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RESUMO

A llex paraguariensis ¢ uma planta amplamente distribuida no sul do Brasil, com seu consumo
difundido por meio do chimarrdo. A erva-mate possui diversas substancias bioativas, como
saponinas, metilxantinas ¢ compostos fendlicos, este Ultimo mais conhecido por sua acao
antioxidante. A inclusdo destes componentes na dieta podem contribuir na promogao da satde
dos individuos. No entanto, estes biocompostos sdo sensiveis e podem ser degradados pelo O,
luz, pH e temperatura. Com isso, a microencapsulacio estd sendo empregada com o objetivo
de preservar estas substancias, garantindo que estejam integras até atingir seu sitio alvo no
organismo. Objetivamos averiguar a modulagao da atividade antioxidante in vivo de extratos
de erva-mate microencapsulados em comparagao a extratos livres. Para tal, extratos aquosos de
erva-mate em diferentes concentragdes (5%, 10%, 15% e 20%) foram caracterizados ¢ testados
em leveduras Saccharomyces cerevisiae. O extrato escolhido foi o de 15% com atividade
antioxidante de 4,39 £+ 0,07 mmol de Trolox/L, assim como manteve a sobrevida celular (135,63
+ 11,39 UFC/mL) das leveduras submetidas ao modelo estressor, radiagdo. O extrato de erva-
mate 15% foi liofilizado, apresentando em sua composi¢ao majoritaria acido clorogénico. Na
sequéncia, este extrato foi microencapsulado por gelificacdo i6nica e as microcapsulas foram
avaliadas quanto a tamanho de particula, solubilidade, eficiéncia de encapsulagdo, analise
morfologica e dos grupamentos funcionais, e submetidas a um estudo in vivo, em que 32 ratos
foram divididos em 4 grupos: Controle, Extrato livre, Extrato Microencapsulado e
Microcépsula Vazia. No periodo de 30 dias os animais receberam via gavagem seus respectivos
tratamentos e ao final avaliamos as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, atividade antioxidante e peroxida¢do lipidica. A microencapsulacao foi capaz de
gerar particulas com didmetro médio de 91,42 pm, solubilidade média de 21,2% e eficiéncia de
encapsulacdo de 64,73%. Apesar da microscopia de varredura eletronica demonstrar um
formato irregular das microcapsulas, a espectroscopia evidenciou que a gelificagdo i0nica
conseguiu microencapsular e proteger os compostos biotivos da erva-mate. No protocolo in
Vivo com ratos Wistar as microcapsulas contendo erva-mate demonstraram uma maior
capacidade antioxidante no plasma e reducao da peroxidagao lipidica no tecido cerebral. Com
referéncia ao comportamento das enzimas antioxidantes o extrato microencapsulado e o extrato
livre atenuaram os niveis de superoxido dismutase, com diferenga significativa somente ao
grupo microcapsulas vazias. Enquanto o extrato livre, exclusivamente, conseguiu reduzir os
niveis enzimaticos de catalase e glutationa peroxidase no figado. Os resultados de nosso estudo
em roedores sugerem que a ingestao da erva-mate em sua forma microencapsulada ¢ a maneira
mais eficiente de promover as defesas antioxidantes no organismo e reduzir a peroxidag¢ao
lipidica. Concluimos que a erva-mate pode ser um importante elemento na dieta dos animais,
visto que, o consumo regular durante 30 dias caracterizou beneficios a saide dos mesmos. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para o entendimento de como cada substancia bioativa ¢
absorvida.

Palavras-chave: Radicais livres. Protecdo antioxidante. Extratos vegetais.






ABSTRACT

llex paraguariensis is a plant widely distributed in the south of Brazil, with its widespread
consumption through the mate. The yerba mate has several bioactive substances, such as
saponins, methylxanthines and phenolic compounds, the latter better known for its antioxidant
action. The inclusion of these components in the diet can contribute to the health of individuals.
However, these biocomposites are sensitive and can be degraded by O, light, pH and
temperature. Thus, microencapsulation is being used with the aim of preserving these
substances, ensuring that they are intact until reaching their target site in the body. We aimed
to investigate the modulation of the antioxidant activity in vivo of extracts of microencapsulated
yerba mate in comparison to free extracts. For this, aqueous extracts of yerba mate at different
concentrations (5%, 10%, 15% and 20%) were characterized and tested in Saccharomyces
cerevisiae yeasts. The extract selected was 15% with antioxidant activity of 4.39 + 0.07 (mmol
of Trolox/L), as well as maintaining the cellular survival (135.63 + 11.39 CFU/mL) of the yeasts
submitted to the stress model, radiation. The 15% erva-mate extract was lyophilized, presenting
in its composition chlorogenic acid. Subsequently, this extract was microencapsulated by ionic
gelling and the microcapsules were evaluated for particle size, solubility, encapsulation
efficiency, morphological analysis and functional clusters, and subjected to an in vivo study in
which 32 rats were divided into 4 groups: Control, Free Extract, Microencapsulated Extract and
Empty Microcapsule. In the 30 day period the animals received via gavage their respective
treatments and in the end we evaluated the enzymes superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase, antioxidant activity and lipid peroxidation. Microencapsulation was
able to generate particles with a mean diameter of 91.42 pm, mean solubility of 21.2% and
encapsulation efficiency of 64.73%. Although scanning electron microscopy showed an
irregular shape of the microcapsules, spectroscopy showed that ionic gelation was able to
microencapsulate and protect the bioactive compounds of the yerba mate. In the in vivo protocol
with Wistar rats the microcapsules containing yerba-mate showed a greater antioxidant capacity
in the plasma and reduction of the lipid peroxidation in the cerebral tissue. Regarding the
behavior of the antioxidant enzymes, the microencapsulated extract and the free extract
attenuated the levels of superoxide dismutase, with significant difference only to the empty
microcapsule group. While the free extract alone was able to reduce the enzymatic levels of
catalase and glutathione peroxidase in the liver. The results of our study in rodents suggest that
ingestion of yerba mate in its microencapsulated form is the most efficient way to promote
antioxidant defenses in the body and reduce lipid peroxidation. We conclude that yerba mate
may be an important element in the diet of animals, since regular consumption during 30 days
characterized health benefits. However, further studies are needed to understand how each
bioactive substance is absorbed.

Keywords: Free radicals. Antioxidant protection. Plant extracts.
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1 INTRODUCAO

Alteragdes no padrao alimentar da populagdo contribuiram para a instalacio de um
quadro mundial preocupante de doencas cronicas nao-transmissiveis (DCNT), com maior
incidéncia para obesidade e outras doengas inflamatorias. A adog¢do de hébitos de vida
saudaveis, como a pratica de exercicios e inclusdo de alimentos funcionais na dieta, pode
contribuir para a promog¢do da saude dos individuos (ALKHATIB et al., 2017; POPKIN;
KENAN, 2016; TILMAN; CLARK, 2014).

Os compostos funcionais de maior interesse nos alimentos sdo os antioxidantes,
comumente presentes em organismos do reino vegetal, como a llex paraguariensis. A erva-
mate possui importancia econdmica e cultural expressiva nos paises da América do Sul, sendo
amplamente ingerida na forma tradicional de chimarrdo com seu consumo pautado no habito
de compartilhar esta bebida tipica. No extrato de erva-mate ¢ possivel obter-se inimeras
substancias que contribuem na acdo antioxidante desta planta (DA SILVEIRA et al., 2017;
HECK; DE MEIJIA, 2007). Apesar disso, esta matéria-prima deve ser mais explorada,
ampliando-se seu uso através de inovagdes em seu processamento, assim como, no
desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

O consumo de biocompostos da erva-mate propicia efeitos positivos na manutencao da
saude. Estes sdo capazes de modular a fisiologia do organismo, promovendo agdes
neuroprotetoras (CITTADINI et al., 2019; COLPO et el., 2016), atua na reducao da inflamagao
e do estresse oxidativo (PETRILLI et al., 2016), na diminui¢ao de perfil lipidico (MESSINA et
al., 2015), na glicemia e obesidade (KIM et al., 2015) entre outros (BRACESCO et al., 2019).
Contudo, estas substancias bioativas sdo sensiveis € podem ser degradadas frente a fatores
intrinsecos, como a auto-oxidagdo e quanto a fatores externos. Devido a isso surgiram
tecnologias, como a microencapsulagdo, com o intuito de preservar estes componentes até
mesmo apds o consumo destes pelos individuos.

A microencapsulacdo ¢ uma técnica capaz de proteger o material encapsulado de
condi¢des adversas, como luz, umidade, pH e oxigénio, auxiliando na estabilidade dos
compostos funcionais e possibilitando uma liberacdo controlada destes sob condigdes
especificas (DIAS, 2017, ETCHEPARE et al., 2015). Apesar do aumento no interesse em
pesquisa com o uso da erva-mate, estudos que abordem sobre o consumo de seu extrato
microencapsulado, bem como a atuacao destes compostos bioativos ap0ds sua ingestao ainda sao

€SCassos.
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Neste contexto, estamos inseridos na linha de pesquisa 2 do Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) que engloba a Qualidade e Propriedades
Funcionais de Alimentos, com énfase no projeto 3 sobre a Avaliagdo de Propriedades
Funcionais e Nutracéuticas de Bioprodutos e Compostos. Esta pesquisa, visa colaborar com o
projeto “Erva-mate como componente funcional no desenvolvimento de processos e produtos
alimentares”, aprovado pelo Polo Corede da Producao, com o intuito de auxiliar na avaliacao
in vivo da agdo protetora de extratos de erva-mate, promovendo esta matéria-prima e
possibilitando a diversificacdo de seu consumo.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar se extratos de erva-mate
microencapsulados apresentam melhor acdo protetora antioxidante do que extratos livres e
como objetivos especificos: avaliar a agdo protetora de extratos aquosos de erva-mate em
diferentes concentracdes na sobrevida de células de leveduras Saccharomyces cerevisiae
expostas ao estressor radiagdo gama; elaborar e caracterizar microcapsulas contendo extrato de
erva-mate; aplicar as microcapsulas de erva-mate em estudo de suplementacdo com ratos
comparando aos extratos aquosos quanto sua capacidade antioxidante e na modulagdao das

enzimas antioxidantes superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ALIMENTACAO E SAUDE

A seguranca alimentar e nutricional sdo fatores imprescindiveis para uma sociedade
saudavel, no entanto, esta ndo ¢ uma realidade vivenciada por grande parte da populagdo. A
urbaniza¢do mundial ocasionou uma transi¢ao dietética em que a alimentagdo tradicional foi
substituida por dietas com alta ingestao de produtos ultra processados, caldricos e com pouca
qualidade nutricional (COSTA et al., 2018; MARTINS et al., 2013b; POPKIN, 2001).

E importante salientar que o processamento dos alimentos é fundamental na cadeia de
fornecimento dos mesmos, através dele pode-se aumentar a biodisponibilidade de
macronutrientes, melhorar a seguranca dos alimentos através de tratamentos como refrigeragao,
pasteurizagdo e cozimento, ¢ permitir a disponibilidade de frutas e vegetais sazonais durante
todo o periodo do ano. Entretanto, alguns alimentos podem ser ultra processados e/ou conter
elevadas quantidades de gorduras, acticares ¢ amidos refinados, assim como excesso de sal,
tornando-se opcdes nao tao saudaveis para o consumidor (AUGUSTIN et al., 2016).

Segundo Martins e colaboradores (2013b) houve uma participagdo crescente de
produtos ultra processados na dieta dos brasileiros em todo pais e em todas as classes de renda
desde a década de 80 até os anos 2009. Estas mudangas alimentares acarretaram ¢ ainda
impactam consideravelmente no desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis
(DCNT) como diabetes, obesidade, doengas inflamatoérias, alguns tipos de canceres e doengas
cardiovasculares (NASCIMENTO et al., 2018). Apesar destas patologias possuirem uma
etiologia multifatorial, sendo assim causadas tanto por questdes genéticas quanto ambientais, o
estilo de vida atual representado pela falta de atividade fisica aliado a uma alimentacao
inadequada desempenham um papel critico associado a crescente incidéncia e prevaléncia
destas doengas (FINUCANE et al., 2011; MARTINS et al., 2013Db).

Modificagdes na dieta como um aumento da ingestdo de alimentos in natura,
minimamente processados e com a utilizagdo de aditivos naturais, como os antioxidantes,
deveriam ser implementadas para otimizar a satide da populagdo, sendo uma das estratégias que
podem oferecer beneficios substanciais na reducdo da incidéncia de doencas cronicas
(CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015). No entanto, ¢ interessante lembrar que a
promogao da satude através de uma alimentacao adequada ¢ um desafio global para as politicas

publicas e envolve a participagdo articulada de multiplos setores, como educagdo, agricultura,
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planejamento urbano, transportes e comunicacdo (VIEIRA et al., 2013). Ainda, deve-se
considerar que as escolhas alimentares dos individuos sdo influenciadas pela sua cultura,
conhecimento nutricional, preco, disponibilidade, gosto e conveniéncia, logo, é de suma
importancia analisar cada uma destas condi¢cdes para auxiliar nas mudangas da alimentagao
(TILMAN; CLARK, 2014).

A preocupacdo com a alimentagdo tornou-se habito constante e as tendéncias
contemporaneas do consumo de itens alimenticios estdo mudando. A populacdo estd mais atenta
aos produtos ofertados e 85% dos individuos acreditam que a dieta pode reduzir o risco de
certas patologias (CASTRO, 2013). As pessoas estdo optando em manter a satide através de
escolhas mais conscientes na dieta, explorando diferentes alimentos e compostos. Este novo
comportamento ¢ evidenciado pelo crescimento expressivo do uso de suplementos dietéticos,
nutracéuticos, produtos e ingredientes funcionais.

Com os consumidores mais conscientes dos possiveis beneficios para a saude e dos
riscos associados ao consumo de alimentos, todas as esferas envolvidas na produgdo de
alimentos, em especial as industrias alimenticias, precisaram evoluir e tentam acompanhar esta
exigéncia dos consumidores (POPKIN; KENAM, 2016). A industria de alimentos vem
dedicando recursos ao desenvolvimento de itens mais saudaveis, hoje ja é perceptivel uma
modifica¢do nos produtos disponiveis no mercado e ha uma grande produgdo de alimentos com
a incorporagdo de ingredientes funcionais, gerando uma grande competitividade neste ramo
(SMITHERS, 2016).

Outra acdo do setor de alimentos esta sendo intensificar esfor¢os para acompanhar a
produtividade e conseguir responder as demandas da crescente populagdo mundial, que devera
aumentar de 7,3 bilhdes para 9 bilhdes em 2050 (AUGUSTIM et al., 2016; VALDRAMIDIS;
KOUTSOUMANIS, 2016). O aumento exponencial na demografia da populagdo, assim como,
0s consequentes gastos com a sua saude, destacam a necessidade da implementacdo de um
sistema baseado em uma abordagem preventiva, substituindo a atual que preocupa-se no
tratamento de doencas (SMITHERS, 2016). Neste contexto, tem-se mostrado a urgéncia de
acoes envolvendo outras areas, além da saude, em que a industria, a ciéncia e tecnologia de
alimentos demonstra um grande potencial neste processo promotor da saude (VIEIRA et al.,
2013).

A ciéncia de alimentos € responsavel por desempenhar um papel importante através do
desenvolvimento de produtos e compostos alimentares capazes de promover a saide. Apesar
do estimulo para a produgdo destes alimentos, deve haver uma preocupagdo por parte das

empresas quanto a sua seguranca alimentar e principalmente, na comprovacao dos efeitos destes
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produtos. Assim, a ciéncia e a academia unem-se no ambito destas questdes e devem contribuir
para a garantia da seguridade alimentar e efetividade dos beneficios do consumo destes novos

alimentos e compostos funcionais (CASTRO, 2013).

