Rf of pentoses is 1.5 and the patterns of Mannose, Glucose
and Galactose showed Rf of 1.4; 1.2 and 1.1 respectively. The mobile phase Benzene-BuOH-
Pyridine-H,O (1: 5: 3: 3), the Rf of pentoses is 4.2 and the xylose and glucose standards gave
an Rf of 3.7 and 3.0 respectively. The presence of large amounts of free pentoses may be
responsible for synergism in relation to the medicinal properties presented by the resin.
KEYWORDS: Croton urucurana Baill; Carbohydrate; Chromatography

INTRODUCAO

Archer John Porter Martin e Richard Laurence Millington Synge sé&o reconhecidos
por terem inventados a cromatografia em papel que através da simplicidade, elaboragéo
graciosa e execucdo dos experimentos, que Ihes renderédo o prémio Nobel em particao
cromatografica em 1952. Assim, como Paul Ehrlich (prémio Nobel 1908) fundador
da medicina quimica se utilizava muito da cromatografia em papel em suas analises
(HOROWSKI, 2014).

Cromatografia em papel é considerada uma tecnologia obsoleta em frente as novas
tecnologias analiticas da atualidade, exceto como uma técnica acessivel para ser ensinadas
nas escolas e faculdades (WILSON, 2000).

A cromatografia € uma técnica de separacdo especialmente adequada para ilustrar
os conceitos de interagdes intermoleculares, polaridade e propriedades de funcbes
organicas, com uma abordagem ilustrativa e relevante. A cromatografia em papel é uma
técnica simples para analise de amostra em pequenas quantidades, aplicada na separagcéao
e identificagcdo de compostos polares, tais como agucares, aminoacidos, pigmentos e ions
metalicos (RIBEIRO; NUNES, 2008). A facilidade da técnica torna sua realizagéo acessivel
em laboratério com recursos materiais minimos.

A particao dos componentes quimicos de uma substancia na cromatografia
liquido-liquido em papel, compara as distintas solubilidades relativas destes elementos
na fase moével e fase estacionaria. Os ingredientes menos sollveis na fase estacionaria
apresentam uma movimentagdo mais rapida junto ao papel, por outro lado os mais sollveis
na fase estacionaria serdo retidos conforme sua maior ou menor interacdo com a fase e
por consequéncia terdo uma migracéo mais lenta. Este funcionamento de particdo pode ser
entendido dessa forma: a celulose do papel é formada por 2000 unidades ou mais de glicose
anidra ligadas por atomos de oxigénio; a agua € polar e tem uma grande compatibilidade
pelas hidroxilas de cada glicose, formando as pontes de hidrogénio, ficando retido e
trabalhando como fase estacionaria, e 0s solventes orgénicos que sdo menos polares sao
repelidos por este arcabougo e funcionam como a fase mével (COLLINS et al., 1997).

Cromatografia em papel é uma técnica acessivel e de baixo custo e pode ser de
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grande valor nas pesquisas em biotecnologia nos paises em desenvolvimento e a busca
de novos insumos farmacéuticos sejam eles de origem vegetal ou sintética, € uma das
prioridades para qualquer pais incluindo o Brasil. Dentre as muitas espécies de plantas que
apresentam potencial para novas substancias quimicas € a do género Croton da familia
Euphorbiaceae. O Croton urucurana Baill é conhecida no Brasil como sangra d’agua ou
sangue de dragédo (LAZLO, 2012), pois quando ferido, libera uma seiva resinosa de cor
vermelha como sangue. Tanto a casca como a resina sao utilizadas como remédios naturais
por suas propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antissépticas e cicatrizantes
(GURGEL, 2005; LORENZI; MATOS, 2008).

A glicobiologia é o estudo da estrutura, biossintese e biologia dos sacéarideos que
sdo amplamente distribuidos na natureza. Acgucares ou sacéarideos sdo componentes
essenciais de todos o0s seres vivos e aspectos dos varios papéis que desempenham na
biologia sdo pesquisados em véarios campos (medicina, bioquimica e biotecnologia). A
glicobiologia oferece um enorme potencial inexplorado na descoberta de novas terapias
derivadas de sacarideos ou outras moléculas que visam a biossintese e fungédo dos
sacarideos (GLYCOMAR, 2014).

Sacarideos tém mudltiplas fun¢des que os tornam relevantes para quase qualquer
area de pesquisa biologica. Eles estéo presentes ubiquamente nas superficies celulares,
mediando a interagdo entre células com a matriz extracelular e com moléculas efetoras.
Os polissacarideos e os glicoconjugados também desempenham um papel estrutural
importante em todos os tecidos conjuntivos. Os oligossacarideos, que sdo cadeias curtas
(2-10 monossacaridos) de agucares derivados de polissacaridos maiores ou sintetizados
por si préprios, sdo amplamente estudados para identificar grupos funcionais dentro de
glicoconjugados ou polissacarideos complexos.

Atualmente se conhece que certos polissacarideos atuam como potentes agentes
imunomoduladores exibindo atividade bioldgica e potencial para uso clinico (TZIANABOS,
2000). Estudos com oligossacarideos sulfatados demonstrou que alguns exibem uma fungéo
importante nos processos biologicos ligando-se a proteinas através de interagdes altamente
especificas por exemplo, a heparina como antitrombina, sulfato de heparina como fator de
crescimento, tratamento de virus do herpes simples e através de interagcfes eletrostatica
entre os grupos sulfatos e os locais catiénicos de proteinas. Os oligossacarideos sulfatados
estdo envolvidos em eventos bioldégicos como a localizagéo de proteinas de células e o
controle da protedlise, a modulagéo da angiogénese e metastases de tumores, assim como
a oligomerizacgéo de fatores de crescimento celular (KOVENSKY, 2009).

Os oligossacarideos tém se mostrado valiosos como alimentos e suplementos
alimentares; seus efeitos benéficos se estendem a partir de propriedades como antioxidante
anti-inflamatério, imunomodulador, antialérgico, hipertenso, hiperlipidémico e neuro protetor
para anticancerigenos (KOTHARI et al.; 2014). A adi¢cdo na dieta de frangos de corte com
arabinoxilooligossacarideos de farelo de trigo inibiu a colonizacdo de Salmonella enteridis
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sendo assim o oligossacarideo estudado apresenta um grande potencial para o controle de
salmonelose em frangos de corte (EECKHAUT, 2008).

O papel importante dos oligossacarideos em areas terapéuticas como inflamacao,
imunologia, oncologia, doencas degenerativas, infeccdo (GLYCOMAR, 2014) e industria
de alimentos (EECKHAUT, 2008); demanda sem precedentes uma investigacdo mais
abrangente e a procura de oligossacarideos que apresentem estrutura quimica com
atividade médica e uso na industria de alimentos.

Esse trabalho tem o objetivo de identificar a presenca de carboidratos simples na
resina da planta Croton urucurana Baill por cromatografia em papel.

MATERIAL E METODOS

Uma amostra da arvore Croton urucurana Baill foi coletada no local préximo ao
Campus do Instituto Federal de Goias (IFG) de Aparecida de Goiania. O espécime da
planta foi identificada e depositada no herbario da Universidade Federal de Goias (UFG)
com registro N° 50320.

Os solventes orgénicos, padrdes de agucares, papel whatman n° 1 foram obtidos por
doacdes da diferentes campus do IFG e da UFG.

