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RESUMO

Anormalidades no tempo de esvaziamento gastrico causam complicagdes que afetam
a qualidade de vida em humanos e a cintilografia € o padrdo ouro para este
diagndstico. Contudo sua aplicagdo é restrita devido ao uso do radiois6topo #9MTc.
Uma alternativa a este método € o teste respiratério com isétopo estavel do carbono.
Este teste € um exame que ndo utiliza radiois6topos, ndo € invasivo e nao possui
contraindicacdo. Sua aplicagao varia de acordo com o substrato utilizado, podendo
ser empregado a microalga Spirulina platensis marcada com '3C (['3*C]-Spirulina
platensis). No Brasil, ndo ha a produgéo desse substrato marcado e o seu alto custo
dificulta a aplicabilidade do teste. Assim, neste trabalho foi produzida a ['3C]-Spirulina
platensis buscando melhor custo-beneficio com a utilizagido do '*CO2 como fonte de
13C. Foram realizados no total quatro cultivos, sendo dois sem marcagéo, que visavam
avaliar a produgao sem desperdigcar compostos marcados, e dois com marcacao. No
processo de produgdo, a microalga foi cultivada em biorreator com agua deionizada,
micronutrientes, macronutrientes e NaH'3CQ3, obtido através do '3CO2. O fotoperiodo,
o pH, a temperatura e a agitagdo foram monitoradas, e apds o cultivo, a microalga foi
colhida, filtrada, lavada e seca. A produ¢cao média da biomassa nos cultivos foi de 2,17
g de S. platensis. A média das produtividades desses cultivos ficou em 0,056 g(L.dia)
. A ['3C]-Spirulina platensis foi analisada por espectrometria de massa de razdo
isotépica para determinagéo do enriquecimento isotdpico no 3C que foi, em média,
de 21,10%. O custo de producdo da S. platensis marcada foi 40% menor do valor de
compra por importagdo. Contudo, como o enriquecimento isotopico médio adquirido
foi 21,10%, comparado a 97% da importada, o custo de producao da ['C]-S. platensis
neste trabalho ficou 84% maior que uma mistura de mesmo enriquecimento isotépico
utilizando-se ['3C]-S. platensis importada e S. platensis natural.

Palavras-chave: Spirulina platensis. Enriquecimento isotopico. '3C. Teste
respiratorio. Esvaziamento gastrico. Isotopos estaveis.



ABSTRACT

Abnormalities in the time of gastric emptying cause complications that affect the quality
of life in humans and scintigraphy is the gold standard for this diagnosis. However, its
application is restricted due to the use of the radioisotope ®°™Tc. An alternative to this
method is the breath test with a stable carbon isotope. This test is an exam that does
not use radioisotopes, is not invasive and has no contraindication. Its application varies
according to the substrate used, and the microalgae Spirulina platensis labeled with
13C (['3C]-Spirulina platensis) can be used. In Brazil, there is no production of this
labeled substrate and its high cost hampers the applicability of the test. Thus, in this
work, ['3C]-Spirulina platensis was produced, seeking better cost-benefit with the use
of 13CO, as a source of '3C. A total of four crops were carried out, two without labeling,
which aimed to evaluate production without wasting labeled compounds, and two with
labeling. In the production process, the microalga was grown in a bioreactor, with
deionized water, micronutrients, macronutrients and NaH'3COs, obtained through
13C0O2. The photoperiod, pH, temperature and agitation were monitored, and after
cultivation, the microalgae were harvested, filtered, washed and dried. The average
biomass production in the crops was 2.17 g of S. platensis. The average yield of these
crops was 0.056 g(L.day)"'. S. platensis labeled with '3C was analyzed by isotopic ratio
mass spectrometry to determine isotopic enrichment in '*C, which was, on average,
21.10% of abuncance. The production cost of the labeled S. platensis was less than
40% of the purchase price per import (97% of abuncance). However, as the average
isotopic enrichment acquired was 21.10%, compared to 97% of the imported one, the
production cost of ['3C]-Spirulina platensis in this work was 84% more expensive than
a mixture, with the same isotopic enrichment, using imported ['3C]-Spirulina platensis
and natural Spirulina platensis.

Keywords: Spirulina platensis. Isotopic enrichment. '3C. Breath test. Gastric
emptying.
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1. INTRODUGAO

O esvaziamento gastrico (Gastric Emptying ou GE) é uma etapa importante
para a digestdo dos nutrientes ingeridos diariamente nas refeicbes. Desse modo,
anormalidades no tempo de GE, retardado ou acelerado, podem causar problemas
clinicos (HAUSER et al., 2016). Para diagnosticar essas anormalidades no tempo de
GE, tanto na fase solida quanto na fase liquida, o exame padréo-ouro € a cintilografia.
Este teste faz a medicdo quantitativa do GE pelo rastreamento de uma refeicao,
marcada com o radioisétopo Tecnécio-99m (®¥MTc), que ¢ servida ao paciente
(BRUNO et al., 2013). O ®mTc ¢ utilizado devido a sua meia-vida de aproximadamente
6 horas com decaimento radioativo gama (MARQUES; OKAMOTO; BUCHPIGUEL,
2001). Portanto, é um procedimento que ocorre com a ingestdo de fonte radioativa

ndo selada, acarretando em exposigéo radioativa (BRUNO et al., 2013).