2.2  ALIMENTOS E COMPOSTOS FUNCIONAIS

Os processos moleculares humanos sao influenciados pela sua fisiologia, bem como por
fatores exdgenos, incluindo a alimentacdo. A dieta satisfaz principalmente os requisitos
metabolicos e energéticos basicos para alcangar o equilibrio do organismo. Uma vez que os
nutrientes afetam diretamente as alteragdes fisioldgicas, a alimentagao tem efeitos fundamentais
no organismo, logo se a dieta ndo for equilibrada, ela se apresenta como um fator ambiental
chave na etiologia de doencas, segundo diversos estudos que demonstram a associacdo entre o
consumo alimentar e o desenvolvimento de DCNT (POPKIN, 2001; RESCIGNO et al., 2017).

No entanto, uma dieta adequada também pode melhorar a satde através da regulagdo de
processos especificos, ja que os nutrientes sdo considerados como sinais alimentares capazes
de afetar tanto a programacao metabolica como a homeostase celular. Neste sentido, vincula-
se também a ideia de preven¢do de doencas e, principalmente, da promocao da saude através
do consumo de alimentos e compostos funcionais (RICORDI; GARCIA-CONTRERAS;
FARNETTI, 2015).

Cada vez mais as politicas publicas adotam a concepcao de uma dieta balanceada e
saudavel como um dos meios de promover qualidade de vida. Assim, vém surgindo novos
sistemas agroalimentares e ha um crescente quadro de informagdes em torno da funcionalidade
de alimentos e componentes capazes de proporcionar vantagens a saude pelo seu consumo
(SMITHERS, 2016; VIANA et al., 2017).

Os alimentos funcionais podem ser descritos como matrizes alimentares ou ingredientes
que além de sua fun¢do nutricional bésica, inerente a sua composicao quimica, possuem algum
composto potencialmente benéfico a saude. Os alimentos funcionais sdo ditos auxiliares na
manutenc¢do da satide e na prevencao de diversas doencgas, porém seu consumo deve ser regular
juntamente com a adocao de habitos de vida saudaveis (BRASIL, 2008).

A potencial acdo protetora dos alimentos funcionais provém de um ou mais compostos
bioativos, que por sua vez podem ser encontrados a partir de varias fontes naturais. Uma grande
variedade destes biocompostos estdo no reino vegetal, sendo comumente verificados em
plantas, raizes e folhas, responsaveis por produzir uma gama diversificada destes compostos

organicos, conhecidos também como fitoquimicos (JIMENEZ-GARCIA et al., 2013).
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Os compostos bioativos ndo participam metabolicamente do crescimento destes
organismos vegetais, por isso sao conhecidos como metabolitos secundarios. Sabe-se que estes
metabolitos desempenham um papel importante na adaptacao de plantas, ja que varios fatores
externos, como o suprimento de nutrientes, temperatura, condi¢des de luz e até mesmo o ataque
de insetos e pragas, podem influenciar nos niveis destes. Inclusive, quanto maior o estresse a
que o organismo for submetido maior serd a formagao de compostos funcionais (FINE et al.,
2006).

Os metabdlitos secundérios possuem estruturas quimicas e vias biossintéticas
complexas, sendo que suas respectivas propriedades quimicas comegaram a ser estudadas na
década de 1850. Sao inumeros compostos bioativos, porém estes podem ser compreendidos em
trés principais classes de acordo com sua via de sintetiza¢do: compostos fendlicos, terpenos e
compostos contendo nitrogénio ou alcaldéides (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992).

Devido a grande disponibilidade de biocompostos, alguns de seus mecanismos de acao
ainda nio sdo bem elucidados. A medida que mais destes componentes vio sendo descobertos
e identificados, estudos se empenham em sua caracterizagdo e conduzem investigacdes para
avaliar seus potenciais efeitos (MILNER, 2004; RESCIGNO et al., 2017). Ademais, deve-se
estimar que a efetividade destes compostos depende de muitos outros fatores, como a
individualidade bioquimica, o equilibrio nutricional e também a biodisponbilidade de
nutrientes. A integracdo destes fatores ird atuar de maneira distinta em cada individuo,
influenciando na resposta em seu organismo.

A utilizacdo de organismos vegetais para a producdo de biocompostos naturais ou
recombinantes cresce cada vez mais e diferentes segmentos industriais como farmacéutico,
cosmético e alimenticio procuram ampliar este uso para fins comerciais. Isto ocorre porque os
compostos bioativos sdo capazes de modificar seletivamente caminhos metabdlicos afetando o
desenvolvimento de doencas e auxiliando no equilibrio do organismo (JIMENEZ-GARCIA et
al., 2013).

Com a grande procura da populagdo em consumir alimentos mais saudaveis, as
industrias de alimentos tém procurado fontes naturais de obtengdo de biocompostos, sendo os
antioxidantes os ingredientes funcionais mais explorados pela ciéncia. Os compostos fendlicos
sao a classe de bioativos mais associada as propriedades antioxidantes, que auxiliam na
manutenc¢do da satide humana e estdo presentes em muitas plantas, como é o caso da llex

paraguariensis, mais conhecida como erva-mate (FERNANDES et al., 2015).
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2.3 ERVA-MATE (llex paraguariensis)

A llex paraguariensis ¢ a planta nativa da América do Sul que da origem a erva-mate,
produto amplamente produzido e consumido em paises como Brasil, Argentina, Uruguai e
Paraguai. Possui importancia econdmica expressiva nestes paises e prestigio social, ja que suas
folhas sdo utilizadas na producao de infusdes como chas, chimarrao e terer€, inclusive algumas
pessoas relatam que consomem estas bebidas em quantidades superiores a um litro por dia
(MORAIS et al., 2009).

Para o preparo destas infusdes, a planta Ilex paraguariensis ¢ beneficiada por um
processamento que consiste, basicamente, na secagem e moagem de suas folhas, para a
obtencdo da erva-mate. O consumo deste produto ¢ pautado essencialmente no hébito de
compartilhar estas bebidas tipicas, exercendo um papel fundamental na socializagdo. Apesar de
seu reconhecido uso para a produgao de bebidas, a erva-mate apresenta potencial para variadas
aplicagdes na industria, como corante, conservante de alimentos, cosméticos, mas
principalmente como ingrediente bioativo para o desenvolvimento de novos produtos
alimenticios (FAGUNDES et al., 2015).

No entanto, muitos dos apreciadores do chimarrao, por exemplo, desconhecem que pode
haver diversas outras maneiras de consumir a erva-mate, ¢ também as vantagens de sua
ingestdo. Ao caracterizar a erva-mate, Souza e colaboradores (2015) classificaram a planta llex
paraguariensis como rica nutricionalmente por conter em média 7% de cinzas, 27% de
proteinas, 1,5% de lipidios e 64,5% de carboidratos em sua composic¢do. Esta planta ainda
apresenta micronutrientes importantes na dieta como os minerais potdssio, magnésio e
manganés, ¢ uma ampla variedade de componentes funcionais, como as saponinas,
metilxantinas (cafeina e trombina) e polifendis (4cido clorogénico, rutina e quercetina)
(DELADINO et al., 2008).

Cada composto bioativo presente na erva-mate possui sua estrutura € composi¢ao
quimica, bem como um mecanismo de acao distinto capaz de modular e promover a homeostase
do organismo (ETCHEPARE et al., 2015). As saponinas sdo compostos eficientes em modificar
o metabolismo lipidico. Resende e colaboradores (2012) verificaram que o consumo de fragdes
de saponinas purificadas do mate, provindas de frutos verdes, teve efeito na redugdo da gordura
visceral, no nivel de triglicerideos plasmaticos e na oxidacao de glicose em tecidos hepatico e
adiposo em ratos saudaveis alimentados com uma dieta padrao. Outros autores relatam que

estas substancias podem desempenhar ainda func¢do antimicrobiana, impedir processos
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inflamatorios e o desenvolvimento de céncer de colon in vitro (MORAIS et al., 2009;
PUANGPRAPHANT; BERHOW; MEIJIA, 2011).

As metilxantinas s3o substancias pseudoalcaldides encontradas na erva-mate
conhecidas pelas suas propriedades estimulantes no sistema nervoso central, devido a presenca
de teofilina, teobromina e, majoritariamente, cafeina. As folhas da erva-mate podem conter de
1 a 2% de seu peso seco de cafeina, por isso podem ser recomendadas como estimulantes
atuando contra a fadiga (MENDES et al., 2016). E sugerido que o consumo da erva-mate possa
diminuir o peso corpdreo e adiposidade, provavelmente pela termogénese causada pela cafeina
(BLUM-SILVA et al., 2015).

Os compostos fenodlicos sdo os maiores constituintes da erva mate e possuem
comprovada atividade antioxidante, podendo inibir a peroxidagdo lipidica, proteger o
organismo contra o efeito nocivo das espécies reativas de oxigénio (ERO), assim como
melhorar a fun¢do do sistema imunoldgico e prevenir o envelhecimento (BOAVENTURA et
al., 2013; FRIZON et al., 2015; OKUDA, 2005). Os polifendis sdo agentes redutores que
protegem os constituintes e tecidos celulares contra o dano oxidativo, limitando o risco de varias
patologias como doengas inflamatdrias, cardiovasculares e neurologicas associadas ao estresse
oxidativo (SCALBERT et al., 2005).

O estresse oxidativo, por sua vez, ¢ ocasionado pelos radicais livres, que sdo qualquer
espécie quimica que contém um ou mais elétrons desemparelhados, sendo altamente reativos e
propicios a atacarem outras biomoléculas para conseguirem um equilibrio molecular. A
formacao das ERO ocorre constantemente durante os processos metabolicos normais, sao
gerados fisiologicamente por compostos enddgenos, mas podem ser ocasionados pela
exposi¢do a fatores exogenos também. Quando hd um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes e as espécies oxidativas formadas ocorre a condigdo de estresse (SAMPAIO;
MORAES, 2010).

Basicamente, o sistema de defesa ¢ dividido em antioxidantes ndo-enzimaticos e
enzimaticos, estes ultimos ainda podem ser primdrios ou secundarios. Para protecdo contra
niveis excessivos de radicais livres, os eucariotos possuem como defesas primarias trés enzimas
essenciais, a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), que
impedem a formacao ou neutralizam os radicais livres. J4 a defesa secundaria refere-se a
glutationa redutase (GSH-R), uma enzima que ¢ reciclada com o intuito de neutralizar mais
radicais que possam vir a se formar (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2013).

Aparentemente, a oxidacdo de lipidios, proteinas, acidos nucleicos e carboidratos ¢

induzida ndo apenas pelos radicais livres, mas também por mecanismos nao-radicalares, por
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1sso varios compostos, além das enzimas sintetizadas endogenamente, sdo necessarios na defesa
do organismo. Para tal, os compostos bioativos obtidos da dieta também atuam como
antioxidantes, porém exodgenos, participando de uma segunda linha de defesa in vivo. Os
antioxidantes presentes nos alimentos podem ajudar a limitar o dano oxidativo, atuando
diretamente nas ERO ou estimulando sistemas de defesa enddgenos. No primeiro caso, os
mecanismos de acdo destes compostos devem-se ao seu potencial de oxi-redugdo, onde os
antioxidantes competem por sitios ativos e receptores em diferentes estruturas celulares no
organismo. Os polifendis podem aceitar um elétron para formar radicais de fenoxil
relativamente estaveis, interrompendo assim as reacdes de oxidacdo em cadeia nos
componentes celulares (SCALBERT et al., 2005).

A agdo conjunta de componentes antioxidantes, cada um em seu respectivo local, podem
atuar sinergicamente constituindo um sistema de defesa total, contribuindo para a manutencao
do equilibrio do organismo (NIKI, 2010). Outra via de atuag@o dos antioxidantes seria através
da modulagdo génica da sintese de proteinas envolvidas nas linhas de defesa contra o processo
oxidativo que degenera tecidos celulares (ETCHEPARE et al., 2015). O desequilibrio gerado
pelo estresse oxidativo pode acarretar em uma inflamacao do organismo, que se persistente
torna-se cronica e contribui para o surgimento de outras doengas. Dados recentes mostram que
a inflamagdo contribui para ansiedade, resisténcia a insulina, obesidade e doengas
degenerativas. Os compostos fenolicos contidos em matrizes vegetais podem agir
positivamente na inflamagao revertendo o quadro crénico e promovendo a satide (RICORDI;
GARCIA-CONTRERAS; FARNETTI 2015).

Diante destas evidéncias disponiveis na literatura cientifica, ¢ fato que os antioxidantes
provenientes da dieta melhoram a funcdo imunolédgica, reduzem o estresse oxidativo e
aumentam a longevidade, agdes importantes levando-se em conta a aumento da expectativa de
vida e a qualidade de vida destes individuos. Sendo assim, a sinergia entre 0os compostos
fendlicos e as demais substancias bioativas presentes na erva-mate permitem considera-la um
ingrediente funcional interessante para cientistas, industria alimentar e consumidores (HECK;
DE MEJIA, 2007; LIU, 2003; NEGRAO-MURAKAMI et al., 2011).

A erva-mate sendo esta matéria prima tao rica em bioativos ¢ altamente adequada para
ser utilizada como ingrediente na incorporacao de novos alimentos funcionais. Em resposta a
demanda da populacdo por alimentos mais saudaveis, a erva-mate responde aos requisitos
necessarios e pode perfeitamente ser incluida em produtos prontos para o consumo. Este tipo
de industrializagdo ¢ uma nova proposta da industria de alimentos visando a adesao do publico

consumidor, assim como, a seguridade alimentar (POPKIN; KENAN, 2016). No entanto, ainda
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existem alguns impedimentos para a inser¢ao de biocompostos em matrizes alimentares. Logo,
novas tecnologias como a microencapsulacao estdo sendo empregadas no processamento e
desenvolvimento de alimentos funcionais (BASSANI; GONZALES; PETROVICK, 2005;
BOAVENTURA et al., 2013; PRUDENCIO et al., 2012).

24  MICROENCAPSULACAO

As substancias bioativas sdo altamente instaveis e podem ser degradadas por diversos
fatores, prejudicando a sua funcionalidade no organismo (BOTELHO; CANAS; LAMEIRAS,
2016). Diante disso, micro e nanotecnologias, como a microencapsulacdo, vieram agregar como
uma das mais promissoras técnicas na protecdo de compostos como enzimas, células,
medicamentos, ativos cosméticos, extratos e ingredientes alimentares. A técnica de
encapsulamento ¢ abrangente, possui utilidade em muitos segmentos, principalmente no
farmacéutico, porém tem sido muito explorada nos ultimos anos pelo setor alimenticio. Sua
aplicagdo vem sendo considerada uma revolucdo na ciéncia alimentar convencional e na
industria alimentar (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012; HE; HWANG, 2016).

A microencapsulacao consiste em um processo mecanico ou fisico-quimico que
imobiliza particulas, que podem ser soélidas, goticulas liquidas ou gases, através de seu
empacotamento. O material encapsulado ¢ denominado como nucleo e encontra-se retido em
capsulas extremamente pequenas, que podem ser classificadas por tamanho em trés categorias:
macro- (>5.000 um), micro- (0.2 — 5.000 um) e nanocapsulas (<0.2pum) (RE, 1999). A protecio
do nucleo provém de um agente encapsulante, responsdvel por revestir e conservar as
propriedades da substancia de interesse, assim como manter a estrutura das capsulas mesmo
sob condi¢coes adversas (DELADINO et al., 2008). Este revestimento ¢ um meio de
embalagem, separacdo entre meio interno e externo e armazenamento de compostos para
posterior liberacdo em meio desejado.