A resina da planta Croton urucurana Baill (Figura 1) foi coletada e armazenada.
A resina in natura foi analisada por cromatografia em papel Whatman N° 1 utilizando o
solvente n-BuOH-EtOH-H,O0 3:2:2 (TEIXEIRA, 1992), Benzeno-BuOH-Piridina-H,0
1:5:3:3 (TEIXEIRA, 1994) para identificacdo do tempo de retencdo dos acucares livres.
As cromatografias foram realizadas a temperatura ambiente e a 2°C. A revelacdo dos
cromatogramas foram realizados com a técnica de nitrato de prato descrita por TREVELYAN
(1950).

O fator de retengcédo (Rf) foi determinado com base na distancia de retengdo da
lactose como padréo interno e o calculo é realizado pela distancia percorrida pelos demais
monossacarideos divididos pela distancia percorrida pela lactose (TEIXEIRA et al., 1992).

Figura 1: Resina da planta Croton urucurana Baill.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A cromatografia em papel € um método para separar os componentes de uma
mistura de soluto por uma extragao continua em contracorrente da solu¢gdo com um segundo
solvente imiscivel com o primeiro. Na cromatografia em particdo, uma folha de papel do
tipo whatman N° 1 serve como suporte para uma fase aquosa imobilizada sobre a qual um
solvente organico parcialmente miscivel é permitido fluir. Uma mistura de soluto introduzida
no sistema pode ser separada nos seus componentes desde que possuam coeficientes
de particdo significativamente diferentes entre a fase movel e a celulose saturada de
agua. Quando a partigédo favorece a fase aquosa, o soluto tendera a permanecer proximo
do ponto de aplicagéo. Por outro lado, quando a fase orgénica € favorecida, o soluto se
movera com o fluxo de solvente.

Milo et al. (2002) mostraram que o principal componente da goma exsudada da
planta medicinal C. urucurana isolado por precipitagédo, subsequente dialise e purificagdo
por cromatografia de permuta i6nica € um fucoarabinogalactano. Ela contém 1,0% de
proteinas e 93,7% de aguUcares totais que constitui principalmente fucose, arabinose e
galactose além de pequenas quantidades de manose, xilose, glicose e acidos urdnicos. A
composicao dos derivados de alditois acetatos do extrato cru apresentou 17.3% de fucose,
22.1% de arabinose, 2.2% de xilose, 5.7% de manose, 44.0% de galactose, 0.6% de glicose
e 6.1% de acidos urénicos.

O resultado da cromatografia em papel da resina in natura do C. urucurana com
butanol:etanol:H,0 (3:2:2) forneceu uma grande quantidade de pentoses e tracos de
oligossacarideos (Figura 2). Referindo os resultados do Milo et al. (2002), as pentoses
com Rf 1,5 retratam ser uma fucose e arabinose. O oligossacarideos apresentam o Rf 1,0
semelhante a lactose na qual foi usado como padrao interno. Os padrées de manose,
glicose e galactose apresentam um fator de retencdo de 1,4; 1,2 e 1,1 respectivamente
(Tabela 1).

Enquanto a figura 3 mostra o resultado da cromatografia em papel da resina in natura
do C. urucurana com benzeno:butanol:piridina:etanol:H,O (1:5:3:3). As pentoses com Rf
de 4,2 retratam ser uma fucose e arabinose que migrando nas suas respectivas faixa de
exclusdo. O oligossacarideo apresentou fator de retengcdo semelhante a lactose 1,0. Os
padrdes de xilose e glicose apresentam um fator de retencdo de 3,7 e 3,0 respectivamente
(Tabela 2).
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Oligossa-
carideo
pentoses

Lactose

Figura 2: Composigdo de carboidratos da resina in natura do C. urucurana em cromatografia
em papel descendente de 72 horas com fase movel butanol:etanol:H,0 (3:2:2).

Substancia Distancia (cm) Rf
Pentoses 123 15
Galactose 9.5 1.1

Manose 115 14
Lactose 84 1,0
Glicose 103 1.2

Tabela 1: Fator de retencdo de composigao de carboidratos de resina do C. urucurana em
cromatografia em papel descendente de 72 horas com fase movel butanol:etanol:H,O (3:2:2)
com lactose como padréo interno

Pentoses
Xilose
Lactose
. Resina
Oligossa-
carideos

Figura 3: Composigéao de carboidratos da resina in natura do C. urucurana em cromatografia
em papel descendente de 72 horas com fase movel benzeno:butanol:piridina:etanol:H,0
(1:5:8:3).
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Substincia Distéincia (cm) Rf

Pentoses 14.3 472

Xilose 127 37
Lactose 34 1,0
Glicose 10,3 30

Tabela 2: Fator de reteng@o de composig¢ao de carboidratos de resina do C. urucurana em
cromatografia em papel descendente de 72 horas com fase movel butanol:piridina:etanol:H,0
(1:5:3:3) com lactose como padréo interno

A cromatografia em papel € uma técnica analitica muito simples e de facil execucéo.
Isso quando ela é realizado em salas ambientalizadas com controle de temperatura,
umidade e pressdo. Com faltas de tais facilidades, foram realizadas véarias cromatografias
em papel descendentes onde os padrbes e amostras migraram juntos. Conhecendo que
existem diferentes estruturas quimicas de molécula, entdo, as chances sao muito altas de
que cada molécula tera pelo menos uma polaridade ligeiramente diferente, dando a cada
molécula uma solubilidade diferente no solvente. A solubilidade desigual faz com que as
varias moléculas sejam levadas pela fase mével em diferentes pontos do cromatograma,
ja que o solvente continua a correr no papel. Quanto mais sol(vel é uma molécula, maior
sera a migragdo no papel. Se uma estrutura quimica é muito néo polar, ndo se dissolvera
em um solvente muito polar. Isto € 0 mesmo para uma estrutura quimica muito polar e um
solvente muito n&o polar.

As amostras e padrbées tendem a migrarem em manchas sem resolu¢des aparentes
(Figura 2) e provavelmente fora devido a alta temperatura ambiente e baixa umidade relativa
do ar. Tais fatores dificultaram a saturacao da celulose por agua e tenha ocasionado uma
rapida evaporacédo do etanol e ou butanol quando da utilizagdo da fase moével n-BuOH-
EtOH-H,0 (3:2:2).

Afase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,0O (1:5:3:3) foi utilizada em seguida em raz&o
que ela € uma fase movel de melhor resolugcdo para monossacarideos em detrimento dos
oligossacarideos. Porém, o resultado néo foi diferente da fase mével n-BuOH-EtOH-H,O
(3:2:2). Para controlar a temperatura, realizamos a corrida cromatografica a 2°C dentro de
um refrigerador e consequentemente obtivemos cromatogramas com uma separagdo dos
padrdes aceitaveis, mas deixando muito a desejar em matéria de resolugdo das amostras.
Pois, os refrigeradores produzem um certo tipo de vacuo que é dificil de controlar, sem
apontar o fator da umidade relativa que é muito baixa dentro de uma geladeira.

O tempo necessario para o desenvolvimento com solventes de butanol € de cerca de
18 horas e em nesse projeto, cromatografias foram padronizadas em 72 horas. Os valores
de Rf da maioria dos aglcares séo consideravelmente menores nos solventes contendo
butanol e por terem uma velocidade lenta sdo muitas vezes usados para separagéo de
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oligosaccharideos. No entanto, o butanol em tempo de desenvolvimento muito grande,
resulta, que solvente ira escorrer da borda inferior dos papéis. Para obter um padrédo de
mancha uniforme, é essencial serrar as bordas inferiores dos cromatogramas para que o
gotejamento seja uniforme e consequentemente utilizarmos um padréo interno, e nesse
caso escolhemos a lactose (TEIXEIRA, 1992). Quando a viagem do aglcar € aumentada
pelo desenvolvimento prolongado, muitas vezes € possivel separar compostos limpos que
possuem Rfbaixos e diferentes. Os dissacarideos tém valores de Rf extremamente baixos na
mistura de &gua com etanol-butanol. Assim, € possivel fazer separacdes excepcionalmente
largas de glicose, frutose e sacarose, estendendo o tempo de desenvolvimento com este
solvente. A fase mével contendo os solventes organicos benzeno e piridina possuem uma
velocidade de separagéo mais lenta e o tempo de corrida pode exceder 72 horas, porem &
necessario alimentar a cuba com a fase mével varias vezes durante o periodo.