Diferentemente dos radioisétopos, os isotopos estaveis sdo mais seguros,
porque nao emitem radiagdes, e vem sendo utilizados em diversos procedimentos de
diagndstico clinico, principalmente em doengas gastrointestinais. A utilizagcdo de
isdtopos estaveis como biomarcadores, além de nao restringir gestantes, lactantes e
criangas, apresenta grandes vantagens na avaliagao de varios processos metabdlicos
e fisiolégicos em seres vivos (BRADEN, 2009). Para avaliagdo do GE com is6topos
estaveis de Carbono utiliza-se o teste respiratério ('*C-Breath Test) com um dos
seguintes substratos marcados: ['3C]-Spirulina platensis ('*C-SpBT) ou o ['3*C]-Acido
octanodico ('3C-OBT), ambos sendo adicionados a refeigdes nutricionalmente
balanceadas (BRUNO et al., 2013; NGUYEN et al., 2013). Comparados ao exame
cintilografico, o '3C-SpBT e o '3C-OBT apresentam boa eficiéncia, porém o '3C-OBT

so fornece os dados de GE de fase sélida enquanto que o '3C-SpBT fornece tanto os
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dados de GE de fase sdlida quanto os de fase liquida (BHARUCHA et al., 2013;

BONFRATE et al., 2015; CHAPMAN et al., 2011; SZARKA et al., 2008).

Para o '3C-SpBT, pode-se utilizar 50, 100 ou 200 mg de ['3C]-S. platensis,
enriquecida a 97% de '3C nos atomos de Carbono, adicionadas a uma refeigao,
servida junto de um copo com 180 mL de agua (BHARUCHA et al., 2013; BONFRATE
et al., 2015; CHAPMAN et al., 2011; SZARKA et al., 2008). Contudo, no Brasil, ndo ha
a produgéo da ['3C]-S. platensis e ela somente é adquirido por importagéo, onerando,

assim, a aplicabilidade do teste.

O enriquecimento isotopico convencional da S. platensis com o '3C ocorre por
meio da fotossintese utilizando o bicarbonato de sédio marcado com '3C (NaH'3CO3)
em meio aquoso como fonte, onde a microalga assimila o '3C a sua biomassa durante
o seu crescimento a partir do "*COz2 dissolvido no meio de cultivo (EVANS et al., 2009).
Entretanto, o NaH'3CO3; também possui custo elevado de importagdo, porém 34%
menor e s&o necessarios 3,51 g para produzir 1 g de ['3C]-S. platensis (EVANS et al.,

2009).

Por outro lado, o enriquecimento isotopico também pode ser realizado a partir
do 3COg, sintetizando o NaH'3COs e produzindo a ['3C]-S. platensis. Assim, usando
o 3COz, pode-se minimizar o custo do processo em 61%, sendo necessarios 2 g de
13CO2 para producio de 3,51 g de NaH'3CQgs, quantidade usada para produzir 1 g de

['3C]-S. platensis (EVANS et al., 2009).

Sendo assim o objetivo desse projeto € cultivar e enriquecer isotopicamente a
S. platensis com o isétopo estavel '°C a partir do '3CO3, avaliar sua qualidade para o
13C-SpBT e o custo-beneficio da sua produgéo. Este propdsito pode facilitar o acesso

a este substrato no Brasil. Além disso, caso a producgdo da ['3C]-S. platensis seja
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efetiva e com um baixo custo, a viabilidade deste produto sera maior, possibilitando
mais exames clinicos de GE menos invasivos, ou ainda para fins de pesquisa no
diagndstico de doengas, ou na eficacia de tratamentos, ou no metabolismo proteico

(DEVI et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Assim, concluimos que é possivel cultivar e enriquecer isotopicamente com '3C
a S. platensis a partir do '3CO2 com um custo de US$190,00 por grama de ['*C]-
Spirulina platensis produzido. Entretanto, este enriquecimento nao foi tao eficiente
(21,10%). A utilizacdo de nitrogénio gasoso com teor elevado de pureza poderia
aumentar o enriquecimento da microalga e uma diluigcdo isotopica maior para as
analises poderia fornecer dados exatos, pois diminuiria a saturacdo dos copos de

Faraday 45.

Com excecgao do C12.2 que ficou dentro da margem esperada de biomassa
colhida, todos os outros (C12.1, C13.1 e C13.2) ficaram acima da margem, mostrando
que o cultivo tem potencial para alta produtividade. Tendo como prerrogativa esta alta
produtividade, mais cultivos poderiam ser executados afim de se conseguir uma maior
quantidade de biomassa, tornando possivel sua homogeneizagdo para uma analise
isotopica com menos variagdes. Por fim, o cultivo da S. platensis marcada pode

oferecer mais exames para fins clinicos ou de pesquisa.

Um ponto interessante a se adicionar ao projeto seria um novo cultivo marcado
com um estudo paralelo, analisando-se em IRMS as amostras colhidas nos
monitoramentos de densidade e por meio destas analises, montar uma curva da
porcentagem de "*C assimilada para se saber a velocidade com que isso acontece e
criar mais uma ferramenta para determinar o momento de colheita. Outro ponto a se
adicionar seria analisar isotopicamente também o liquido proveniente das filtragens
das aliquotas retiradas para avaliacdo da densidade, afim de demonstrar a presenca

de "C no meio de cultivo e como ela vai diminuindo ao longo do cultivo, construindo
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uma curva que prediria 0 momento em que todo o '3C fosse assimilado pela microalga,

sendo este um preditor mais confiavel que os 2,2 g/L utilizados por Evans et al., 2009.

Estudos futuros também poderiam ser desenvolvidos com a analise
microbiolégica da S. platensis marcada afim de checar se ela pode ser administrada
em humanos e, se caso positivo, performar o '3C-SpBT tanto com a amostra produzida
como com a importada para compara-las. Assim também podera se avaliar se a ['3C]-

Spirulina platensis com menor enriquecimento isotopico € efetiva no teste respiratorio.
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