O interesse em microencapsular compostos bioativos provenientes de extratos naturais
vem aumentando, no entanto, sdo encontrados principalmente trabalhos referentes a
microencapsulacdo de compostos purificados ou sintetizados em laboratorio. Geralmente,
extratos de plantas ricas em antioxidantes sdo utilizados em diversos alimentos visando uma
melhoria na estabilidade da propria matriz alimentar, na tentativa de reduzir reagdes de
oxidac¢ao, principalmente de lipidios, que podem ocasionar em perdas nutricionais e alteragdes

sensoriais nos produtos (BOROSKI et al., 2012).
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Dentre os estudos que estao sendo conduzidos nesta area visando fins alimentares, a
maioria explora sobre o desenvolvimento da técnica para elaboragao de microcapsulas de menor
diametro e sua caracterizagdo, eficiéncia de encapsulacdo, taxa de liberacdo, estabilidade dos
compostos encapsulados e sua atividade antioxidante durante o armazenamento (DIAS, 2017).
No entanto, pesquisas sobre a microencapsulacao de ingredientes funcionais com o objetivo
final de melhorar e promover a saide dos humanos ainda sdo escassos.

A microencapsula¢do inicialmente foi considerada uma técnica muito dispendiosa,
porém com o aumento da demanda e do desenvolvimento de diferentes metodologias, as
microcapsulas tornaram-se viaveis para a industria alimenticia. Para que haja a formagao destas
capsulas, diversos métodos podem ser utilizados como spray drying e spray chilling, extrusao,
revestimento em leito fluidizado, lipossomas, coacervagdo, microemulsao entre outros (GIBBS
et al., 1999).

A técnica escolhida dependera da substancia de nticleo, do material a ser utilizado como
encapsulante, do produto em que as capsulas serdo aplicadas posteriormente, bem como do
processamento a que serao submetidas. Na area de alimentos o processo de microencapsulagao
vem sendo empregado como uma ferramenta para solucionar principalmente problemas de
perda de atividade de constituintes como vitaminas, mineiras e materiais vegetais ricos em
metabolitos secundarios, como os antioxidantes (NUNES et al., 2015; OEHLKE et al., 2014).

A conservagao das propriedades benéficas de compostos antioxidantes ¢ um desafio, ja
que estes sdo altamente instaveis e podem ser facilmente degradados frente a algumas condigdes
como luz, oxigénio, pH, temperatura, entre outros. Estes componentes funcionais sao
suscetiveis a rea¢des de auto-oxidacdo e sensiveis quimicamente, podendo ser prejudicados
durante o processamento industrial. Alguns métodos de obtencdo e formulagdo de produtos
alimenticios utilizam-se de altas temperaturas, se o emprego do calor for realizado por longos
periodos pode-se ocasionar perdas nutricionais € de biocompostos. Nunes et al. (2015)
verificaram que a microencapsulagdo utilizando maltodextrina preservou melhor os compostos
fendlicos do extrato de erva-mate durante o processo de spray drying, aumentando sua
estabilidade durante o armazenamento.

Outro fator que pode diminuir a funcionalidade destas substancias ¢ a varia¢ao de pH ja
no organismo e a exposi¢ao ao contetido gastrico. Embora a biodisponibilidade das substancias
funcionais da erva-mate seja ainda pouco estudada, supdem-se que apds a metabolizagdo no
organismo estas possam ter a sua atividade antioxidante diminuida. Os compostos fenolicos,
em especial, apresentam pouca disponibilidade devido a sua estrutura quimica com massa

molecular elevada, resultando em uma baixa estabilidade e solubilidade (DIAS, 2017). Com
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isso, a microencapsulacdao ¢ um advento para promover o aumento da dispersao dos bioativos
e auxiliar na manutencao da estabilidade destas substancias (BOAVENTURA et al., 2013; HE
et al., 2010; NUNES et al., 2015; PRUDENCIO et al., 2012).

Mais uma vantagem quanto a esta tecnologia ¢ a capacidade de mascarar possiveis
odores e sabores desagradaveis na elaboracdo de novos produtos. O encapsulante ¢ eficiente
em reduzir as interagdes entre o nucleo e fatores externos, diminuindo tanto reagdes que possam
vir a causar perdas de aroma e cor, como também, reduzem prejuizos no valor nutricional dos
alimentos. Sendo assim, através da microencapsulagdo torna-se possivel a insercdo de
ingredientes bioativos em matrizes alimentares, sem alterar negativamente suas caracteristicas
fisicas, mas permitindo o enriquecimento de varios alimentos e bebidas, apresentando um
potencial significativo devido suas propriedades funcionais (BORGOGNA et al., 2010).

Por ultimo, o processo de microencapsulagdo ¢ conhecido por proporcionar uma
liberagdo controlada das substancias de nucleo, sua aplicagdo para esta finalidade comegou com
0s probidticos, que ocasionaram bons resultados demonstrando que as microcapsulas
protegeram o produto durante a passagem pelo trato gastrointestinal e foram capazes de liberar
os compostos em sitio de agao adequado (SIMEONI et al., 2014). Posteriormente, o emprego
desta técnica foi ampliado e mais estudos como de Deladino e colaboradores (2008) concluiram
que a encapsulacdo permitiu adaptar a liberacdo de antioxidantes naturais da erva-mate,
dependente da presenca de uma camada de revestimento de quitosana (DELADINO et al.,
2008).

Quando um material bioativo € aprisionado em um transportador para controlar sua taxa
de liberagcao podemos definir isto como sistema de entrega e os mecanismos referentes a este
sistema dependem do material encapsulante. A liberacdo do nucleo das microcdpsulas ira
depender da composicao do agente encapsulante, que pode ser formado por diversos materiais,
preferencialmente de origem alimenticia (MCCLEMENTS et al., 2009). Normalmente, sdo
utilizados como encapsulantes polimeros naturais, como alginato, carragena, pectina, zeina e
goma-laca. Estes materiais sdo previstos para serem estdveis em condigdes estomacais,
tornando-se soluveis somente no pH do intestino delgado, por isso os polimeros alimentares
entéricos sao utilizados nestes sistemas de liberacdo controlada (SOBEL; VERSIC;

GAONKAR, 2014).
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2.4.1 Microencapsulacéo por gelificacéo i6nica

A gelificagdo i6nica ¢ um processo fisico de microencapsulacdo capaz de proteger
bioativos sensiveis a fatores externos. Trata-se de um método simples, facil, rapido e de baixo
custo que ocorre em meio aquoso e requer condi¢cdes brandas. Este tipo de microencapsulacao
¢ reconhecido por sua capacidade de modular as propriedades de liberacdo do material
microencapsulado, levando em conta algumas questdes como tamanho de particulas, forma e
composi¢ao do encapsulado (BUREY et al., 2008).

Na gelificacdao i6nica sao utilizados biopolimeros para formar uma solu¢do com a
substancia de interesse a se encapsular. Os biopolimeros sdo amplamente empregados na
agricultura, industria quimica, farmacéutica e alimenticia, como eles provém de fontes naturais
e muitas vezes sdo biocompatives podem ser utilizados nestes diversos ramos com seguridade.
Um uso para os biopolimeros que vem crescendo esta na fungdo destes formarem particulas de
gel, sendo muito uteis na microencapsulacao de materiais sensiveis como cosméticos contendo
vitaminas, probidticos e bioativos em geral (BUREY et al., 2008; VINCI et al., 2015).

O alginato ¢ um exemplo de biopolimero extraido a partir de algas marrons, este nome
compreende um grupo de sais derivados do acido alginico. Sao varias as caracteristicas que o
classificam como um dos materiais de parede mais vantajosos para a microencapsulacao: ¢ um
produto ndo toxico, ou seja, ndo existe quantidade estipulada para ingestdo, possui um baixo
custo, biocompatibilidade e tem propensdo a formagao de gel na presenca de cations bivalentes
(BUREY et al., 2008).

A técnica de gelificagdo idnica baseia-se na aspersdo de uma mistura contendo um
polimero (alginato) e o agente bioativo em solugdo reticulante, sendo a de cloreto de calcio a
mais utilizada, com o auxilio de um bocal de alta pressao. A gelificacdo ocorre quando os
polimeros entram em contato com os ions, que através da interacdo das diferentes cargas
ocasionam na formacdo das microparticulas (BERALDO, 2016). Existem duas técnicas
principais em que a gelificagdo iontropica pode ser realizada: configuragdo de difusdo
(gelificacao externa) e gelificacdo interna.

O método de difusdo ou gelificagdo externa envolve a introdugdo de uma solugdo
hidrocoloide (alginato) com carga negativa em uma solucdo idnica carregada positivamente.
Portanto, quando duas solugdes com cargas opostas sdo misturadas, pode-se dizer que estes
complexos de polieletrolitos formados sdo resultado de interagdes eletrostaticas entre os
dois ions. Apos a formagdo, as particulas ficam sob agitacdo por um determinado periodo de

tempo, pois as ligacdes cruzadas desenvolvem-se lentamente da superficie para o interior da
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particula gelificada. A gelificagdo ¢ praticamente instantanea, com a desvantagem de que
muitas vezes pode causar a gelificagdo nao homogénea de particulas de gel devido ao
mecanismo de difusdo. A gelificacdo da superficie geralmente ocorre antes da gelificacdo do
nucleo e pode inibir a gelificacdo deste, levando a particulas com superficies externas firmes e
nucleos macios (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

Ja o método de gelificagdo interna ¢ baseado na mistura de uma forma inativa do ion de
reticulagdo com solucdo de alginato. De acordo com a literatura, ions carbonato de célcio
(CaCOs) ou Ca?" insoltveis complexados com agentes quelantes, como EDTA, podem ser
usados. Os fons Ca’" sdo liberados quando ocorre a diminui¢do do pH, através da adigdo de
acidos organicos. Este método permite uma formacao lenta e controlada de géis e resulta em

uma distribuicdo homogénea de gel de alginato (VINCI et al., 2015; OZKAN et al., 2019).

2.5 UTILIZACAO DE MODELOS in vivoNA PESQUISA

Estudos recentes comprovam que a ingestao regular de infusdes de erva-mate contendo
altas quantidades de polifendis aumenta a capacidade antioxidante in vitro através da
neutralizagdo dos radicais livres DPPH e ABTS (BOADO; FRETES; BRUMOVSKY, 2015).
No entanto, pesquisas que avaliam a biodisponibilidade e os efeitos das substancias funcionais
da erva-mate na modulacdo de enzimas e na homeostase do organismo nao sdo tdo amplos
(MCCLEMENTS et al., 2009). Embora existam estes ensaios quimicos relativamente simples
para medir a capacidade antioxidante, estes ndo sao representativos das condi¢des celulares do
homem, sendo necessario a obten¢do de informacdes a partir de sistemas bioldgicos
(FUKUMOTO; MAZZA, 2000). Muitas vezes, potentes antioxidantes in Vvitro nao possuem
qualquer atividade em modelos in vivo, havendo a necessidade de complementagdo de
informacgodes entre os ativos estudados (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2013).

Neste sentido, os modelos experimentais vieram agregar cientificamente, eles podem
ser caracterizados como a materializacdo de uma parte da realidade, por meio da representacao
simples de uma ocorréncia aguda (recente) ou cronica (antiga). A utilizagdo destes métodos em
pesquisa ¢ fundamental pois facilitam o melhor entendimento da fisiologia, dos mecanismos de
acdo de substdncias no organismo, da etiopatogenia de doengas, entre outros. O modelo
escolhido deve ser o mais semelhante e representativo possivel ao que se objetiva investigar,
devem ter uma precisdo adequada, apresentar valida¢do prévia na literatura cientifica, assim
como a constatacdo das limitacdes em relacdo a realidade que ird representar (FERREIRA;

HOCHMAN; BARBOSA, 2005).
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Para os modelos in vivo podem ser usados animais de laboratorio ¢ microrganismos
eucariotos, como a levedura Saccharomyces cerevisiae. A Saccharomyces cerevisiae ¢ um
modelo experimental rapido, de baixo custo e facil padronizagdo, podendo ser util para otimizar
a concentragdo dos extratos da erva-mate em funcdo de sua capacidade antioxidante. Trata-se
de um oOtimo sistema eucaridtico unicelular para medir bioatividade de substancias, seu
metabolismo assemelha-se a de eucariontes superiores com a vantagem de ndo apresentarem
tanta variabilidade genética (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR et al., 2003).

A exposigdo transitoria de células a certos desafios ambientais induz rapidas mudancgas
celulares e moleculares conhecidas como resposta ao estresse (KESZENMAN; CANDREVA;
NUNES, 2000). A integridade do genoma € continuamente ameagada tanto por fatores
endogenos, como as ERO produzidas pela respiragdo celular e as mutagdes aleatérias do DNA,
quanto por fatores exdgenos, como luz ultravioleta e radiagdes ionizantes.

Certos tipos de agentes fisicos e quimicos podem alterar a proliferacdo celular,
principalmente por causa de seus efeitos no DNA, nas membranas e nos componentes de
cascatas de transducdo de sinais, resultando em atrasos e letalidades no ciclo celular como
necrose, apoptose ou mutagénese. Alguns exemplos desses agentes sdo as radiagcdes ionizante
e ultravioleta, gerando ERO no metabolismo celular e meio ambiente (BRACESCO et al.,
2007). Neste sentindo, o modelo eucaridtico de levedura ¢ muito utilizado para estudos, pois
desde o dano oxidativo a proteinas e acidos nucléicos a enzimas do sistema de defesa contra
estresse oxidativo s3o muito similares com os mamiferos (MULLER; GROSSNIKLAUS, 2010;
ZAKRAJSEK; RASPOR; JAMNIK, 2011).

Entretanto, para avaliar a efetividade in vivo de biocompostos microencapsulados e seu
efeito no organismo o modelo de leveduras ¢ limitado. Isto porque, de acordo com a
solubilidade das microcapsulas formadas, o modelo experimental precisard dispor de um
sistema digestivo para liberar o material de ntiicleo. A Saccharomyces cerevisiae ¢ desprovida
de sistema digestivo, ndo sendo capaz de romper microcapsulas insoliveis, por isso, outros
modelos devem ser utilizados. Para esta analise, um modelo experimental muito utilizado sao
os ratos Wistar. Todavia, este método costuma ser mais dispendioso, requer cuidados quanto a
responsabilidade ética da realizacdo do estudo, além de tentar utilizar-se o menor nimero
possivel de animais para um resultado significativo (FERREIRA; HOCHMAN; BARBOSA,
2005).

Visando verificar a eficacia da técnica de microencapsulacdo dos compostos funcionais
da erva-mate, deve-se analisar sua estabilidade ao longo do trato gastrointestinal e sua

biodisponibilidade, através da quantificagao destes compostos que atingem o plasma sanguineo
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(BOADO; FRETES; BRUMOVSKY, 2015; OEHLKE et al., 2014). Apds o processo de
metabolizagdo das microcapsulas, as substancias bioativas entram no sistema circulatorio onde
podem ser armazenadas, utilizadas ou excretadas. Por isso, € necessario verificar se o extrato
microencapsulado manteve, reduziu ou se aumentou suas caracteristicas bioativas apds
metabolizado quando comparado ao extrato livie (MCCLEMENTS et al., 2009).

Diversos estudos sobre a biodisponibilidade de substancias, assim como o efeito da sua
dosagem e duragdo foram realizados em modelos experimentais de animais apds ingestdo
imediata de antioxidantes. Boado, Fretes e Brumovsky (2015) avaliaram a biodisponibilidade
in vivo dos polifenois da erva-mate por meio de um protocolo de ingestdo aguda de extratos.
Apos as andlises foi mostrado que os compostos fenolicos possuem um efeito de “economizar”
as defesas antioxidantes naturais do corpo, ou seja, enzimas enddgenas eram poupadas frente a
utiliza¢do das defesas exogenas provindas da erva-mate. Outros autores ja haviam relatado a
importancia do consumo de antioxidante através da dieta para poupar as defesas enddgenas
(NIKI, 2010).

Pesquisas sobre a acdo destes biocompostos podem ser realizadas por um protocolo de
suplementagdo com o extrato de erva-mate por um maior periodo de tempo. A capacidade
protetora in vivo desta planta pode ser avaliada mais precisamente através do nivel de oxidagdo
em fluidos, tais como plasma e eritrdcitos, e tecidos bioldgicos, como figado e cérebro. Estes
biomarcadores juntamente com analises de perfil lipidico e inflamatério sdo capazes de indicar
o mecanismo de acdo e a efetividade dos biocompostos da erva-mate no organismo. Fernandes
e colaboradores (2015) utilizaram ratos Wistar para testar a capacidade hipolipemiante e
antioxidante da erva-mate e através de andlises bioquimicas conseguiram verificar que esta foi
eficaz na reducdo de 36% e 42% dos niveis séricos de colesterol total e triglicerideos,
respectivamente.