Utilizamos os padrdes de xilose, glicose, manose, galactose e lactose. Na Figura 2,
a mancha das referidas pentoses em a fase mével n-BuOH-EtOH-H,O (3:2:2) apresentou
uma diviséo longitudinal e com o mesmo Rf é 1,5 (Tabela 1). No Rf igual a 1,0 da lactose
obtivemos uma mancha alongada em ambos os cromatogramas (Figura 2 e 3). Com a fase
movel n-BuOH-EtOH-H,0O (3:2:2), o padréo de galactose mostrou ter um Rf de 1,1, na qual
posibilitar a presenca de galactose livre. Na Figura 3, a xilose foi utilizada como padréao
na cromatografia com a fase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,O (1:5:3:3). O resultado
demonstrou que a resina nao identificou a presencga de xilose. A mancha no cromatograma
atribuida as pentoses apresentou um comportamento alongado na revelagdo com nitrato
de prata (TREVELYAN, 1950) e uma coloracéo vermelho tijolo indicando monossacarideos
de arabinose e ou fucose.

Nas corridas cromatograficas com a fase movel Benzeno-BuOH-Piridina-H,O
(1:5:3:3) nao foi possivel correr um padréo de galactose por falta do mesmo. Observando
a cor vermelho tijolo produzida no centro da mancha somos forgados a concluir que os

provaveis oligossacarideos possuem pentoses em suas composicoes.

CONCLUSAO

Os resultados apresentaram uma quantidade significativa de pentoses e tragos de
oligossacarideo. Os fatores como solubilidade nos solventes da fase mével, temperatura
e umidade ambiental influenciaram o desenvolvimento das cromatografias. E o mais
importante, as analises em cromatografia em papel da resina in natura serviram o proposito
educacional de treinar aluno e se tornou um grande instrumento de aprendizagem de

quimica de carboidratos.
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RESUMO: A tanino acil hidrolase (TAH; EC
3.1.1.20), conhecida popularmente como tanase,
catalisa a hidrélise de ligacbes éster e depsidicas
de taninos complexos e hidrolisaveis, liberando
acido galico e glicose (galotaninos), ou éacido
elagico e glicose (elagitaninos). A aplicagdo mais
importante desta enzima é na produgéo de acido
galico, utilizado como agente intermediario na
sintese de propil galato (PG). O PG é usualmente
empregado nas industrias de alimentos,
cosméticos e farmacéutica devido sua atividade
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antioxidante. Portanto, o presente estudo
objetivou a imobilizacéo da tanase de Aspergillus
ochraceus, caracterizacdo do derivado obtido
e aplicagdo na sintese de PG. A imobilizagéo
em alginato reticulado com MnCl, apresentou
maior rendimento (100%), eficiéncia (100%) e
atividade enzimatica recuperada (74%). A tanase
imobilizada em Mn-alginato exibiu maior atividade
a 50 °C e pH 5,0 e, apbs 10 ciclos de reutilizagdo
do derivado, 57% da atividade enzimatica foi
preservada. Adicionalmente, apresentou maior
estabilidade térmica a 40 - 60 °C e aos pH 4,0
- 7,0 ap6s 6 h de incubacdo quando comparada
a forma livre. As andlises em TLC mostraram a
efetividade do derivado contendo tanase para
sintetizar PG, sendo confirmada pelos espectros
de FTIR, com picos nas regides 2960 e 2850 cm""
e proximo a 1650 cm-', caracteristicos da molécula
de PG. Deste modo, o derivado contendo a
tanase de A. ochraceus apresenta potencial para
aplicacdo industrial na sintese de propil galato,
oferecendo vantagens pela possibilidade de sua
reutilizacdo em diferentes ciclos cataliticos.
PALAVRAS - CHAVE: Alginato, Imobilizagéo,
Propil Galato, Tanino acil hidrolase.

IMMOBILIZATION OF THE TANNASE
OF ASPERGILLUS OCHRACEUS AND
APPLICATION IN THE SYNTHESIS
OF PROPIL GALATO ANALYZED BY
INFRARED SPECTROMETRY WITH
FOURIER TRANSFORMED (FT-IR)

ABSTRACT: Tannyn acyl hydrolase (TAH; EC
3.1.1.20), popularly known as tannase, catalyzes
the hydrolysis of ester and depsidic bonds of
complex and hydrolyzable tannins, releasing
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gallic acid and glucose (gallotannins), or ellagic acid and glucose (ellagitannins). The most
important application of this enzyme is in the production of gallic acid, used as an intermediate
agent in the synthesis of propyl gallate (PG). PG is usually used in the food, cosmetics and
pharmaceutical industries due to its antioxidant activity. Therefore, the present study aimed to
immobilize Aspergillus ochraceus tannase, characterization the derivative and its application
in the PG synthesis. Immobilization in MnCl, crosslinked alginate showed higher yield (100%),
efficiency (100%) and recovered enzymatic activity (74%). The immobilized tannase on
Mn-alginate showed best activity at 50 °C and pH 5.0 and, after 10 cycles of reuse of the
derivative, 57% enzymatic activity was preserved. Additionally, it was stable at 40 - 60 °C and
at pH 4.0-7.0 after 6 hours of incubation when compared to free enzyme. The TLC analyzes
showed the effectiveness of the derivative containing tannase to synthesize PG, confirmed
by the FT-IR spectra, with peaks at 2960 and 2850 cm™' and close to 1650 cm™ characteristic
of the PG molecule. Thus, the derivative containing tannase from A. ochraceus has potential
for industrial application for the synthesis of propyl gallate, offering advantages due to the
possibility of its reuse in different catalytic cycles.

KEYWORDS: Alginate, Immobilization, Propyl Gallate, Tannyn acyl hydrolase.

11 INTRODUGAO

A enzima tanino acil hidrolase (TAH; EC 3.1.1.20), comumente denominada de
tanase, catalisa a hidrolise de ésteres e ligacbes depsidicas de taninos complexos e
hidrolisaveis, como o &cido tanico, liberando glicose e &cido galico no caso dos galotaninos,
e acido elagico na hidrolise de elagitaninos (GONZALEZ et al., 2016; DHIMAN et al.,
2017). Estas enzimas podem ser obtidas de fonte vegetal, animal e microbiana (bactérias,
leveduras e fungos filamentosos). Contudo, a maioria das tanases disponiveis
comercialmente sdo produzidas por espécies de Aspergillus cultivadas em Fermentacéao
Submersa (FSbm) (KHUMAR et al., 2018). Potencialmente aplicadas em diversos setores
industriais, as tanases podem ser empregadas na indUstria de bebidas como, por exemplo,
no processamento de chas instantaneos, como agente clarificador de sucos de frutas
e em bebidas geladas a base de café, sendo responsavel pela remocao de compostos
fendlicos (DHIMAN et al., 2017). A aplicagdo mais importante das tanases é na produgéo
de acido galico, o qual apresenta atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antitumoral e antidiabética (CHOUBEY et al., 2018).