A pesquisa sobre os efeitos de erva-mate cresceu exponencialmente nos ultimos anos,
junto com muitos relatorios que mostram efeitos benéficos de seus extratos in vitro e in vivo
(BRACESCO, 2011; BRACESCO, 2019). Devido a elevada atividade biologica atribuida as
infusdes de erva-mate na ultima década, a maioria dos estudos sdo direcionados para a medic¢ao
de seu conteudo em diferentes formas de consumo e no estudo de suas propriedades bioativas
(BOADO; FRETES; BRUMOVSKY, 2015). Poucas sdo as investigagdes quanto a utilizagcdo
da microencapsulagdo nestes extratos, assim como sobre a aplicagdo final das microcapsulas
em matrizes alimentares e os efeitos no organismo apods seu consumo. Por isso sdo necessarios
estudos que incluam a valida¢do da funcionalidade ¢ da agdo protetora in vivo da erva-mate

microencapsulada.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia esta apresentada no fluxograma conforme mostra a Figura 1.

Figura 1 - Delineamento experimental do estudo.

Matéria-prima Caracterizacio fisico-quimica
FlaboracZo de extratos aquosos Compostos fenolicos totais
5,10, 15 e 20% (m/v) Potencial Antioxidante por ABTS
Testes in vivo em Microencapsulagio Caracterizagdo das

. microcapsulas
Saccharomyces cerevisiae

}

Testes ix vive em ratos
wistar

Fonte: préprio autor (2019).

3.1  MATERIA PRIMA

Toda a matéria-prima utilizada para a elaboracdo dos extratos de erva-mate foi
proveniente do municipio de Ilopolis, gentilmente cedida pela empresa INOVAMATE. As
folhas in natura apos o recebimento foram submetidas a secagem em estufa por 16 horas em
temperatura de 50 = 2 °C. Logo em seguida, as folhas foram trituradas em moinho de facas e
classificadas em peneiras com mesh <42 (<355 um), embaladas a vacuo e mantidas sob

congelamento a — 18 = 2 °C até a sua utilizagao.

3.1.1 Caracterizacao fisico-quimica

Para a caracterizagdo da matéria-prima foram realizadas analises de umidade, lipidios,
fibras, proteinas, cinzas e carboidratos digeriveis por diferenca. As quantificagdes foram feitas
seguindo protocolo do Instituto Adolfo Lutz (2008) com adaptacdes. Os resultados obtidos sdo
médias de triplicatas apresentadas em porcentagem com as respectivas estimativas do desvio

padrao.
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3.1.1.1 Umidade

Amostras de folhas de erva-mate trituradas foram pesadas em quantidade de 4 gramas
em cadinhos de metal previamente tarados. Estes foram colocadas em estufa a 105 °C
permanecendo por um periodo aproximado de 4 horas. As amostras foram resfriadas em
dessecador e logo apos pesadas. Este processo repetiu-se até que a amostra apresentou peso

constante. Para calcular a porcentagem de umidade foi utilizada a Equacao 1.

100 % N
Umidade, % (%) — T* 1

sendo,
N =n° de gramas de umidade (perda de massa em g)

P =n° de gramas da amostra
3.1.1.2 Lipidios

Amostras de folhas de erva-mate trituradas foram preparadas em cartuchos de Soxhlet
em quantidade de 4 gramas. Logo apos o cartucho foi transferido para o aparelho extrator tipo
Soxhlet, com baldo de fundo chato acoplado, utilizando hexano como solvente organico. O
cartucho permaneceu no equipamento até extracdo completa, cerca de 5 horas. Apos este
periodo, foi retirado o cartucho e o baldo com o residuo extraido foi colocado em estufa a 105
°C por cerca de uma hora. O baldo foi resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e
pesado até atingir peso constante. Para calcular a porcentagem de lipidios foi utilizada a

Equacao 2.

m) _ N %100 (2)

Lipidios, % (—) = >

m

sendo,
N= Massa de lipidios

P = Massa de amostra
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3.1.1.3 Fibras

A partir da amostra desengordurada que restou da analise de lipidios, transferiu-se para
um béquer a amostra adicionado de 200 mL de 4cido sulfurico 0,255 M. A mistura foi levada
para equipamento com aquecimento em refluxo, mantendo-se em ebulicao por 30 minutos.
Apos a ebulicdo, foi realizada a filtracdo lavando com agua fervente e o retido foi novamente
transferido para um béquer com auxilio de 200 mL de hidroxido de sddio 0,313 M. O béquer
voltou ao equipamento por mais 30 minutos em ebuli¢do e foi filtrado em cadinho de fundo
sinterizado. O cadinho foi colocado em estufa a 100 °C até peso constante e apos em mufla a
600 °C até peso constante. A perda de peso entre a estufa e a mufla serd a quantidade de fibras

da amostra.
3.1.1.4 Proteinas

Amostras de 0,5 g de folhas de erva-mate trituradas foram pesadas em papel livre de
nitrogénio e transferiu-se para o balao de Kjeldahl. Adicionou-se um catalizador e 20 mL de
acido sulfurico, levando a mistura ao digestor até a solugdo se tornar azul-esverdeada ou incolor,
livre de material ndo digerido e deixou-se esfriar até temperatura ambiente. Transferiu-se 25
mL de 4cido borico em um erlenmeyer de 250 mL junto a algumas gotas de solucdo indicadora
mista mergulhando o erlenmeyer na saida do condensador do equipamento. Ao baldo de
Kjeldahl adicionou-se 250 mL de agua destilada, 80 mL de hidréxido de sodio 40% e transferiu-
se o baldo para o conjunto destilador. A destilagdo ocorreu até se obter 125 mL de destilado no
erlenmeyer e a solu¢do foi titulada com acido cloridrico 0,1 M até mudanca de coloragdo. Para

calcular a porcentagem de proteinas totais na amostra foi utilizada a Equagao 3.

_ (Va—Vb) * fc*F x0,14 (3)
B P

m
Proteinas totais, % (E)

sendo,

Va= volume de HCL 0,1M gasto na titulagcdo da amostra
Vb= volume de HCL 0,1M gasto na titulacao do branco
fc= fator de corre¢do da solugdo de HCL (0,1M)

F= 6,25 (valor médio)

P= Massa da amostra
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3.1.1.5 Cinzas

Amostras de folhas de erva-mate trituradas foram pesadas em quantidade de 4 gramas
em cadinho de porcelana previamente tarado e incinerou-se em bico de Bunsen até a
carbonizacao. Os cadinhos foram transferidos para mufla a 550°C até destrui¢ao total da matéria
organica, posteriormente esfriaram até temperatura ambiente em dessecador e foram pesados.

Para calcular a porcentagem de cinzas na amostra foi utilizada a Equacao 4.

m

A+ 100 4
Cinzas % (E) =— “)

p

sendo,
A= massa de cinzas

P= massa de amostra
3.1.1.6 Carboidratos digeriveis

A quantificacao da porcentagem de carboidratos digeriveis € realizada através de calculo
de diferenga, ou seja, soma-se os valores dos outros componentes quimicos da amostra
(umidade, lipidios, fibras, proteinas e cinzas) e o valor que falta para perfazer a totalidade de
100% sao considerados entdo os carboidratos. Para calcular a porcentagem de carboidratos

digeriveis na amostra foi utilizada a Equacao 5.
Carboidratos = 100 — (Umidade + Lipidios + Fibras + Proteinas + Cinzas) (5)
3.2 EXTRATO AQUOSO

A partir das folhas de erva-mate trituradas e congeladas foram produzidos extratos
aquosos em diferentes concentracdes. Foram utilizadas quantidades de 5, 10, 15 e 20 g de erva-
mate adicionadas de 100 mL de 4gua destilada a 90 £ 2 °C (MENINI et al., 2007), apos 5
minutos a infusdo foi filtrada e coletada através de funil com papel filtro e, em seguida, filtrada
novamente em filtro de celulose de 0,2 pm. Estes extratos foram utilizados posteriormente para

0 ensaio em leveduras.
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3.2.1 Caracterizacdo do extrato aquoso

Ap6s a elaboragdo dos extratos aquosos foram realizadas analises de quantificacdo de

compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante pelo método de captura de radical ABTS.

3.2.1.1 Compostos fendlicos totais

A analise foi realizada segundo metodologia de Sousa e Correia (2012), com
adaptagdes. Em tubos de ensaio foram adicionados 1mL de amostra, 1 mL de etanol 95%, 5 mL
de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 50 % (v/v). Os tubos foram agitados
em vortex por 30 segundos e apos foi adicionado 1 mL da solugdo de carbonato de sodio
(Na2CO3) 5% e agitados por mais 3 segundo. Os tubos foram deixados em repouso na auséncia
de luz por 60 minutos. A amostra em branco foi preparada nas mesmas condi¢des que a amostra,
sendo o volume da amostra substituido por 1 mL de dgua. Os ensaios realizaram-se em triplicata
e os resultados estao apresentados em mg equivalentes de acido galico/mL (mg EAG/mL) de

amostra de acordo com uma curva analitica prévia, apresentada no Apéndice B.

3.2.1.2 Capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS

A analise da atividade antioxidante pelo método do radical ABTS (4acido 2,2’-azinobis-
(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfonico) baseia-se na captura deste pelos antioxidantes
presentes na amostra, avaliando-se sua capacidade de transferir elétrons/hidrogénio para
estabilizar o cation radicalar ABTS, sendo convertido em uma forma nao colorida de ABTS.
Para isso, segundo RE et al. (1999), foi preparada uma solu¢do com quantidades iguais de
radical ABTS e perssulfato de potassio, previamente misturadas de 12 a 16 horas antes da
utilizag@o para a analise e mantidas ao abrigo da luz. Seguindo o protocolo, foi adicionado 1
mL desta solu¢do mista com 10 pL de amostra do extrato de erva-mate, homogeneizando-se
em vortex e apds 6 minutos de reacdo no escuro foi feita a leitura em 734 nm com um
Espectrofotometro UV-Vis. Para a leitura dos resultados foi realizada uma curva analitica
prévia de Trolox (umol/L), apresentada no Apéndice B. Os ensaios foram feitos em triplicata e

os resultados estdo expressos umol de Trolox /L de amostra.
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33 TESTES in vivo COM Saccharomyces cerevisiae

Utilizou-se um modelo experimental in Vivo para avaliar a agdo protetora de extratos de
erva-mate, em diferentes concentragdes, frente a radiagdo gama na sobrevivéncia celular. Para
isso, foram utilizadas cepas de Saccharomyces cerevisiae haploides SC7K lys2-3 (auxotroficas
para lisina) gentilmente cedidas pelo Prof. Nelson Bracesco seguindo seu protocolo de estudo.
Para a manuten¢do das cepas as leveduras estdo sendo mantidas em placas de Petri contendo

meio nutritivo YPDA no refrigerador a 4 °C.

3.3.1 Meios de cultivo utilizados

Meios de cultura nutritivos foram usados para estudar sobrevivéncia em Saccharomyces
cerevisiae, descritos na literatura (ROSE; WINSTON; HIETER, 1990). A composi¢ao de cada

meio encontra-se detalhado a seguir:

Meio nutriente liquido YPD: 1% de extrato de levedura (Difco, US Biological, Cleveland,
EUA), 2% de bactopeptona (Difco, US Biological, Cleveland, EUA) e 2% de glicose (Sigma,
St. Louis, EUA).

Meio nutriente s6lido YPDA: YPD e 2% agar (Difco, US Biological, Cleveland, USA).

3.3.2 Preparo das leveduras para os testes

Para o inicio dos experimentos foi feito o crescimento das populagdes celulares
utilizando-se uma amostra da cepa. Retirou-se entdo uma colonia isolada do meio de cultura
YPDA sob condigdes estéreis e fez-se uma primeira transferéncia para um frasco contendo
mesmo meio YPD liquido, incubando-a durante 3 dias, sob agitacdo continua a 30 ° C, em um
agitador orbital. Esta primeira transferéncia objetivou reativar a levedura que estava em meio
refrigerado, por isso deixou-se incubando em meio nutritivo por periodo mais longo de tempo,
atingindo desta maneira uma fase estaciondria precoce (N= 1-3 x 10% células/mL), o
crescimento maximo populacional antes do declinio celular. A partir desta primeira
transferéncia foi realizada uma segunda transferéncia, que consistiu em diluir uma fragdo da

cultura celular a partir da primeira trasnferéncia em YPD, incubando-se durante 18 horas a 30
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°C com agitacao continua de modo que se obteve uma fase exponencial de crescimento celular

(N=1-3 x 107 células/mL), necessaria para a realizagdo dos ensaios posteriores.
3.3.3 Delineamento experimental

Foram utilizadas culturas de fase de crescimento exponencial (N = 1-3 x 107 células/mL)
as quais foram divididas em frascos e submetidas a diferentes tratamentos, como demonstra o

delineamento experimental na Figura 2.

Figura 2 - Delineamento experimental do teste com leveduras.

Testes in vivo Saccharomyces cerevisiae
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6 grupos controle (sem radiacdo)
C) Levedura sem extrato de erva-mate
E5) Levedura + extrato 5% erva-mate
E10) Levedura + extrato 10% erva-mate
E15) Levedura + extrato 15% erva-mate
E20) Levedura + extrato 20% erva-mate
AA) Levedura + acido ascorbico

6 grupos expostos a estressor raios gama ()
C v) Levedura sem extrato de erva-mate + v
E5 v) Levedura + extrato 5% +y
E10 v) Levedura + extrato 10% + v
E15 v)Levedura +extrato 15% + v
E20 v) Levedura + extrato 20% + v
AA v) Levedura + acido ascorbico + v

Fonte: préprio autor (2019).

Para a realizacdo dos testes, de acordo com a Figura 2, foram formados 12 grupos todos
contendo células de leveduras. Iniciando-se com os seis grupos controles, que nao foram
expostos a nenhum estressor, compreendendo um grupo somente com células de leveduras,
quatro grupos de extratos aquosos de erva-mate, respectivamente 5%, 10%, 15% e 20%, mais
levedura e um grupo contendo levedura e solugdo de acido ascorbico SmM (FUJII et al., 2010)
atuando como um antioxidante de referéncia. Seguindo o protocolo, outros seis grupos foram
igualmente formados como descrito anteriormente com a adi¢do da exposicao a um estressor,
neste caso utilizou-se a radiacdo gama. As amostras foram irradiadas em frascos de vidro com
ou sem extrato de erva-mate ou acido ascorbico. Todos os tratamentos foram adicionados aos
frascos contendo células de leveduras uma hora antes da irradiagdo e a dose absorvida por cada

frasco foi de 200Gy (Dosimetria: dosimetro de polimetilmetacrilato - Harwell Amber 3042 S),
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previamente estabelecida por uma curva dose efeito com diferentes doses absorvidas (Da) de
raios gama na faixa de 0 a 200 Gy. Apds o tratamento os frascos foram mantidos em gelo antes

do processamento das amostras, sendo posteriormente feita a analise de sobrevivéncia celular.

3.3.4 Andlise de sobrevivéncia celular

Para determinar a sobrevivéncia celular, as células de leveduras de cada grupo apods
tratamentos, demonstrados na Figura 2, foram adequadamente diluidas. Logo, as amostras
foram semeadas em placas de Petri contendo meio YPD (0,2 mL/placa, 3 placas por dose) e
incubadas a 30 °C em estufa por 3 dias. ApoOs crescimento o nimero de coldnias foi contado e
a sobrevivéncia celular foi calculada para cada tratamento, de acordo com a Equagdo 6. A
probabilidade de sobrevivéncia foi estimada através dos valores médios da contagem das

colonias de trés placas de Petri (UFC/mL).

3.4 MICROCAPSULAS

Foram produzidas microcépsulas a partir de extrato de erva-mate liofilizado para
posterior aplicacdo em estudo com ratos Wistar, visando compreender mais sobre a liberacao e
absorcdo dos compostos bioativos da erva-mate no organismo, bem como na modulacdo da

atividade antioxidante in vivo.

3.4.1 Extrato liofilizado

A partir das folhas de erva-mate trituradas e congeladas foram produzidos extratos
aquosos a 15%, com 15 g de liofilizado de erva-mate para 100 mL de 4gua. Esta concentracao
foi determinada preliminarmente, por comparagdo de valores de compostos fendlicos totais,
capacidade antioxidante por ABTS e ensaios in vivo com leveduras Saccharomyces cerevisiae.

Para a elaboragao do extrato utilizaram-se 15 g de erva-mate adicionadas de 100 mL de
agua, permanecendo esta solugdo em banho aquecido a 100 °C durante 5 minutos, de acordo
com método de Negrao-Murakami et al. (2011) com adaptagdes. Apos, o extrato foi filtrado em
bomba a vacuo para separagao dos residuos. A partir do extrato pronto, este foi colocado em
bandejas com aproximadamente 250 mL cada, foram acondicionadas a — 80 °C em ultrafreezer
por 24 h e posteriormente permaneceram em equipamento liofilizador (LS 3000 Terroni) a —

40°C, com pressao de 700 mmHg, por 96 h em média até estarem com o extrato completamente
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seco. O processo de liofilizagdo teve como intuito fazer a concentragdo dos compostos de

interesse da erva-mate para a elaboragao posterior das microcapsulas.

3.4.2 Caracterizacao do extrato liofilizado

Apos obtencao do extrato de erva-mate liofilizado este foi caracterizado quanto sua
composi¢do através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As andlises foram
realizadas em um cromatografo liquido Flexar Perkin Elmer, contendo bomba bindria com
gerenciamento de solventes e desgaseificador, com injetor automéatico Auto sampler Flexar LC
(volume de injecao foi de 20 pL), e com detector de comprimento de onda variavel Flexar PDA,
ajustado em 280 nm. Os comprimentos de onda 330 e 225 nm também foram monitorados.

Para fase estaciondria, foi utilizada uma coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm, Sum).
Para a fase movel, foi utilizado acetonitrila (grau HPLC) (solvente B) e agua ultrapura (obtida
em sistema Direct-Q da Millipore®) pH 3,1 ajustado com acido fosfoérico (solvente A), em
modo de elui¢dao gradiente. Durante 7 minutos foi utilizado as proporg¢des (89:11, A:B), apos
este periodo (85:15, A:B) por 6 minutos, em seguida (91:9, A:B) por 6 minutos e para finalizar
(89:11, A:B) por 2 minutos. O fluxo de fase mével foi de 0,8 mL/min. As inje¢des foram feitas
de modo gradiente.

O método foi adaptado de Favaretto (2014). Foram pesquisadas as substancias quimicas
de referéncia (SQR) acido fertlico (99%, Sigma Aldrich, lote STBC5005V), cafeina (Sigma
Aldrich, lote C0750), acido clorogénico (>95% Sigma Aldrich, lote SLBS0103V) e teobromina
(>99% Sigma Aldrich, lote BCBS1162V). Para o preparo das fases moéveis utilizou-se agua
ultrapurificada obtida pelo Sistema Directi-Q — Millipore®/Millipore Corporation (EUA),
acetonitrila e metanol grau HPLC e acido fosforico e acético grau PA. As solu¢des das SQRs
contendo 1000 pg/ mL foram preparadas dissolvendo 0,01 g de cada SQR em baldo volumétrico
de 10 mL com metanol grau HPLC. De cada uma das SQRs foram construidas curvas de
calibragdo prévias no mesmo dia da avaliagdo, no intervalo de 50 a 150 pg/mL.

As amostras para analise por CLAE foram preparadas utilizando 50 mg de extrato de
erva-mate liofilizado em 5 mL de dgua ultra pura. A solugdo foi filtrada com papel filtro e em
membranas de porosidade 0,45um (Millipore) antes de serem injetadas no sistema. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados estao apresentados em microgramas de composto

de interesse por ml (mcg/ml) de extrato e também em porcentagem.
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3.4.3 Elaboracéo das microcapsulas

As microcapsulas foram desenvolvidas através da técnica de geleificag@o idnica externa
seguindo os principios descritos por Yan et al. (2014) com modificagdes. O método consistiu
em elaborar uma solug@o contendo alginato de sodio (1,5%) e extrato de erva-mate liofilizado
(7,5%). A proporg¢ao entre alginato (material de parede) e extrato de erva-mate (substancia de
interesse a encapsular-se) foi de 1:5. Esta mistura ficou sob agitacdo até estar completamente
homogeénea e foi atomizada utilizando compressor de ar e bomba peristaltica acoplados a um
extensor € um bico atomizador nimero 3 (LabMaq) em solugao de cloreto de célcio 1,1%, como
demonstra a Figura 3. A propor¢ao da solucdao de alginato com extrato de erva-mate para a
solugdo reticulante de cloreto de calcio foi de 1:2. Foram utilizados pardmetros de vazao de
alimentagdo de 0,3 L/h, fluxo de ar de 10 L.min"!, pressio de 3 bar e altura de 8 + 0,5 cm entre

o liquido reticulante e o bico aspersor.

Figura 3 - Producdo de microcépsulas de erva-mate (a) e vazias (b).
—— :

Fonte: elaborado pelo proprio autor (2019).

Apo6s a formacdo das capsulas, estas continuaram sob agitagdo por 30 minutos na
solugdo de cloreto de calcio para total reticulagdo. Posteriormente, as capsulas foram filtradas
em bomba a vacuo, logo apos foram congeladas e liofilizadas. Também foram produzidas
microcapsulas vazias, sem a presenca de extrato de erva-mate, seguindo o mesmo procedimento

para atuarem como capsulas controle no ensaio in vivo posterior.
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3.4.4 Avaliacéo da eficiéncia de microencapsulacao

Apo6s a formacdo das microcapsulas foi realizada avaliagdo da sua eficiéncia de
encapsulacdo. Para tal, o residual da solucao reticulante foi filtrado e submetido a quantificagao
de compostos fendlicos totais. Através da relagao entre a quantidade de compostos fenolicos do
extrato liofilizado de erva-mate inicial e do seu residual nao encapsulado foi avaliada a eficacia
da encapsulacgdo, conforme a Equacdo 8. A analise foi realizada em triplicata a cada produgao
de microcapsulas e os resultados estdo apresentados em porcentagem.

®)
EE% = (AA, — AAg * 100)/AA,

sendo,
AA,: Atividade antioxidante do extrato inicial;

AA;: Atividade antioxidante do residuo.
3.4.5 Avaliacao do tamanho de particula

A distribuicao de tamanho de particula foi analisada utilizando a técnica de difragdo de
raios laser, com faixa de medida de 0,10 a 2000 pm. Utilizando o equipamento Bettersizer S2
foram adicionadas as microcépsulas liofilizadas no equipamento utilizando 4gua como meio de
dispersdo. Os resultados da distribui¢do de tamanhos disponibilizados pelo software do
equipamento incluem parametros estatisticos da curva de distribui¢dao de tamanhos, tais como:
- D[4,3] didmetro médio volumétrico, assumindo particulas esféricas com o mesmo volume que
as particulas reais; - D[3,2] didmetro médio de area superficial, considerando particulas
esféricas com a mesma area superficial que as particulas reais; - D10 diametro abaixo do qual
se encontra 10% do volume total das particulas; - D50 diametro abaixo do qual se encontra 50%
do volume total das particulas; - D90 diametro abaixo do qual se encontra 90% do volume total
das particulas; - Span ou largura da distribui¢do, dada pela Equacdo 9. A avaliacdo do tamanho
de particula foi realizada em triplicata e os resultados estdo apresentados em micrémetros (pm)

em todos parametro citados de D10, D50 e D90.

©)
D90 — D10

Span = DE0
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3.4.6 Caracterizacao fisico-quimica

A microcapsulas de erva-mate foram caracterizadas através da determinagdo do teor de
umidade, lipidio, proteina e cinzas propostas pelo IAL (2008) e o calculo de carboidratos foi
realizado por diferenca. A umidade foi determinada em estufa a 105 °C, o teor de cinzas em
mufla a 550 °C e o conteudo de lipidios foi determinado utilizando extrator de Soxhlet, hexano
como solvente e 6 horas de refluxo, sendo os resultados calculados por diferenca gravimétrica.
A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de Kjedhal. Os resultados estdo
apresentados em porcentagem com as respectivas estimativas do desvio padrdo e as andlises

realizaram-se em triplicata.

3.4.7 Solubilidade em agua

A solubilidade das microcéapsulas foi determinada segundo a metodologia descrita por
Cano-Chauca et al. (2005), com adaptagdes. Para as analises foi utilizado 1 g de microcapsulas
liofilizadas adicionada a 100 mL de agua destilada, obtendo-se uma suspensao. Esta foi agitada
em agitador magnético por 5 min em velocidade méaxima e temperatura ambiente.
Posteriormente filtrou-se a suspensao em tela de nylon utilizando bomba de vacuo e em seguida
foram colocados 25 mL do filtrado em placa de Petri seca e vazia, com massa conhecida a qual
levou-se a estufa a 105 °C, por 5 h. A solubilidade das microcapsulas em agua foi analisada em
duplicata. O célculo foi realizado pela diferenca de massa e os resultados foram expressos em

percentual.

3.4.8 Avaliacao Morfologica

As microcéapsulas foram observadas através de microscopia Optica para verificar sua
morfologia. As caracteristicas superficiais (externas) foram avaliadas através do uso de
microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando microscopio modelo VEGA3 Tescan,
do Parque Tecnologico da UPF. Foram realizadas micrografias das amostras, apds serem
colocadas sobre os suportes (stubs), com fita 52 de carbono dupla face e recobertas com uma
fina camada de ouro em metalizador Quorum QI50R ES, para melhorar a condutividade
elétrica. As observagdes foram realizadas com aceleragdo de 20 kV. Uma amostra das
microcapsulas vazias também foi submetida a observagdo. As imagens apresentadas sio

resultados de aumentos (zoom) de 400 e 800 vezes.
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3.4.9 Avaliacdo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

O extrato de erva-mate liofilizado, suas microcapsulas e as microcapsulas vazias foram
analisados por espectroscopia na regido do infravermelho para identificar os grupamentos
funcionais presentes. As condi¢des operacionais foram regidio de varredura 4000 a 650 cm™!,

resolucdo de 4 cm™

e o registro dos espectros se deu através de Transmitancia (%T). Os
espectros foram obtidos por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando

equipamento Cary 630 FTIR, Agilent Technologies, do Parque Tecnologico da UPF.

3.5  TESTES in vivo COM RATOS WISTAR

Com o objetivo de investigar os efeitos do extrato de erva-mate microencapsulado
comparado ao extrato livre quanto a atividade antioxidante foi executado um estudo in vivo no
modelo de roedores. Para a realizagao desta etapa foram utilizados 32 ratos machos adultos da
linhagem wistar provenientes do Biotério da UPF. Ao inicio da pesquisa os ratos tinham 12
semanas de vida, com aproximadamente 180 g de peso corporal e foram alocados em gaiolas
com cama de maravalha, respeitando uma lotagdo maxima de quatro ratos por gaiola. Os ratos
foram mantidos em um ambiente com temperatura controlada de aproximadamente 22 + 1°C,
com exaustdo do ar, em um ciclo claro-escuro de = 12 horas, com acesso a dgua e ragdo ad

libitum.

3.5.1 Aspectos Eticos

O projeto foi aprovado e registrado sob n° 043/2017 pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade de Passo Fundo (UPF).

3.5.2 Delineamento experimental
32 ratos foram divididos randomicamente em quatro grupos de tratamentos (n=8), como

demonstra a Figura 4, sendo estes: Controle (C) que consiste somente em agua, Extrato Livre

(EL), Extrato Microencapsulado (EM) e Microcapsula Vazia (MV).
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Figura 4 - Delineamento experimental do teste com ratos.

Testes in vivo ratos wistar

1) Controle (agua)
Grupos Tratamentos (n=8) 2) Extrato Livre
3) Extrato Microencapsulado
| 4) Microcapsula Vazia

l SOD
. Thoti ' CAT
Suplementacdo por 30 dias —— Futandsia ( c-tma]r | GPx
Coleta de sangue, figado e cérebro | TBARS
- FRAP

Fonte: proprio autor (2019).

Cada grupo recebeu seus respectivos tratamentos durante o periodo de 30 dias, uma vez
ao dia, no turno da manha. A administracdo das suplementagdes foi feita via gavagem (oral) e
além dos tratamentos os animais tiveram acesso a agua ¢ ragdo ad libitum. A dose dos
tratamentos foi estimada no consumo médio didrio de compostos fendlicos, segundo Taguchi
et al. (2015) com adaptacdes. Com isso, foi estabelecida uma dose-efeito de 28,57 mg de
compostos fenolicos/kg, como a dose foi de acordo com peso de cada animal semanalmente os
ratos eram pesados para o ajuste da dose-efeito. Ao final do periodo de intervengdo os ratos

foram realocados no Biotério Setorial da UPF onde ocorreu o sacrificio.

3.5.3 Coleta de material

Ap6s o periodo de 30 dias de tratamento os ratos foram devidamente anestesiados com
Isoflurano® e logo eutanaziados por guilhotina manual. Imediatamente apos foi coletado seu
sangue (em média 5 mL) através de funil, por inversdo do corpo dos animais. As amostras de
sangue foram coletadas em frascos na presenca de anticoagulante EDTA e foram centrifugadas
a 1500 x g por 15 minutos para separagdo e retirada do plasma. O figado e o cérebro também
foram retirados imediatamente, homogeneizados com tampao fosfato de potassio 20mM pH 7,5
e solucdo de cloreto de sddio 150mM, respectivamente, e centrifugados a 1500 x g por 15
minutos. O sobrenadante das amostras de sangue, figado e cérebro apos serem homogeneizadas,

foi retirado e aliquotado em volumes de 500 pl. em microtubos eppendorfs previamente
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identificados e prontamente congelados para posterior realizagdo das analises de superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase, proteinas, substancias reativas ao &cido

tiobarbitarico e determinagdo do poder de redugao do ion ferro.

3.5.4 Superoxido dismutase (SOD)

Para medir a atividade da enzima SOD no figado foi realizada uma andlise cinética
iniciada apds a adi¢do de adrenalina, segundo metodologia de Misra e Fridovich (1972). A
leitura espectrofotométrica foi medida em triplicata a 480 nm e os dados foram corrigidos pelo

teor de proteina da amostra. Os valores da enzima estdo expressos em pg SOD/mg proteina.

3.5.5 Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi determinada nos tecidos figado, cérebro e plasma através
do decaimento de absorbancia do peréxido de hidrogénio, segundo metodologia de Aebi (1984).
A leitura espectrofotométrica foi medida em triplicata a 240 nm e os dados foram corrigidos
pelo teor de proteina da amostra. A atividade enzimatica estd expressa em nmol de H20»

reduzidos/minuto/mg proteina.

3.5.6 Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada nos tecidos figado e cérebro pelo
consumo de NADPH a partir da adicdo do peroxido de hidrogénio 0,4 mM, segundo
metodologia de Floh¢ e Giinzler (1984). A leitura espectrofotométrica foi medida em triplicata
a 340 nm e a atividade da GPx foi determinada usando a extin¢do molar coeficiente 6220 M ™!
cm'. Os dados foram corrigidos pelo teor de proteina da amostra e estdo expressos em nmol

de H207 reduzidos/minuto/mg proteina.
3.5.7 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
A peroxidagdo lipidica foi estimada nos tecidos figado e cérebro pela medi¢do de

TBARS de acordo com o método de Buege e Aust (1978). A leitura espectrofotométrica foi

medida em triplicata a 532 nm e a absorbancia foi comparada com curva analitica previamente
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desenvolvida usando malonaldeido (MDA) como padrao, como demostrado no Apéndice B, e

corrigidos pelo conteudo de proteina. Os valores estdo expressos em nmol MDA/mg proteina.