O &cido galico (AG) é o agente intermediario na sintese de propil galato (3,4,5-tri-
hidroxibenzoato de n-propila) (PG), um antioxidante utilizado como aditivo na industria de
alimentos, em cosméticos, produtos farmacéuticos, embalagens de alimentos e lubrificantes
(ZHANG et al., 2014). O PG é produzido em escala industrial pela reacédo de condensacéo
do AG com acido sulfurico em altas temperaturas e condi¢cdes fortemente acidas, o que
acarreta a geracao de poluentes (ZHANG et al., 2014). Por via enzimatica, pode ser
sintetizado a partir do AG e n-propanol por reagcéo de esterificagdo ou transesterificacéo
entre o acido tanico e n-propanol (SHARMA et al., 2017).
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O emprego das tanases em processos industriais pode ser realizado com a enzima
soluvel ou imobilizada. A imobilizagdo enzimatica proporciona vantagens como reutilizacéo
do derivado (enzima imobilizada no suporte) por repetidos ciclos de reacgéo, facilidade
no manuseio e da separagdo do produto, e melhoria da estabilidade enzimética (ONG;
ANNUAR, 2018). Ha véarios métodos para imobilizagdo empregando diferentes suportes
e fatores como custo, toxicidade dos reagentes e as propriedades desejadas do derivado
devem ser considerados (JANA et al., 2015).

Portanto, devido ao potencial de aplicagédo das tanases na sintese de propil galato
e as vantagens de utilizar enzimas imobilizadas em processos industriais, este trabalho
teve como objetivo a imobilizacdo da tanase de Aspergillus ochraceus, caracterizagéo do

derivado e aplicag@o na sintese de propil galato.

21 METODOLOGIA

2.1 Producéo de tanase por A. ochraceus

O fungo filamentoso A. ochraceus, previamente caracterizado como produtor
de tanase (GONGCALVES et al., 2012), esta depositado na micoteca do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo. Novas culturas de A. ochraceus foram obtidas em meio
BDA (batata, dextrose e &gar) inclinado ap6s incubacgéo por 168 h a 30 °C, e posteriormente,
conservadas a 4 °C.

Para producédo de tanase, 1 mL de uma suspenséo de esporos de A. ochraceus
na concentracdo de 10° (esporos/mL) foi inoculada em 25 mL de meio de cultura Khanna
(KHANNA; SUNDARIL; KUMAR, 1995), acrescido de 2% (m/v) de &acido ta&nico como
fonte de carbono. O meio de cultura foi previamente autoclavado a 120 °C por 20 min e
0 &cido tanico esterilizado separadamente por microfiltragdo (0,22 um). Os cultivos foram
conduzidos sob agitagéo orbital (100 rpm) por 72 h, a 30 °C (GONCALVES et al., 2012).

2.2 Obtencao do filtrado extracelular e purificacao da tanase

Para obtencédo da tanase extracelular, apdés o periodo de incubagéo, os cultivos
foram filtrados a vacuo em funil Biichner, com papel de filtro Whatman n° 1, obtendo-se o
caldo de cultura livre de células, denominado de filtrado extracelular. O filtrado foi dialisado
contra 4 L de agua destilada por 24 h a 4 °C e, em seguida, aplicado em membrana Millipore
com cutoff de 50 kDa, submetido a centrifugacéo a 2800 x g a 4 °C por 15 min. A enzima

retida no permeado foi empregada para imobilizagdo enzimatica.
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2.3 Imobilizacao enzimatica em alginato de sédio reticulado com CaCl, e
MnCl,

A solucéo de alginato de sddio 4% (m/v) foi preparada em agua destilada e agitada
por 4 h a 28 °C. Em seguida, a solugao foi misturada com a amostra enzimética, obtendo-
se uma concentracdo final de 3% de alginato, e suavemente agitada por 15 min a 4 °C.
A suspenséo foi gotejada, com auxilio de uma seringa, na solugéo CaCl, (0,1 mol L"), e
as esferas formadas foram mantidas em agitagéo suave na solugédo CaCl, por 20 min a
4 °C. Em seguida, foram separadas por peneiramento e lavadas com tampé&o acetato de
s6dio (100 mmol L pH 5,0). O mesmo procedimento foi realizado substituindo CaCl, (Ca-
alginato) por MnCl, (0,1 mol L") (Mn-alginato). As esferas foram armazenadas em tamp&o
acetato de sédio (100 mmol L' pH 5,0) a 4 °C. O processo de imobilizagéo foi monitorado
por meio da atividade enzimética e quantificacéo de proteinas no sobrenadante.

2.4 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade tanésica foi determinada pelo método da rodanina metanélica (SHARMA;
BHAT; DAWRA, 2000), utilizando metil galato (0,2% m/v) como substrato em tampé&o acetato
de sodio 100 mmol L' (pH 5,0). O método foi previamente padronizado por uma curva
analitica de acido galico (0 a 0,1 mg mL""). Para tanase imobilizada, a reagao foi composta
por 2 mL de substrato adicionados de 1 g do derivado. Ap6s 5 min de reacgéo, aliquotas de
500 pL foram transferidas para tubos reacionais e 300 pL de rodanina metanolica 0,667%
(m/v) foram adicionados. Apés 5 min, pipetou-se 200 pL de hidrdéxido de potassio (0,5 mol
L") para formag&o de um cromatégeno de coloragao violeta. O volume obtido foi adicionado
de 4 mL de 4gua destilada. Apés 10 min foi realizada a leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda ajustado para 520 nm. A unidade de atividade tanasica (U) foi definida
como sendo a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acido galico por

minuto nas condi¢des de ensaio.

2.5 Quantificacao de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina de soro bovino (BSA) como padréo (0-01 mg mL").
2.6 Determinacao do rendimento, eficiéncia e atividade recuperada

O rendimento da imobilizacdo (R%) foi calculado pela relacdo entre a atividade

inicialmente oferecida e a atividade enzimatica do sobrenadante apo6s imobilizagédo, de
acordo com a Equagéo 1:

. Atividade tanase livre—Atividade do sobrenadante =
Rendimento (%) = x 100 Equacao 1

Atividade tanase livre

A eficiéncia do processo de imobilizagcéo foi calculada por meio da quantificacdo
de proteinas do sobrenadante ap6s o processo de imobilizacdo e da concentragédo de
proteinas oferecida (Equacgéo 2).
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ProteinQinicial—Proteindsobrenadante

PI (%) =

x 100 Equagéo 2

Proteind iniciat

A atividade recuperada foi calculada considerando a atividade enzimatica dos
derivados (CARAVANTE, 2014) de acordo a Equacéo 3:

Atividade do derivado

Atividade recuperada = ——————— x 100 Equacéo 3

Uesperado

Em que: U foi determinado conforme Equacgéo 4, considerando o rendimento

esperado

(R) na escala de 0-1.

Atividade da enzima livre x Volume da enzima usado na imobilizacao
Massa do derivado

U esperado =

xR Equacao 4

2.7 Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade térmica

O efeito da temperatura na atividade enzimatica da tanase livre e imobilizada foi
determinado conduzindo as reagdes enzimaticas nas temperaturas de 30 °C a 80 °C.
A maior atividade foi considerada como 100% e usada como referéncia. A estabilidade
térmica foi verificada incubando a tanase livre e imobilizada a 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C
por um periodo de 6 h. A cada intervalo de tempo aliquotas foram retiradas, mantidas em
banho de gelo e, em seguida, ensaiadas para atividade tanasica. A atividade enzimatica no
tempo 0 foi considerada como 100%.