3.5.8 Proteina

O teor de proteina foi determinado em todas as amostras para corre¢do nos calculos de
atividade enzimatica. O protocolo utilizado foi segundo método descrito por Bradford (1976)
utilizando o corante Comassie brilhante azul. O contetido de proteina foi medido em triplicata
a 595 nm e a absorbancia foi comparada com curva analitica previamente desenvolvida,

demonstrada no Apéndice B, usando albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

3.5.9 Determinacédo do poder de reducéo do ion ferro (FRAP)

A avaliacdo do potencial antioxidante através da redugdo férrica foi realizado no cérebro
e plasma segundo metologia descrita por Benzie e Strain (1996) com adaptagdes de Arnous et
al. (2002). A quantificagdao da capacidade antioxidante foi medida em triplicata a 620 nm e a
absorbancia foi comparada com curva analitica previamente desenvolvida, demonstrada no
Apéndice B, usando acido galico como padrao. Os dados estdo expressos em pg EAG/mL de

amostra.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram primeiramente submetidos a teste de Shapiro-Wilk para verificar se
havia distribuicdo normal. Dados considerados paramétricos foram avaliados utilizando
Analise de Variancia com pos teste de Tukey. No caso de dados ndo paramétricos foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Student-Newman-Keuls. O programa estatistico

utilizado foi o SPSS 23 e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA ERVA-MATE

Embora a composi¢ao da erva-mate ja seja conhecida na literatura cientifica, esta possui
fatores naturais intrinsecos que podem modificar sua caracterizagdo, como tipo de planta e
condi¢des ambientais de cultivo. O processamento aplicado a mesma ¢ capaz de alterar os
valores de seus componentes ¢ a qualidade sensorial do produto final (EFING et al., 2009;
ESMELINDRO et al., 2002). A caracterizagdo fisico-quimica da erva-mate estd demonstrada
na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracterizagdo fisico-quimica da folha de erva-mate.

Analises (%)
Umidade 3,41+0,23
Lipidios 5,67+0,17
Fibras 31,64+2,45
Proteinas 13,87+0,27
Cinzas 5,69+0,08
Carboidratos digeriveis 39,72+2,45

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Fonte: proprio autor (2019).

Em relagdo a umidade, a Anvisa estabelece que os valores para erva-mate comercial
devem estar entre 3,65% a 5,89% (BRASIL, 2002). Em nossa amostra, conforme a Tabela 1, o
teor de umidade verificado foi de 3,41%. Industrialmente a erva-mate ap6s a colheita passa por
um tratamento que consiste basicamente em sapeco, secagem e cancheamento. A primeira etapa
de sapeco ¢ o contato rapido das folhas direto com o fogo, por meio de um equipamento de
cilindro metalico, objetivando a retirada da umidade e inativagdo de enzimas oxidantes
(ESMELINDRO et al., 2002). Apesar da matéria-prima deste estudo ser submetida a processo
de secagem diferente do industrial, os teores de umidade foram semelhantes. A analise de
umidade ¢ um fator de controle importante, pois um baixo teor de 4gua garante a estabilidade
microbiologica do produto ao longo do tempo (HENRIQUE, 2018).

De acordo com a Tabela 1, verificamos que os carboidratos digeriveis sao o elemento

de maior quantidade na erva-mate, perfazem quase 40% da sua composi¢ao e sao responsaveis
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principalmente pelo aporte energético do organismo. Este valor de carboidratos ¢ comum em
ervas tradicionais, ndo adicionadas de agucar (SANTOS et al., 2014). As fibras sdo o segundo
componente detectado em maior nimero na amostra. Representam 31,64% da composicao,
sendo um valor significativo deste item, principalmente ponderando a adicdo desta matéria-
prima em produtos alimenticios, o que ira agregar no seu valor de fibras. Em seguida, as
proteinas completam em 13,87% a composicao centesimal da amostra. Estas macromoléculas
sdo fundamentais na sintese proteica e estdo presentes também em um nivel consideravel na
erva-mate (BRAGHINI et al., 2014).

A erva-mate ndo ¢ uma matéria-prima com grandes quantidades de lipidios, por isso
apresentaram um valor modesto de 5,67% na amostra. Bem como, para a analise de cinzas sua
quantifica¢do foi em torno de 5,7%. Contudo, nem sempre o teor de cinzas representa toda a
substancia inorganica presente na amostra, pois alguns sais podem sofrer reducdo ou

volatilizacdo nesse aquecimento (EFING et al., 2009; HENRIQUE, 2018).
42 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS AQUOSOS

Os extratos aquosos de erva-mate em diferentes concentracdes (5%, 10%, 15% e 20%)
foram caracterizados pela quantificacdo dos seus compostos fenolicos totais e os resultados

estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Compostos fenoélicos totais em diferentes concentragdes de extratos de erva-mate.
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Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes significam que ha diferenga
significativa entre as amostras (p<0,05) pelo teste de Tukey. Fonte: proprio autor (2019).
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Salienta-se que todos extratos foram desenvolvidos a partir de uma mesma amostragem
de folhas de erva-mate, submetidos ao mesmo processo de secagem e armazenamento. De
acordo com a Figura 5, podemos observar que houve diferenca significativa entre todas as
concentragdes dos extratos aquosos. O extrato de erva-mate a 5% apresentou a menor média
(0,38 £ 0,01 mg EAG/mL de extrato) enquanto que a concentracdo de 20% apresentou a maior
média (1,55 £ 0,14 mg EAG/mL de extrato). Com estes resultados podemos inferir que a por¢ao
de matéria-prima foi diretamente proporcional a quantificacdo dos compostos fenolicos nos
extratos de erva-mate.

Os compostos fenolicos sao um extenso grupo de substancias que contém um anel de
benzeno ligado com um ou mais grupos hidroxila, caracteristica que confere a estes compostos
propriedades antioxidantes, tanto para alimentos quanto para o organismo. Encontram-se em
grande quantidade na erva-mate, somente os polifenois representam de 7 a 10% do peso seco
de suas folhas (BRAVO; GOYA; LECUMBERI, 2007, GOMEZ-JUARISTI et al., 2018;
HECK; DE MEIJIA, 2007).

A quantificagao dos compostos fenodlicos geralmente demonstra forte correlagdo com
sua capacidade antioxidante total. Muitos autores ja discorreram sobre esta relagdao positiva
entre fenolicos e atividade antioxidante em frutos e plantas (BARBI, 2016; SANTOS et al.,
2018a; SILVA et al.,, 2007). No entanto, outras pesquisas demonstram que ndo ha
necessariamente uma correlacdo, devido algumas varidaveis como a metodologia de
quantificagdo, os antioxidantes testados e das caracteristicas hidrofobicas e/ou hidrofilicas do
sistema (LIMA et al., 2012; WU et al., 2004). O método de escolha para a quantificagao possui
grande importancia, embora o método de Folin-Ciocalteau seja o mais utilizado, seu reagente
pode interagir com outros compostos ndo fenolicos, promovendo resultados superestimados dos
fenolicos totais (GEORGE et al., 2005).

Apesar dos compostos fenolicos serem reconhecidos pelo poder antioxidante, seu
potencial ndo depende somente da sua quantidade, mas sim do tipo destes compostos, seu grau
de glicosilacdo e coeficiente de particdo (HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO; 2005).
Portanto, além da presenca destes componentes seu arranjo molecular vai determinar sua
atividade. Inclusive, existem modelos equacionais que conseguem estabelecer a relagdo
quantitativa da estrutura e atividade de antioxidantes fenolicos. Com base nestas equagoes
pode-se explicar os fatores de contribuigao fisico-quimicos para a atividade antioxidante (LIEN

etal., 1999).
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Por isto, neste trabalho além de quantificarmos os compostos fenolicos nos extratos de
erva-mate realizou-se a analise da atividade antioxidante dos mesmos, através da reducao do

radical ABTS, e os resultados podem ser observados na Figura 6.

Figura 6 - Capacidade antioxidante de extratos de erva-mate diferentes concentragoes.
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Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes significam que ha diferenca
significativa entre as amostras (p<0,05) pelo teste de Tukey. Fonte: proprio autor (2019).

A andlise de ABTS, segundo a Figura 6, demonstrou que os extratos com melhor
capacidade antioxidante foram o de 15% e 20% com médias de 4,39 £ 0,07 ¢ 4,51 = 0,14 (mmol
de Trolox/L de extrato), respectivamente, sem diferenga significativa entre eles. Apesar do
extrato de 20% possuir maior quantidade de compostos fendlicos, mostrado na Figura 5, a
capacidade antioxidante deste foi igual ao extrato de 15%.

No entanto, diferentemente de nossos achados, Bravo, Goya e Lecumberi (2007)
demonstraram que as preparagdes de cha mate com maior teor de fenolicos resultou em um
aumento da capacidade antioxidante, por meio de ensaios de FRAP e ABTS. Através destas
analises, Baeza et al. (2017) e Gullon et al. (2018) igualmente relacionaram a capacidade
antioxidante de diversos chéas ao seu contetido fenolico. Entretanto, para a analise de DPPH,
Gullon et al. (2018) nao evidenciaram esta relagdo no cha de erva-mate.

Nao hé consenso na literatura quanto a esta correlagdo, ¢ importante ressaltar que a
atividade antioxidante dos fendlicos pode ser modificada pela sua estrutura quimica
principalmente pela questdo da disponibilidade destes compostos. A biodisponibilidade difere

muito de um polifenol para outro, portanto, os polifenois mais abundantes na dieta ndo sdo
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necessariamente aqueles que levam as maiores concentragdes de metabolitos ativos nos tecidos
alvo (MANACH et al., 2005). Peres et al. (2013) determinaram a atividade antioxidante
individual dos principais componentes fenolicos da erva-mate através do radical ABTS
mostrando que a capacidade antioxidante ndo foi proporcional as concentragcdes dos mesmos.
A maior concentragao de fenolicos identificados foram os 4cidos cafeoilquinicos, no entanto,
estes ndo representaram o principal contribuinte para a capacidade antioxidante da erva-mate
no estudo.

A simples caracteriza¢do dos extratos ndo nos permite entender de que forma ocorre a
contribuicao do consumo de erva-mate para a atividade antioxidante e seus efeitos biologicos
in vivo. Para isso, testaram-se em uma segunda etapa os extratos de erva-mate nas mesmas
concentragoes de 5%, 10%, 15% e 20% em um modelo de leveduras Saccharomyces cerevisiae.
O intuito da utilizagdo deste modelo in vivo foi verificar qual extrato de erva-mate adicionado
ao meio de cultura das leveduras era mais eficaz na sua defesa antioxidante diante o estressor

raios gama, através da analise de sobrevida.

4.3 TESTES in vivo com Saccharomyces cerevisiae

Os resultados do ensaio de sobrevida consta na Tabela 2. Podemos observar para o teste
de sobrevida que os maiores indices de crescimento celular estio concentrados nos grupos
controles: Controle, Extrato 5%, Extrato 10%, Extrato 15%, Extrato 20% e Acido ascorbico.
Os valores de sobrevida destes controles apresentaram diferenca significativa perante os grupos
v (gama), v + extrato 5% e y + extrato 10%.

Em seguida, podemos constatar que o grupo y + dcido ascérbico ndo apresentou
diferenca significativa ao acido ascorbico, demonstrando que houve um crescimento similar ao
seu controle. Ja os grupos y + extrato 15% e y + extrato 20% conseguiram apresentar valores
semelhantes de sobrevida em comparacdo a todos os controles, sem diferenca significativa,
demonstrando que os extratos de erva-mate de 15% e 20% mantiveram a viabilidade celular
padrdo apesar das radiagdes ionizantes.

Na andlise de sobrevida quanto mais leveduras crescerem significa um melhor
desempenho do grupo. Para os que foram irradiados, normalmente, ocorreria uma diminuicao
da viabilidade celular pela agdo do estressor, ja que a radiagdo gama possui uma ac¢ao ionizante
ocasionando morte celular ou mutagénese. Entretanto, estas reacdes podem ser reversiveis
através de mecanismos redox pela acdo de compostos antioxidantes unicos ou em conjunto

(REISZ et al., 2014). Se o crescimento celular dos grupos y + extrato 15% e y + extrato 20%
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igualaram-se aos controles, valores tidos como padrao de crescimento, quer dizer que houve
uma certa protecao das células pelos componentes da erva-mate nestas células. Apesar destes
extratos nao apresentarem diferenca significativa diante dos outros grupos que foram

irradiados.

Tabela 2 - Sobrevida do ensaio com leveduras.

Grupo Sobrevida (UFC/mL)
Controle 400,00+£67,55 a
Extrato 5% 372,00+71,63 ab
Extrato 10% 383,00+154,06 abc
Extrato 15% 391,00+71,14 abce
Extrato 20% 379,00+£67,43 abc
Acido ascorbico 367,00+64,09 abed
Y (gama) 59,83+0,90 e
v + extrato 5% 75,80+6,39 ¢
y + extrato 10% 71,80+£8,02 e
y + extrato 15% 135,63+11,39 abcde
y + extrato 20% 100,00+12,08 abcde
v + acido ascorbico 83,77+13,79 de
p-valor 0,0010

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas
nao diferem entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p>0,05). UFC: Unidades Formadoras de Colénia.
Fonte: elaborado pelo autor (2019).

O modelo de leveduras ¢ 6timo para verificagdo do efeito de certos compostos no
funcionamento das células in vivo. Isto ocorre pela sua capacidade rapida de resposta as
modificagdes do ambiente, como um estimulo ou submissdo a estressores (KESZENMAN;
CANDREVA; NUNES, 2000). Em ensaio com leveduras geneticamente deficientes em defesas
antioxidantes, Piovezam-Borges e colaboradores (2016) compararam o efeito protetor de dois
extratos, o de cha preto e mate, sobre a sobrevida destas leveduras. Os autores demonstraram
que ambos estimularam o crescimento de cepas de S. cerevisiae, sendo que o extrato de erva-
mate se mostrou melhor para o crescimento das leveduras em relagao ao cha-preto.

Outra pesquisa realizada com leveduras avaliou a atividade antioxidante de compostos
isolados como flavonoides, acido ascorbico e vitamina E em células submetidas ao estressor

apomorfina. Soares, Andreazza e Salvador (2003) mostraram que prote¢do dos flavonoides foi
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superior as outras substancias. Nota-se que os compostos flavonoides, responsaveis pelo
aumento da sobrevida descrito pelos autores, estao presentes também nos extratos de erva-mate.
Apesar do seu mecanismo de acdo antioxidante ndo ser bem esclarecido, possivelmente ocorre
devido a sua capacidade em doar hidrogénios para os radicais livres, estabilizando-os e
impedindo o estresse oxidativo de danificar os tecidos causando morte celular. Além do mais,
alguns flavonoides podem complexar-se com metais, diminuindo a geracdo de radicais
hidroxila (BRACESCO et al., 2007).

Quando substancias separadas sdo estudadas ¢ possivel identificar exatamente o
composto responsavel pela acdo no organismo. O extrato de erva-mate por se tratar de uma
matriz complexa possui uma variedade de compostos desde nutricionais, como carboidratos,
vitaminas e mineiras, até antioxidantes, como compostos fendlicos, metilxantinas e saponinas.
Devido a esta vasta gama de componentes ndo podemos atribuir os efeitos no aumento da
sobrevivéncia a apenas um deles, segundo Bracesco et al. (2007) este grupo de compostos
possivelmente age sinergicamente neutralizando as EROs por mecanismos de reducdo e/ou
captura destes.