2.8 Efeito do pH na atividade tanasica e estabilidade ao pH

O efeito do pH na atividade enzimatica da tanase livre e imobilizada foi determinado
utilizando tampéao acido citrico 100 mmol L (pH 3,0 e 4,0), tampao acetato de so6dio 100
mmol L' (pH 5,0 e 6,0) , tampé&o Tris-HCI 100 mmol L' (pH 7,0) e glicina 100 mmol L' (pH
8,0). A maior atividade foi considerada 100% e usada como referéncia. A estabilidade ao
pH foi realizada incubando a tanase livre e imobilizada nas solu¢des tampé&o citadas acima,
no pH 4,0 a 7,0, e mantidas em banho de gelo. Aliquotas foram retiradas em diferentes
intervalos de tempo e a atividade enzimética foi determinada. A atividade enzimética no

tempo 0 foi considerada como 100%.

2.9 Reutilizacao do derivado

A reacao enzimatica foi conduzida utilizando o derivado Mn-alginato e 0,2% (m/v)
de metil galato como substrato por 5 min nas condi¢bes 6timas de temperatura e pH por
diferentes ciclos consecutivos. Apés cada ciclo, o derivado foi recuperado por peneiramento,
lavado com tampéo acetato de sédio (10 mmol L' pH 5,0) e utilizado no ciclo seguinte. A
atividade enzimética do 1° ciclo foi definida como 100%.
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2.10Sintese de propil galato (PG)

O derivado foi aplicado na sintese de PG a partir da transesterificacdo do &cido
tanico na presenca de 1-propanol. A reacdo foi composta por 500 pL de acido téanico (5
mmol L' preparado em tampao MES 100 mmol L' pH 6,0), 500 pL de 1-propanol € 15
esferas de tanase imobilizada. A mistura de reacéo foi mantida a 30 °C por 48 - 96 h. Em
seguida, as esferas foram recuperadas por peneiramento e o sobrenadante utilizado para
detectar a presenca de PG por cromatografia de camada delgada (TLC) e Espectrometria
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

2.10.1 Analise por TLC

Para analisar qualitativamente a hidrélise do acido tanico em acido gélico e a sintese
de propil galato, as amostras foram aplicadas em TLC, seguindo metodologia descrita por
Mahendran e colaboradores (2006). Como fase movel foi utilizada solugdo de benzeno:
acetato de etila: acido formico (18:15:1, v/v/v). Apbs a corrida, o acido tanico residual, o
propil galato e o acido galico formados foram revelados com FeCl, 1% (m/v). Como padrGes
foram utilizados acido tanico (AT) (1 mmol L"), acido galico (AG) (10 mmol L) e propil
galato (10 mmol L") preparados em tampao MES (100 mmol L' pH 6,0).

2.10.2 Anaélise por FTIR

Amostras das reacdes de transesterificacdo foram analisadas por FTIR, usando
espectrémetro infravermelho Bruker Vertex 70 com reflexo total atenuado (ATR), para
determinar as estruturas presentes. O software utilizado foi o OPUS 7.5, resolugdo de 4
cm™, tempo de varredura de 64 varreduras e comprimento de onda de 4000 cm™ a 400
cm™. O propil galato (Sigma®) foi utilizado como padrdo. As andlises foram realizadas
no Laboratério Multiusuario de Analises Quimicas do Instituto de Quimica de Araraquara
(UNESP).

2.10.3 Analise dos experimentos

Os ensaios foram realizados em triplicata e analisados com base na média e no erro
padrdo. Para anélise dos dados e representacdes gréficas foram utilizados os programas
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft®) e OriginPro 8 (OriginLab® Corporation - Trial
version).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Imobilizacédo da tanase produzida por Aspergillus ochraceus

Os resultados da imobilizacdo da tanase produzida por A. ochraceus estao
apresentados na Tabela 1. Os maiores indices de rendimento (100%), eficiéncia (100%) e
atividade recuperada (73,84%) foram obtidos no suporte Mn-alginato. A atividade reduzida
no derivado Ca-alginato pode ser explicada pela influéncia negativa que o CaCl, exerce
na atividade da tanase de A. ochraceus, levando a uma redugdo de 27% da atividade
catalitica, enquanto que na presenca de MnCl, foi observado aumento de 33%, como
descrito por Gongalves et al. (2012). A imobilizagéo em alginato reticulado com CaCl, foi
relatada para tanase de Paecilomyces variotii (ROBERTO et al., 2016), A. ficcum (LIMA
et al., 2018) e Penicillium rolfsii CCMB 714 (ANDRADE et al., 2020). O uso de MnCl,
como agente reticulante na imobilizacdo foi relatado para enzima D-hidantoinase (JIN et
al., 2016). Contudo, até o presente momento, ndo ha relatos de uso para imobilizacédo de
tanase.

Métodos Rendimento (%) Eficiéncia (%) Atividade
recuperada (%)
Ca-Alginato 1000 92,97 + 2,75 32,26 £ 3,76
Mn-Alginato 1000 1000 73,84 £ 11,15

Tabela 1. Imobilizacdo da tanase de A. ochraceus em alginato de sodio.

O derivado Mn-alginato foi caracterizado quanto ao perfil de atividade enzimatica em
diferentes temperaturas e valores de pH, e ciclos de reutilizacdo. Na Figura 1, observa-se
que o derivado contendo tanase exibiu maior atividade a 50 °C, enquanto que a enzima livre
a 60 °C. Com relagéo ao pH, o derivado Mn-alginato exibiu maxima atividade em pH 5,0 e
a enzima livre no pH 6,0. Em valores de pH inferiores e superiores aos observados como
melhores, a atividade enziméatica foi reduzida. O tipo de suporte e 0 método de imobilizagdo
podem exercer influéncia nas propriedades bioquimicas das enzimas imobilizadas. Kumar
et al. (2015) observaram que a tanase de A. awamori imobilizada em Amberlite apresentou
temperatura (55 °C) e pH (4,0) diferentes da sua forma livre (30 °C e pH 5,5). Li et al. (2018)
descreveram que a imobilizacdo da tanase em nanoparticulas magnéticas néo afetou a
temperatura de reagéo, no entanto o pH foi deslocado para faixa mais acida (4,5).
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Figura 1. Efeito da temperatura (A) e pH (B) na atividade enzimatica da tanase de A. ochraceus
livre (m) e imobilizada em Mn-alginato (e).

A Figura 2 apresenta a atividade tanasica do derivado Mn-alginato por 10 ciclos
consecutivos. Ap0s 0 6° ciclo catalitico, o derivado preservou 95% de sua atividade inicial,
e ao longo do 10° ciclo manteve cerca de 57% de atividade. Destaca-se também que néao
foram observadas mudancas visuais no suporte ao longo dos 10 ciclos de reutilizagédo. Os
resultados descritos foram superiores aos encontrados para tanase de A. ficcum imobilizada
em alginato, que reteve apenas 35% da atividade no 9° ciclo (LIMA et al., 2018), e de P.
rolfsii CCMB 714 (ANDRADE et al., 2020), com retencéo de 50% ao longo de 6 ciclos.

120

Atividade relativa (%)

Ciclos

Figura 2. Ciclos de reutilizagao da tanase de A. ochraceus imobilizada em Mn-alginato.