O extrato de erva-mate representa uma forma de consumo conveniente, ja que pode ser
vantajoso obter essa diversificagdo de substancias em um mesmo produto. Assim como a
atividade antioxidante pode depender de muitos compostos, salienta-se que a determinacao da
capacidade antioxidante in vivo também resulta de varios elementos como o microrganismo
aplicado, agente estressor escolhido, tipo de extrato/composto adicionado ao meio, entre outros
(SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR, 2003).

Quando reunimos nossos resultados de caracterizagdo do extrato de erva-mate,
compreendido pela quantificacdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante por ABTS,
e os resultados obtidos in vivo pela analise de sobrevida, o desempenho do extrato de 15%
parece ser favoravel aos demais. Sendo assim, o extrato aquoso de erva-mate na concentracao
de 15% foi o escolhido para a continuagdo desta pesquisa, onde 0 mesmo passou por um
processo de liofilizacdo e logo apds foi utilizado na elaboragdo de microcdpsulas. Tanto o
extrato liofilizado quanto as microcapsulas de erva-mate foram caracterizados e depois

empregados em ensaio in vVivo em ratos Wistar, etapa final do nosso estudo.

44 CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO

O extrato de erva-mate liofilizado foi caracterizado por cromatografia (CLAE) com

intuito da identificacdo e quantificagdao dos seus principais compostos bioativos. Os resultados
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encontram-se na Tabela 3. No apéndice C estd apresentado o cromatograma com os respectivos

picos dos elementos.

Tabela 3 — Teores de compostos bioativos do extrato de erva-mate liofilizado

quantificados por CLAE.
Composto Quantidade (mg/mL)
Teobromina 87,59+0,52
Cafeina 68.85+1,71
Acido clorogénico 394,16+4,01

Resultados expressos como média + desvio padrao. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

De acordo com a Tabela 3 podemos visualizar, dentre os compostos investigados no
extrato liofilizado, que o presente em maior quantidade foi o 4cido clorogénico, representando
quase 395 mg/mL do extrato. O &cido clorogénico é um composto fenolico, dentre muitos
inseridos na erva-mate, formado por isomeros de ésteres de acido cafeico com acido quinico
(PERES et al., 2013). A alta concentragdo desta substancia no extrato de erva-mate ¢ descrito
na literatura, onde constata-se que os acidos clorogé€nicos, em especial os mono e
dicafeoilquinicos, sdo o principal componente da fracdo fendlica desta planta (BRAVO;
GOYA; LECUMBERI, 2007; COLPO et al., 2016).

Quando compararam diferentes espécies de plantas llex, Filip et al. (2001) mostraram
que a llex paraguariensis tem maior contetido de derivados de acido cafeoilquinico e
flavonoides do que as outras espécies testadas. Estas substancias sdo associadas aos possiveis
beneficios a saude pelo consumo frequente da erva-mate, incluindo a promocao da homeostase
e protecdo das membranas celulares ¢ DNA (BOADO; FRETES; BRUMOVSKY, 2015;
BRACESCO et al., 2011; FAGUNDES et al., 2015).

Além do composto fenoélico, o segundo elemento identificado em maior quantidade foi
a teobromina, seguido da cafeina. Ambos componentes sao alcaloides, inclusos na classe das
metilxantinas, tendo efeitos estimulantes na atividade cerebral, sistema nervoso central, coragao
e acdo diurética (MEINHART et al., 2010; SCHUSTER, MITCHELL, 2019). Diante disso, a
erva-mate tem sido considerado um alimento com apelo funcional por conter o acido
clorogénico como componente majoritario no chimarrao, seguido das metilxantinas

(DARTORA et al., 2011; PERES et al., 2013).
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Mateos et al. (2018) identificaram 46 compostos fendlicos e duas metilxantinas na erva-
mate usando HPLC-DAD, avangos importantes na caracterizagdo desta planta que possui um
teor moderado de metilxantinas, com alta poténcia antioxidante principalmente associada ao
seu conteudo polifendlico. No entanto, ja foram relatados mais de 196 compostos quimicos
volateis na erva-mate, nao podendo-se descartar um efeito global sinérgico do conjunto de seus
componentes naturais. Outra questdo relevante ¢ a possibilidade de que algum componente
modifique a absor¢do de outro, e por consequéncia altera-se a atuacdo no metabolismo

antioxidante (HECK; DE MEJIA, 2007).

45  EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia ao encapsular uma substancia depende de alguns fatores, dentre eles, a
técnica de microencapsulacdo empregada, os agentes utilizados como encapsulante e ntcleo e
as condigdes do processo, tais como temperatura ¢ pH (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE,
2016).

A gelificagdo i6nica externa utilizada neste estudo ¢ uma das tecnologias mais simples e
convenientes no campo da encapsulacao. Utilizou-se o alginato de s6dio como encapsulante pela
sua capacidade de gelificacdo instantanea a temperatura ambiente quando em contato com a solugao
reticulante de cloreto de calcio (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; YAN etal., 2014).

Durante a elaboracdo das microcapsulas testaram-se diferentes proporgdes entre
encapsulante e nucleo, de 1:2, 1:3 até 1:5. A eficiéncia de encapsulagdo variou conforme este

parametro como pode-se observar na Tabela 4.

Tabela 4 — Eficiéncia de Encapsulagdo das microcapsulas.

Proporc¢édo Encapsulante:Nucleo Eficiéncia de Encapsulacéo (%0)
1:2 89,93 +2,22
1:3 84,35+ 1,66
1:5 64,73 £ 11, 32

Resultados expressos como média + desvio padréo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Nota-se na Tabela 4 que quanto menor a propor¢ao de ntcleo para material de parede a
eficiéncia foi mais elevada. Yan et al. (2014) ao otimizarem seu processo de encapsulamento

avaliaram que para melhorar a eficiéncia de encapsulacdo era necessaria uma relagdo baixa de
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ficocianina para alginato, em uma razao de 1,5: 1. Apesar do encapsulante utilizado por estes
autores ser igual ao empregado em nosso estudo, seu material de nucleo era distinto e sabe-se
que natureza da substidncia de interesse a se encapsular pode variar completamente as
proporgdes ideias para garantir uma boa eficiéncia de encapsulagao.

Ainda sobre o agente utilizado como encapsulante, solu¢des com baixas quantidades de
alginato sdo frageis e permitem a difusdo dos compostos encapsulados. Ao passo que solugdes
muitos viscosas afetam a extrusdo e formam cépsulas mais duras. Aumentando a porcentagem
de alginato formam-se mais cadeias poliméricas e uma rede de gel mais concentrada, com
menos poros € uma membrana externa mais grossa. Apesar de melhorar a eficiéncia de
encapsulacdo pode-se tornar dificil a liberagdo posterior do biocomposto de nucleo
(HADIYANTO et al., 2017).

A concentracdo de alginato utilizada neste estudo foi de 1,5%, como sugestdo para
proximos estudos, a variagdo deste parametro pode ser interessante ja que formulagdes de
alginato com viscosidade média parecem conseguir encapsular melhor alguns compostos como
polifenodis (CUJIC et al., 2016). Cérdoba, Deladino e Martino (2013) trabalharam com extrato
liquido de erva-mate e para aumentar sua eficiéncia de encapsulagdo de 55% para 65%
adicionaram amido ao hidrogel de calcio-alginato.

Apesar dos valores de eficiéncia apresentados na Tabela 4, o principal intuito com a
encapsulacdo era reter o maximo de compostos bioativos em uma menor quantidade de
capsulas. Por isso, além de utilizarmos um extrato de erva-mate liofilizado, ja concentrado
quanto ao extrato aquoso, optou-se por usar uma propor¢ao de cinco partes de nicleo para uma
de encapsulante. Desta maneira, a eficiéncia das cépsulas utilizadas foi de 64,73%, ainda que
apresentando menor eficicia quando comparada a outras propor¢cdes de nucleo para
encapsulante, estas continham uma quantidade superior de compostos fendlicos (134,94 mg
EAG/g de capsula).

Como o objetivo da aplicacdo das microcapsulas era um estudo de suplementagdo in
Vivo em ratos Wistar, estes tinham limitagdes quando a quantidade maxima de ingestdo de
capsulas. Portanto, era primordial que o conteido de compostos fendlicos fosse o mais
concentrado possivel para suprir a dose-efeito necessaria. A dose-efeito a que os animais foram
submetidos foi baseada na quantificagdo de compostos fenolico, logo, a medida de eficiéncia
de encapsulacdo baseou-se nesta analise.

Contudo, existem outras maneiras de avaliar a eficacia de encapsulagdo, através por
exemplo da mensuracdo de um constituinte presente na matriz ou até mesmo pelo bioatividade

de um componente de interesse. Dependendo das caracteristicas de nucleo podem-se utilizar
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diversas metodologias como CLAE, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa,

espectroscopia ou titulacio (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).
46 AVALIACAO MORFOLOGICA

As microcapsulas de erva-mate e vazias foram avaliadas morfologicamente através de

MEYV e podem ser visualizadas nas Figuras 7 e 8.

Figura 7 - Micrografias de microcapsulas de erva-mate nos aumentos 400x (a) e 800x (b).
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Fonte: proprio autor (2019).

Pelas micrografias nota-se um formato irregular em ambas microcépsulas, no entanto as
que contém erva-mate aparentam estar mais irregulares, conforme Figura 7. Isto pode ter
ocorrido pois na elaboragao das microcapsulas utilizou-se alta propor¢ao de nicleo em relagao
ao alginato (5:1). Quando Yan et al. (2014) adicionaram 3 partes de nucleo para 1 de alginato
também obtiveram particulas sem formato definido, indicando que o melhor seria reduzir pela
metade a propor¢do do nucleo. Esta relagdo parece ser determinante no formato das
microcapsulas, pois a elevada quantidade de extrato liofilizado de erva-mate exigiria
provavelmente uma maior concentragdo de alginato para conseguir desenvolver uma
reticulagdo mais potente e eficaz, melhorando o aspecto das microcépsulas.

Além disso, devido a grande quantia de solidos do liofilizado ocorreu um aumento da
viscosidade da solugdo. Como ja mencionado antes, esta viscosidade excessiva pode prejudicar

a extrusdo destas capsulas, propiciando efeitos adversos em seu formato. Por esta razdo as
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microcapsulas vazias, somente formadas por alginato em solucdo reticulante, tenham

apresentado uma forma um pouco menos irregular, como demonstra a Figura 8.

Figura 8 - Micrografias de microcapsulas vazias nos aumentos 400x (a) e 800x (b).

J = \ — —
SEM HV: 25.0kV  Date(m/dly): 11/06/18 SEMHV: 25.0 kV  Date(m/dly): 11/06/18
View field: 1.04 mm Det: BSE View field: 519 pm Det: BSE 100 pm
SEM MAG: 400 x Vazia_400x UPFParque SEM MAG: 800 x Vazia_800x UPFParque

Fonte: proprio autor (2019).

Além da irregularidade no formato, pode-se observar um aspecto poroso nas
microcapsulas. Isto ¢ capaz de ser decorrente da técnica de geleificagdo idnica externa. Apesar
deste protocolo ser simples, facil e barato de reproduzir umas das desvantagens ¢ a possibilidade
de formacdo de matrizes porosas (LIU et al., 2002). Sugere-se que para obter capsulas com
formato regular esférico e com menos poros seja necessario, além de acrescentar alginato,
aumentar a concentracdo do reticulante cloreto de calcio, pois devem existir ions calcio
suficientes para interagir com o alginato (YAN et al., 2014).

Outra questdo importante ¢ que as microcapsulas foram submetidas ao processo de
liofilizagdo para preservar seu armazenamento, impedindo a degradagdo de seus compostos
bioativos. Pode-se atribuir a este processo também o formato irregular das microcapsulas, ja
que a eliminacdo da dgua pode ocorrer através dos seus poros, ocasionando uma distor¢do no
formato das cépsulas (CUJIC et al., 2016).

Assim como, a retirada de dgua das cépsulas na liofilizacdo € possivel de desestabilizar
a matriz estrutural de cdlcio-alginato, deixando-as achatadas, evidenciando novamente a
importante ligacdo entre presenga suficiente do reticulante para a formag¢ao adequada das redes
de alginato. Hadiyanto et al. (2017) e Rosenberg, Kopelman e Talmon (1985) relataram
formatos irregulares devido a rapida evaporacao da agua durante a liofilizacao. Por esse motivo,

a secagem sob condi¢cdes ambientais foi a método de escolha de Deladino et al. (2008)
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mantendo a forma esférica das microcapsulas. Entretanto, o formato em si nao influencia o
conteudo das microcapsulas, que através de seus compostos bioativos presentes poderdo

exercer seus possiveis beneficios.

47 TAMANHO DE PARTICULA

O tamanho de particula foi avaliado através do método de difracdo de laser no
equipamento Bettersizer e o resultados estdo apresentados na Tabela 5. No apéndice D esta
demonstrado um relatério de uma das triplicatas da andlise gerado pelo software do

equipamento.

Tabela 5 — Porcentagem e tamanho de particula das microcépsulas de erva-mate

medido pelo método de difracao de laser.

Porcentagem das microcépsulas Tamanho de particula (um)
10% 59,93+0,47
50% 180,43+1,56
90% 376,30+10,72

Resultados expressos como média + desvio padréo. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

A avaliagdo do tamanho de particula ¢ util no quesito de classificacdo das capsulas
formadas. Estas geralmente sdo classificadas por tamanho em trés categorias: macro- (>5.000
um), micro- (0.2 — 5.000 um) e nanocapsulas (<0.2um) (RE, 1999). Neste trabalho constatou-
se que o didmetro médio de Sauter, D[3,2], foi de 91,42 um. Este parametro relaciona o volume
e a superficie das gotas da fase dispersa, proporcionando uma medida do diametro médio, onde
estd a maioria das particulas (BENAVIDES et al., 2016).

Ainda, o parametro D90 que representa o tamanho méaximo de 90% das capsulas foi de
376,30 wm, juntamente com as medidas D50 (180,43 wm) e D10 (59,93 wm), todas as
porcentagens detectadas demonstram que as capsulas formadas se enquadram na classificagao
de microcapsulas, com diametros abaixo de 1000 xm. O valor de span apresentado foi de 1,75,
indicando uma ampla faixa de distribui¢ao de tamanho, quanto mais préximo o valor de 1 indica
uma homogeneidade maior de amostra.

O tamanho de particula gerado pela técnica de gelificagdo idnica pode variar de um até

mm, dependendo de qual instrumento ¢ utilizado na extrusao ou aspersdao da solu¢ao. O



66

processo de extrusao consegue ocorrer de diferentes formas, alguns protocolos utilizam bomba
peristaltica de baixa pressdo para o gotejamento, gerando particulas na faixa dos 6 mm
(LANCANOVA, 2014), enquanto outros envolvem o simples gotejamento da solugdo usando
seringas, garantindo tamanho de particulas também na faixa dos mm, didmetros considerados
grandes (CULPI et al., 2010).

Ja quando a gelificacao ¢ feita através da aspersao da solucdo com auxilio de um bico
concéntrico de pulverizagdo e uma bomba peristaltica, forma-se um jato de liquido que se move
através da quebra do ar formando pequenas gotas que caem na solugdo reticulante, dando forma
as microcapsulas (ROCHA, 2017). A realizagdo do procedimento por meio da aspersao gera
particulas menores, com tamanho na faixa de um, em comparacao ao método convencional de
extrusdo.

Estudos que utilizaram técnicas de aspersdo, semelhante a que empregamos neste
estudo, como Rocha (2017) produziu microcapsulas contendo suco de tomate com tamanho
médio de 560,76 pm. Assim como, Nogueira (2013) obteve microcapsulas com tamanho entre
91,3 ¢ 130,4 um utilizando também um bocal atomizador de alta pressao.

Outra vantagem do método de aspersdao além do tamanho reduzido das particulas ¢
maior agilidade de processamento para formagdo das goticulas. Desta maneira, o método de
gelificagdo i0nica pode ser empregado em escala em industrial para produgao de microcapsulas

ricas em compostos bioativos.