Os perfis de estabilidade térmica da tanase livre e do derivado Mn-alginato apés
incubacdo em diferentes temperaturas sdo apresentados na Figura 3. Verifica-se que
a enzima livre se manteve estavel a 30 °C ap6s 6 h de incubacdo e nas temperaturas
de 40 °C e 50 °C permaneceu com cerca de 65% da atividade inicial. Destaca-se que a
60 °C a tanase livre teve 50% de sua atividade reduzida quando incubada por 30 min.
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Diferentemente do observado para a forma livre, o derivado Mn-alginato permaneceu
estavel de 30 - 50 °C por 6 h. Quando incubado a 60 °C, 75% da atividade tanasica foi
preservada por até 4 h de incubacéo. Os perfis de estabilidade sugerem que a imobilizacao
em Mn-alginato possibilitou 0 aumento da resisténcia térmica da tanase de A. ochraceus.
Resultados semelhantes foram observados por Lima et al. (2018) para a tanase de A.
ficuum imobilizada em Ca-alginato. Os autores destacaram que a enzima imobilizada
apresentou estabilidade a 60 °C, superior a enzima livre, ap6s 120 min de incubac&o.
Andrade et al. (2020) relataram que a enzima de P. rolfsiiCCMB 714 imobilizada em esferas
de alginato manteve 80% de atividade ap0s incubacéo por 16 h a 40 °C e 50 °C, exibindo
maior estabilidade do que a tanase livre.

Afividade relativa (%)

Afividade relativa (%)

Figura 3. Estabilidade térmica a 30 °C (m), 40 °C (e), 50 °C (4) e 60 °C (v) da tanase de A.
ochraceus livre (A) e imobilizada em Mn-alginato (B).

Na estabilidade ao pH (Figura 4), cerca de 80% da atividade da tanase livre foi
mantida quando incubada no pH 5,0 e 6,0 por 6 h. No pH 4,0 e 7,0 a atividade foi reduzida
cerca de 50% ap6s 2 h de incubacgdo. Assim como observado para estabilidade térmica,
a imobilizacdo conferiu maior resisténcia as mudangas de pH. O derivado Mn-alginato
exibiu estabilidade superior em diferentes valores de pH por longos periodos de incubagéo,
preservando totalmente a atividade tanasica quando mantido em pH 4,0 - 7,0 por 6 h de
incubacao. Na forma imobilizada, a mobilidade conformacional da enzima é limitada o que
reduz a inativagéo por fatores externos, como temperatura e pH (ONG; ANNUAR, 2018).
Wau et al. (2016) verificaram maior estabilidade térmica e ao pH da tanase de A. tubingensis
imobilizada em nanoparticulas magnetizadas. Kumar et al. (2015) descreveram melhora na
estabilidade térmica e ao pH (3,5-6,0) da tanase de A. awamori imobilizada em Amberlite
quando comparada a enzima livre.
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Figura 4. Estabilidade ao pH 4,0 (m), 5,0 (), 6,0 (4) e 7,0 (V) da tanase de A. ochraceus livre
(A) e imobilizada em Mn-alginato (B).

3.2 Aplicacao do derivado Mn-alginato na sintese de propil galato

A Figura 5 apresenta o perfil cromatogréafico em TLC para os produtos da reagéo
de transesterificacdo do acido tanico pela a¢do da tanase na presenca de 1-propanol. O
derivado Mn-alginato catalizou a sintese de propil galato em meio orgénico a partir da
hidrolise do acido tanico e, posteriormente, esterificagdo do acido galico. A medida que a
recao foi conduzida por periodos mais longos, houve intensificacao da banda correspondente
ao propil galato (tempo de 96 h).

’PG

@ ooo
& .3 4 5 &

Figura 5. Perfil cromatografico em TLC dos produtos obtidos a partir da reagéo de
transesterificagcéo do acido tanico (raia 1) na presenga de 1-propanol pelo derivado Mn-alginato
contendo tanase de A. ochraceus. Raias: (2) AG; (3) PG; (4) reagao de 48 h; (5) 72 h; (6) 96 h.

Os espectros em FTIR das amostras das reagdes enziméticas comprovam a
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producao de propil galato pelo derivado Mn-alginato, uma vez que o perfil dos picos obtidos
foi semelhante ao obtido para o propil galato comercial utilizado como padrdo (Figura 6).
Os picos entre 2960 cm™ e 2850 cm™ indicam a presenga do grupo CO,, enquanto picos
proximos a 1650 cm™ correspondem aos grupos éster carbonilicos, ambos caracteristicos da
molécula de propil galato. Trechos proximo a 1100 cm-' foram observados e correspondem
avibragéo (C—O-C), também caracteristico do PG. Os espectros obtidos para o propil galato
(controle) e para as amostras das reagdes conduzidas por 48 h, 72 h e 96 h apresentaram
picos semelhantes entre si e similares aos relatados para o PG produzido pela tanase livre
de A. awamoriBTMFWO032 (BEENA et al., 2011), de A. ochraceus (ARACRI; CAVALCANTI;
GUIMARAES, 2019) e pela acdo da tanase de A. fumigatus CAS21 seca em spray dryer
(CAVALCANTI et al., 2020).
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Figura 6. Espectros de FTIR do propil galato comercial (A) e sintetizado pela acdo do derivado
Mn-alginato contendo a tanase de A. ochraceus para as reagbes conduzidas por 48 h (B), 72 h
(C)e 96 h (D).

41 CONCLUSAO

Aimobiliza¢do da tanase de A. ochraceus no suporte Mn-alginato permitiu maximizar
a resisténcia da enzima a diferentes temperaturas e valores de pH, além de possibilitar a
reutilizacdo do derivado por ciclos consecutivos. O derivado foi capaz de sintetizar propil
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galato em meio organico a partir da transesterificacao do acido tanico. Portanto, o derivado
Mn-alginato contendo tanase de A. ochraceus apresenta potencial para aplicacdo nas

industrias alimenticias, de cosméticos e farmacéuticas.
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RESUMO: O bom funcionamento de um
laboratério de analises clinicas exige que todas
as etapas na gestao laboratorial sejam eficientes,
rapidas e seguras, desde a chegada do paciente
até a emissd@o e entrega de laudos. Para que
isso aconteca, é necessario que todos esses
processos estejam unificados em um bom sistema
de gestéo, contribuindo para a minimizacado de
erros e gastos desnecessarios em toda a rotina
laboratorial. Objetivou-se nesse trabalho realizar
uma caracterizacao das principais ferramentas e
funcionalidades encontradas nos softwares para
gerenciamento laboratorial de analises clinicas
disponiveis no mercado atualmente. Realizou-
se uma revisao e levantamento de informagdes
em varios sites comerciais disponiveis na
internet, sendo selecionados quinze softwares
para avaliagdo. A partir de uma andlise dos
mesmos, caracterizou-se 0s recursos disponiveis
nos diferentes sistemas de gerenciamento
laboratorial, definindo quais sdo os recursos
basicos, ou seja, fundamentais para a utilizagéo
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de um software laboratorial, bem como os
recursos adicionais, para complementar as
ferramentas basicas disponibilizadas e oferecer
maior praticidade. Todas fungbes apresentadas
estdo relacionadas a caracterizacdo de um
bom sistema de gerenciamento laboratorial
e devem ser analisadas para a escolha
adequada do melhor software de acordo com
as necessidades. O software escolhido deve
integrar as ferramentas indispensaveis para
oferecer o suporte técnico necessario, a fim
de assegurar um bom desempenho de todos
0s processos laboratoriais. Vale ressaltar que
0 uso da tecnologia deve ser sempre aliado as
boas préticas de laboratério para otimizacdo dos
recursos pessoais e materiais, obtendo-se bons
resultados de forma ética.

PALAVRAS - CHAVE: Softwares. Analises
Clinicas. Gerenciamento laboratorial.

SOFTWARES FOR LABORATORIAL
MANAGEMENT: THE USE OF
TECHNOLOGY IN FAVOR OF SCIENCE
AND COMMUNITY

ABSTRACT: The proper functioning of a clinical
laboratory requires that all stages in laboratory
management be efficient, fast and safe, from
the arrival of the patient to the issuance and
delivery of reports. For that to happen, it is
necessary that all these processes are unified in
a good management system, contributing to the
minimization of errors and unnecessary expenses
throughout the laboratory routine. The objective of
this work was to characterize the main tools and
functionalities found in laboratory management
software for clinical analysis currently available in
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the market. A review and survey of information ware made in several commercial websites
available on the Internet and fifteen software was selected for evaluation. Besedon the
analysis of these software, the resources available in the different laboratory management
systems were characterized, defining which are the basic resources, in other words, the
fundamental resources for the use of laboratory software, as well as the additional resources
to complement the tools available and offer a greater practicality. All the functions presented
are related to the characterization of a good laboratory management system and should be
analyzed for an appropriate choice of the best software according to the needs. The chosen
software must integrate the indispensable tools to offer the necessary technical support in
order to ensure a good performance of all the laboratory processes. It is worth mentioning that
the use of technology must always be combined with good laboratory practices, optimizing the
personal and material resources, obtaining good results in an ethical way.

KEYWORDS: Softwares. Clinical Analysis. Laboratorial Management.

11 INTRODUGAO

Os avancos tecnoldgicos estdo cada vez mais presentes no dia a dia da sociedade
atual e se apresentam nos mais variados formatos com o objetivo de gerar diversos
beneficios para a comunidade através de seu uso como por exemplo, maior agilidade,
comodidade e praticidade na realizacéo de tarefas.

Neste sentido, a internet surgiu no ano de 1969 nos Estados Unidos com o objetivo
inicial de interligar laboratérios de pesquisa, a fim de facilitar as estratégias durante a
Guerra Fria. O seu aprimoramento relativamente rapido ao longo do tempo, trouxe grandes
avancgos para a sociedade por gerar possibilidades até entdo, ndo existentes, mas que
hoje, se tornaram comuns e essenciais, como o envio de e-mails, por exemplo. [1]

Além disso, o uso de computadores, internet, servigos online, dispositivos méveis e
Smartphones se tornou fundamental para as industrias, empresas, prestadores de servigcos
e pessoas. A praticidade em utilizar as tecnologias disponiveis raramente é dispensada. A
tecnologia pode ser utilizada de diferentes formas e através de diversos formatos, incluindo
sistemas para gerenciamento de negocios e processos.

Softwares sdo programas de computadores que permitem executar diversas fungdes
de acordo com os objetivos pré-estabelecidos. Os softwares podem ser classificados em
trés tipos: software de sistema, programacéo e aplicacao. [2]

Os softwares de sistema sdo constituidos pelos sistemas operacionais que
reconhecem os comandos executados pelos usuarios e transformam esses comandos
em dados e codigos processaveis pelo equipamento. Os softwares de programagéo séo
programas que, através de linguagens de programacéo, séo utilizados para criar outros
softwares. [2]

Ja os softwares de aplicacao, possibilitam que o usuario realize uma série de tarefas
especificas em diferentes areas de atividade como, por exemplo, educacdo, medicina,
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engenharia, contabilidade e outras areas. [2]

Para laboratérios de Andlises Clinicas o uso da tecnologia vem sendo bastante
comum e, de fato, possibilita avangcos em diversos aspectos, tais como agilidade no
atendimento, minimizag¢édo de erros e praticidade na entrega dos resultados.

Neste contexto, o uso de sistemas para gerenciamento dos processos laboratoriais
vem crescendo e isso requer uma atencéo quanto ao que esta sendo ofertado e como a
tecnologia pode beneficiar a comunidade que necessita desta prestacao de servigo. [3]

O bom funcionamento de um laboratério de anélises clinicas exige que todas as
etapas na gestdo laboratorial sejam eficientes, rapidas e seguras, desde a chegada do
paciente até a emissdo e entrega de laudos. Para que isso aconteca, € necessario que
todos esses processos estejam unificados em um bom sistema de gestéo, sendo possivel
garantir o gerenciamento e o acompanhamento de todo o fluxo laboratorial com amplo
controle das diversas areas. [4,5]

No mercado atual, existem varios softwares que possibilitam essa integracéo e
gerenciamento das diversas etapas e areas laboratoriais, contribuindo para a minimizagéo
de erros e gastos desnecessarios em toda a rotina laboratorial. Apresentando fungcbes na
coleta, triagem, controle de qualidade, e interfaceamento com equipamentos de andlises.
[4,5]

Com a grande variedade de softwares existentes no mercado, a escolha pode se
tornar complexa sendo necessario padronizar desde as principais e mais basicas fungbes
até ferramentas operacionais mais sofisticadas, para desta forma, facilitar a escolha de um
sistema que se adapte aos objetivos e garantam a utilizagdo de fungbes que se ajustem a
realidade do laboratoério a ser empregado. [4-6]

Diante das informacdes apresentadas, esse trabalho tem como objetivo apresentar
as caracteristicas das principais ferramentas e funcionalidades encontradas nos softwares
para gerenciamento laboratorial (com énfase se analises clinicas) disponiveis no mercado
atualmente.

21 METODOLOGIA

No presente trabalho realizou-se uma pesquisa exploratéria em sites comerciais
disponiveis na internet. A partir desta pesquisa, quinze softwares presentes no mercado
foram selecionados e analisados quanto a caracterizacdo dos recursos disponiveis nos
diferentes sistemas de gerenciamento laboratorial em analises clinicas. [7-16]

O critério utilizado para classificacao do recurso como fungéo béasica ou adicional foi
a frequéncia de disponibilizagéo da fungéo entre os softwares analisados e a sua incluséo
nos planos mais simples ou apenas nos mais completos.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos dados coletados na pesquisa foram analisados e identificados quais sao
0s recursos basicos, ou seja, fundamentais para a utilizacdo de um software laboratorial,
bem como, os recursos adicionais.

Os recursos basicos sdo aqueles comuns na maior parte dos sistemas e, por isso,
considerados como fungdes essenciais para compor qualquer software de gerenciamento
para laboratérios de andlises clinicas.

Ja os recursos adicionais, apesar de ndo serem fundamentais para o andamento
dos processos de trabalho diario, podem ser adquiridos separadamente para aderir maior
praticidade, agilidade e outros beneficios para as rotinas laboratoriais. Ou seja, é possivel
trabalhar utilizando apenas os recursos basico, porém, a disposi¢éo dos recursos adicionais
otimiza ainda mais o tempo de trabalho e facilita ainda mais as praticas realizadas.

3.1 Funcoées essenciais

As funcgbes definidas como essenciais séo:

3.1.1  Controle do tempo de atendimento e espera por prioridade

Uma vez que o paciente da entrada no laboratério, o sistema deve gerar uma
senha individual impressa de atendimento. Pode-se escolher a opgdo de gerar senhas
para atendimento prioritario, o que acarretara na diminuigdo do tempo de atendimento ao
paciente, respeitando a ordem de chegada e a prioridade estabelecida por lei. [7-16]

3.1.2 Cadastro unico do paciente para varios médicos, convénios e
guias
Utilizados em casos nos quais o paciente retorna ao laboratério para realizar
exames a pedido de outros médicos, utilizando outros convénios ou guias. Para isto, €
necessario que o software empregado consiga reciclar todos os dados cadastrados nos
atendimentos anteriores, gerando um Unico cadastro para o paciente e, assim, evitando
cadastros duplicados. [7-16]

3.1.3 Impresséo de etiquetas para amostras

Recurso necessario a cada emissao de pedido de exame. O sistema deve gerar
e imprimir etiquetas com cddigo de barras para identificacdo das amostras, evitando
eventuais trocas ou falhas de identificagéo. [7-16]

3.1.4  Avisos por SMS e/ou e-mail

Recurso utilizado para aviso automatico ao paciente através do nimero de telefone

(via SMS) ou e-mail cadastrados, informando-o sobre a liberagéo dos laudos ja disponiveis,
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agilizando as entregas. [7-16]

3.1.5 Emissdo de resultados via Web

Caso o paciente prefira nao voltar ao laboratério para obter o resultado dos exames
realizados, o software deve disponibilizar uma cépia do laudo assinada digitalmente pelo
responsavel técnico em uma plataforma online, onde o paciente pode acessar através de
um login e senha via internet. [7-16]

3.1.6 Gestdo de compras e estoque

Utilizado para evitar que ocorra falta de suprimentos para o laboratério. O sistema
deve controlar o estoque de materiais e insumos utilizados, informando através de alertas
automaticos, quando for necessario realizar compras e reposicéo. [7-16]

3.1.7 Armazenamento online

O sistema deve ser totalmente online, com hospedagem em nuvens e backups
automaticos realizados constantemente para garantir maior seguranca, mobilidade e
economia em hardware. [7-16]

3.1.8 Controle financeiro

Controle total do fluxo do caixa da empresa, registrando o faturamento completo em
versoes TISS de convénios particulares e SUS. Além disso, promover o controle de contas
a receber e pagar, mantendo o controle do faturamento, e com o fim de se evitar prejuizos
financeiros (Figura 1). [7-16]

Faturamento

OUTROS

PLANSERV
BAHIA

GOLDEN CROSS

CASST—

SULAMERICA

Figura 1: Tela do sistema demonstrando em gréfico o faturamento com planos particulares de
saude e SUS.

Fonte: Marsoft. Labol: softwares para laboratérios de analises clinicas [pagina na internet]. Disponivel
em: http://www.marsoft.com.br/marsoft/. [13]
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3.2 Funcoées adicionais

Além das fungbes descritas como essenciais, existem outras fun¢des que podem
ser consideradas adicionais para complementar os recursos disponibilizados e oferecer
maior praticidade além dos requisitos béasicos.

3.2.1 Integracdo com laboratdrios de apoio

Utilizado frente a conexdo automatizada com os principais laboratérios de apoio,
importante e necessaria para acesso a cadastros de exames integrados, impressao de
etiquetas primarias para identificar amostras do solicitante e autorizagdo automatica de
pedidos. Isto, reduzo trabalho manual e minimiza as chances de erros de comunicacéo.
[7-16]

3.2.2 Laudos personalizados

A maioria dos softwares encontrados possuem modelos de laudos personalizados,
como por exemplo, valores de referéncia por idade e sexo atualizados, facilitando o trabalho
do usuario. Sendo possivel ainda, personalizar também seu layout, adicionar imagens
citolégicas e historico do paciente. [7-16]

3.2.3 Conferéncia, liberacdo e assinaturas eletrénicas

Utilizado para conferir maior seguranga. Os resultados dos exames devem ser
conferidos na tela e depois liberados por um profissional responsavel através de uma
senha individual. Cada exame deve conter a identificacdo do profissional que o liberou e os
laudos automaticamente serdo emitidos com a assinatura daquele profissional responsavel
pelos resultados dos exames realizados. [7-16]

3.2.4 Rastreabilidade completa dos dados

Consiste em um recurso para o controle integral do laborat6rio. Backups armazenados
em nuvem de cada etapa da realizacao dos exames com informacgdes de data, hora e qual
usuario realizou, garantindo a seguranga da empresa. [7-16]

3.2.5 Controle gerencial

Os setores do laboratério podem ser visualizados através de um Painel de Controle
como o mostrado na figura 2.
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Figura 2: Controle gerencial através do Painel de Controle de todos os setores laboratorial.
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Fonte: Marsoft. Labol: softwares para laboratérios de analises clinicas [pagina na internet]. Disponivel
em: http://www.marsoft.com.br/marsoft/. [13]

O software possibilita a emisséo de relatorios com graficos em apresentacdes ricas
e visuais, que demonstram todo faturamento, a quantidade de atendimentos e exames
realizados em determinado periodo de tempo (Figura 3). Além de detectar em tempo real
atrasos no atendimento, emisséo de laudos e controle de estoque. [7-16]

Faturamento
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Figura 3: Estatisticas de faturamento, atendimentos e exames & servigos.

Fonte: Marsoft. Labol: softwares para laboratérios de andlises clinicas [pagina na internet]. Disponivel
em: http://www.marsoft.com.br/marsoft/. [13]
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3.2.6 Controle interno de qualidade integrado ao interfaceamento

Trata-se de um gerenciamento e controle de varios equipamentos laboratoriais através
do interfaceamento automatizado. Permite a atuacdo de todo o processo de qualidade
interna, emissao dos gréaficos de Levey-Jennings (Figura 4), realizando estatisticas para
célculos de média, desvio padréo, coeficiente de variacdo para a analise comparativa entre
equipamentos, além de rejeitar e/ou bloquear resultados e rotinas, exigindo a intervengéo
imediata dos responsaveis para a continuidade da producgéo. [7-16]

ANALITO: #URE - Uréia (LABMAX PLENNO )

Gréfico de Levey-Jennings do lote n® 54321TT

030815
0270915
oro91S
/0815
29708115
280815
27708015
26008115
25708115
240815
220815
210815
2000815
1970815
180815

Média: 25,71 Desvio Padrdo: 5.7760 Coet. Vasiagho: 22.47% Valor esperado: 25 Qid. Resultados: 30

Figura 4: Tela de software demostrando o controle de qualidade interno.

Fonte: Marsoft. Labol: softwares para laboratérios de analises clinicas [pagina na internet]. Disponivel
em: http://www.marsoft.com.br/marsoft/. [13]

1.LISTA DE PACIENTES E EXAMES DO DIA 2. ENVIO DA ROTINA PARA O EQUIPAMENTO AUTOMATICAMENTE

Sistema de Interfaceamento

|t I

A

4.IMPORTACAO DOS RESULTADOS 3.RESULTADOS DOS EXAMES V

Sistema Worklah Equipamento Laboratorial

Imagem il
Figura 5: Demonstragdo do interfaceamento dos softwares com aparelhos de analises.

Fonte Criasoft sistemas. Worklab: solu¢gbes em softwares para laboratorios e outras areas da saude
[pagina na internet]. Disponivel em: https://criasoft.com.br. [9]
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Os resultados interfaceados devem chegar ao sistema ja digitados, necessitando
apenas da liberagdo do responsavel técnico para estarem, em tempo real, a disposicdo

para impressao e acesso via Web, garantindo rapidez e seguranca dos resultados. [7-16]

41 CONCLUSAO

As fungdes apresentadas estao relacionadas a caracterizacdo de um bom sistema
de gerenciamento laboratorial, assim tais fungcdes devem ser analisadas para a escolha
adequada dos softwares de acordo com as necessidades.

Este software deve integrar as ferramentas indispensaveis para oferecer todo o
suporte técnico necessario, a fim de assegurar um bom desempenho de todas as etapas e
processos que compdem o funcionamento de um laboratério de analises clinicas.

As demais fun¢des complementares devem ser analisadas e avaliadas de acordo
com as rotinas e processos do laboratério no qual sera utilizado, para definir quais seréo
Uteis e quais serdo dispensaveis para o laboratério em questao.

Vale ressaltar que o uso da tecnologia deve ser sempre aliado as boas praticas de
laboratério para otimizagéo dos recursos pessoais e materiais, obtendo-se bons resultados
de forma ética.
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