48 SOLUBILIDADE DAS MICROCAPSULAS

As microcapsulas apresentaram solubilidade de 21,2 + 1,69% quando submetidas a
agitacdo por 5 min em agua. A solubilidade ¢ um fator importante pois ¢ fundamental na
defini¢do das condicdes em que a capsula podera ser utilizada e em quais circunstancias ela
sera dissolvida. A baixa solubilidade em d4gua era uma caracteristica desejada nas
microparticulas produzidas neste estudo, primeiramente pensando que seu veiculo de ingestdo
seria em meio aquoso, para administragdo no protocolo in vivo. Na sequéncia, a insolubilidade
aquosa era requerida pois a capsula ndo podia desintegrar-se quando prontamente introduzida,
pois o intuito eram os compostos bioativos da erva-mate manterem-se encapsulados durante a
passagem do estdmago e serem absorvidos sem grandes perdas no tecido alvo, o intestino.

Na gelificagdo idnica ¢ possivel utilizar diversos tipos de hidrocoloides, que sdo
polimero de polissacarideos que podem dissolver na dgua ou formar solugdes viscosas e/ou

géis. O alginato ¢ um destes polissacarideos utilizado como encapsulante e apesar de ser um
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biopolimero soluvel em agua ele € capaz de formar uma estrutura de gel através da reticulagao,
aprisionando os compostos bioativos, em uma estrutura conhecida como “caixa de ovo”
(LOPES et al. 2017). A reticulacdo ¢ a maneira de tornar certas substancias insoltiveis em agua
e a liberagdo do material de nticleo pode ser controlada a partir do grau de reticulagdo. Sendo
assim, quanto maior o grau de reticulagao mais dificil a difusao do material (LI et al., 2009). A
liberacdo do composto microencapsulado ocorre por difusdo através do relaxamento da
estrutura do gel.

Apesar da gelificagdo i0nica ser conhecida por desenvolver particulas insoliveis em
agua, sabe-se que pelo método externo podem-se gerar matrizes porosas. De acordo com
Cérdoba, Deladino e Martino (2013) a presenca de macroporos na matriz de alginato facilita a
difusdo de moléculas hidrofilicas. Talvez a baixa porcentagem de alginato na elaborag¢do de

nossas microcapsulas tenha causado uma porosidade consideravel em sua estrutura.

49 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MICROCAPSULAS

A partir da caracteriza¢do das microcapsulas, indicada na Tabela 6, podemos verificar
que os teores de umidade (3,49%) e lipideos (4,81%) foram similares aos apresentados na
caracterizacdo da matéria prima (3,41% de umidade e 5,67% de lipideos). Na sequéncia, a
quantificagdo de fibras nas microcépsulas demonstrou um valor de 1,35%, percebe-se uma
grande variagcdo neste teor quanto a matéria prima (31,64%). No entanto, ¢ um resultado
aceitavel ja que as capsulas contém o extrato liofilizado de erva-mate, sendo eliminada a parte
das fibras das folhas.

Quanto as cinzas, o valor encontrado foi de 19,09%, teores maiores em relagao a matéria
prima (5,69%). Possivelmente o que contribuiu para o aumento neste componente foi a
participagdo dos elementos da encapsulagdo, o alginato de sodio e o cloreto de calcio, ambos
apresentam sais minerais (Na e Ca) em sua composi¢cdo. Assim como, os carboidratos
quantificados nas microcéapsulas (62,72%) apresentaram valores mais elevados comparados a
erva-mate (39,72%) igualmente devido ao alginato empregado na microencapsulagdao. O
alginato utilizado como material de parede ¢ um polissacarideo, como ja comentado

anteriormente, logo, aumenta os teores de carboidratos da amostra.
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Tabela 6 — Caracterizagdo fisico-quimica das microcapsulas de erva-mate.

Anélise (%)
Umidade 3,49+0,03
Lipidios 4,81+0,31
Fibras 1,35+0,06
Proteinas 8,61£0,55
Cinzas 19,01+0,49
Carboidratos digeriveis 62,72+0,83

Resultados expressos como média + desvio padrao. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

410 AVALIACAO POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros das amostras de nosso estudo gerados na andlise de FTIR estdo
apresentados na Figura 9. A espectroscopia auxilia na identificacdo dos grupamentos funcionais
que se encontram nos mais diferentes materiais. O espectro ¢ resultado da interacao entre a luz
infravermelha que penetrou na camada fina de superficies de amostras e a composicao quimica
das mesmas (LEE; LIONG; JEMAIN, 2017). As substancias absorvem a radiacao
infravermelha gerando uma vibragdo molecular, o grupo molecular caracteristico de cada
frequéncia € entdo identificado. Sendo assim, esta andlise foi capaz de caracterizar a estrutura
molecular do extrato liofilizado de erva-mate e a interagdo deste com os materiais de parede

das capsulas, assim como das capsulas vazias.
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Figura 9 - Espectros gerados na analise de FTIR para extrato liofilizado de erva-mate,

microcapsulas de erva-mate e microcapsulas vazias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

De acordo com a Figura 9, podemos identificar no extrato liofilizado de erva-mate (linha
vermelha) uma banda pronunciada em 3259,55 cm™ referente ao grupamento hidroxil, que pode
estar inserido em componentes como agua, alcoois e compostos fenolicos. Podemos inferir que
esta banda se refere aos compostos fenolicos, amplamente identificados no extrato de erva-mate
(ISTENIC; KOROSEC; ULRIH, 2016). Ainda no extrato podem ser observadas as bandas
2922,23 ¢ 2853,28 cm’! referentes ao estiramento da ligagdo C-H, representando cadeias
alifaticas de carbono, que podem estar presentes em alguns bioativos da erva-mate, como acido
clorogénio e acido caféico (SANTOS; DE MORAIS, 2015).

Estas trés bandas citadas no extrato liofilizado também podem ser observadas nas
microcapsulas de erva-mate (linha azul), no entanto, em menor intensidade. Isto pode ocorrer
pois a gelificacao i6nica € uma técnica que gera particulas do tipo microesferas, onde o nucleo
encontra-se disperso por toda matriz, inclusive na superficie da capsula. Sendo assim, os
grupamentos funcionais contidos no extrato podem ser detectados em menor intensidade na
parte externa das microcapsulas de erva-mate, o que indica que a encapsulagao envolveu o
material de nucleo protegendo-o.

Outras bandas manifestadas no extrato liofilizado foram em 1364,21 cm’!, referente a

grupamentos metil contidos nos compostos antioxidantes do extrato e em 1239,34 cm™, que
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identifica a ligagdo C-O caracteristica de fendis, contidos nos compostos antioxidantes do
extrato (DELADINO et al., 2008; GULLON et al., 2018).

A semelhanca vibracional das microcépsulas de erva-mate e vazias ¢ devido ao FTIR
medir a superficie da amostra. As vibragdes da banda em 1418,25 cm™ nas microcapsulas vazias
podem ser caracteristicas de grupo carboxilatos, encontrados na estrutura de moléculas de
alginato, presente na parte externa das capsulas (HADIYANTO et al., 2017). Esta mesma banda
aparece nas microcapsulas de erva-mate, porém com menor intensidade. Isto nos permite
concluir que os parametros utilizados na encapsulacdo foram eficientes, ja que ambas particulas
foram elaboradas como o mesmo material de parede.

Algumas bandas podem ser identificadas em todas amostras pela presenga de algum
grupamento ou ramificagio molecular em comum. A banda em 159344 cm™ representa o
grupamento amina. No extrato de erva-mate esta banda indica presenga das metilxantinas,
enquanto para as capsulas vazias identifica a reticulagdo do alginato. A banda 1028 cm
descreve o alongamento de C=0. No extrato de erva-mate este grupamento esta presente nos
seus compostos antioxidantes da erva-mate, como acido clorogénico, teobromina e cafeina. Ja
nas capsulas vazias essa banda sugere a ligagdo do Ca*" aos 4cidos guluronicos da rede alginato
(BLANDON et al., 2016).

A microcépsula de erva-mate apresentou um perfil de vibragdes intermedidrio entre
extrato liofilizado e capsulas vazias. Isto € um aspecto positivo pois espera-se que as
microcapsulas de erva-mate tenham similaridades com o extrato liofilizado, j&4 que este perfaz
o nucleo das microcapsulas, assim como as capsulas vazias, pois sdo compostas somente de
alginato, material utilizado como encapsulante. Com isso, demonstra-se a perfeita interacdo

entre as substincias de material de parede e nucleo.

4.11 ENZIMAS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE in vivo

Para avaliar a capacidade antioxidante das microcapsulas de erva-mate em comparagao
a seu extrato livre foi desenvolvido um estudo de suplementacado in vivo com ratos Wistar por
30 dias. Apos este periodo, a atividade das enzimas SOD, CAT e GPx foram quantificadas no
plasma, figado e cérebro dos animais, bem como atividade antioxidante e peroxidacdo lipidica
nos mesmo tecidos.

Na Tabela 7 podemos observar a quantificacao da atividade da SOD no figado. Os
grupos extrato livre e extrato microencapsulado de erva-mate apresentaram diferenca

significativa ao grupo das microcapsulas vazias. Em ambos grupos contendo erva-mate foram
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evidenciados os menores valores enzimaticos da SOD, no entanto, nao apresentaram diferenca

significativa em relagdo ao controle.

Tabela 7 — Atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) medida no figado de ratos.

Grupo Figado .
(ng de SOD/mg proteina)
Controle 9,47+4,81 a
Extrato livre 5,20+1,17 ab
Extrato microencapsulado 7,09+2,43 ab
Microcépsula vazia 13,85+£3,81 a
p-valor 0,0010

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras minusculas nas colunas
ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor (2019).

As atividades das enzimas CAT e GPx foram igualmente quantificadas e os resultados
estdo expostos nas Tabelas 8 e 9. Podemos observar que em ambas enzimas o extrato livre,
exclusivamente, foi capaz de reduzir os niveis enzimaticos, com diferenca significativa aos
demais grupos. Esta diminuicao conseguiu ser detectada apenas no tecido hepatico, onde a CAT
e GPx s3o conhecidas por possuirem alta atividade, enquanto outros 6rgaos como cérebro

possuem pequenas quantidades destas enzimas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).

Tabela 8 — Atividade da enzima catalase (CAT) medida no cérebro, figado e plasma de ratos.

Grupo Figado Cerebro Plasma
(nmol de H202 reduzidos/minuto/mg proteina)
Controle 0,046+0,011 a 0,019+0,016 a 0,561+0,32 a
Extrato livre 0,032+0,011 b 0,022+0,027 a 0,496+0,42 a
Extrato microencapsulado  (,047+0,007 a 0,012+0,021 a 0,602+0,40 a
Microcapsula vazia 0,048+0,012 a 0,013+0,015 a 0,589+0,45 a
p-valor 0,0001 0,6172 0,9380

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas
nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tuckey para figado e plasma, e pelo teste de Student-Newman-Keuls
para cérebro. Fonte: elaborado pelo autor (2019).
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Tabela 9 — Atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) medida no figado e cérebro de

ratos.
Grupo Figado Ceérebro
(nmol de H202 reduzidos/minuto/mg proteina)
Controle 0,023+0,007 a 0,009+0,007 a
Extrato livre 0,017+0,001 b 0,010+0,007 a
Extrato microencapsulado 0,021£0,002 a 0,007+0,004 a
Microcépsula vazia 0,020+0,006 a 0,004+0,003 a
p-valor 0,0020 0,1800

Resultados expressos como média & desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas
ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls para figado, e pelo teste de Tukey para
cérebro. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

As alteragdes nas atividades enzimaticas sinalizam as condi¢des de defesa do
organismo. Quando hé geracdo de radicais livres ocorre o acionamento do sistema antioxidante
endogeno, as células tendem a aumentar suas defesas primarias. Com isso, as enzimas SOD,
CAT, GPx sao ativadas, principalmente a SOD que ¢ a precursora na neutralizagao dos radicais
livres, elevando estas enzimas no corpo para converter tais espécies em moléculas estaveis
(COLPO, 2017; SANTOS et al., 2018D).

O consumo regular de bioativos dietéticos configura como um refor¢o exogeno
antioxidante no combate as ERO. Existem duas possibilidades de atuagio destas substancias no
organismo. A primeira ¢ estimulando a atividade enzimatica, como demonstrado em diversos
estudos com erva-mate (BOAVENTURA et al., 2015; LIMA, 2017; DE OLIVEIRA et al.,
2018). A segunda maneira seria agindo diretamente na neutralizacdo dos radicais livres, pela
acao de sequestro dos EROs. Os antioxidantes exdgenos ligam-se as espécies reativas e as
estabilizam (BARBOSA et al., 2010; SANTOS et al., 2018Db).

A erva-mate e seus biocompostos sao conhecidos por estabilizar os radicais livres
através da doagdo de elétrons ou pela quelacao de metais (LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO,
2011; SCALBERT et al., 2005). Em nosso estudo com roedores, os grupos suplementados com
erva-mate diminuiram a sintese das enzimas SOD, CAT e GPx. Este resultado pode ser
entendido por uma acao de “feedback” negativo. As EROs tém acdo de sinalizadores celulares
que ativam vias de regulagdo de genes relacionados a expressdo de enzimas que regulam o
equilibrio intracelular entre oxidantes e antioxidantes. Supostamente, a ingestdo da erva-mate
com sua oferta de bioativos antioxidantes foi eficaz e suficiente para garantir a homeostase,

reduzindo a necessidade de produgdo das enzimas endogenas SOD, CAT e GPx.
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A modulacao antioxidante através da ingestdo de compostos bioativos ¢ relatada na
literatura por outros autores. Boado, Fretes ¢ Brumovsky (2015) avaliaram que os polifendis
consumidos na infusdo de erva-mate tiveram um efeito de economia sobre as defesas
antioxidantes naturais em humanos, melhorando a capacidade antioxidante no plasma. Algumas
pesquisas em modelos de roedores, como Schinella et al. (2000) relataram que o extrato de
erva-mate se mostrou eficiente na eliminacao de radicais como o anion superoxido e na inibi¢ao
da peroxidagdo lipidica. Pereira et al. (2017) concluiram que o mate foi capaz de minimizar
danos oxidativos durante a menopausa de ratas. Cittadini et al. (2019) pesquisando sobre o
efeito de diferentes extratos de plantas verificaram que a llex paraguariensis apresentou o
melhor perfil redox quando o encéfalo completo dos animais foi analisado.

Entretanto, atenta-se para a relevancia da homeostase do estado redox, dependente de
um aporte de fendlicos adequado. Tanto niveis excessivos quanto deficientes de antioxidantes
podem ser prejudiciais ao funcionamento do corpo. Acredita-se que os polifen6is consumidos
em quantidades elevadas podem ter efeitos prdé-oxidantes, embora estes nunca foram
demonstrados in vivo (CITTADINI et al., 2019; SCALBERT, 2005). Este é um topico
pertinente, ja que falta conhecimento sobre a quantidade ideal de consumo diario referente aos
antioxidantes dietéticos.

Isso se deve pelo pouco entendimento sobre a absor¢ao destes compostos no organismo
humano. Por isso, também ¢ desafiador entender os diferentes efeitos de extratos livres e
encapsulados de erva-mate no organismo. E fato que os antioxidantes contidos naturalmente
nos alimentos ajudam a manter a saude e evitam o aparecimento de doencas, no entanto, qual a
acdo destes compostos para estes efeitos positivos ainda ¢ incerta. Seus mecanismos de acao
ndo estdo bem esclarecidos fisiologica e farmacologicamente (GUPTA et al., 2014;
GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).

Até entdo, sabe-se que a absor¢ao de micronutrientes e fitoquimicos no corpo apos o
consumo oral ndo se da por completo e uma certa porcentagem nao ¢ aproveitada. Os polifendis
sdo pequenas moléculas organicas e quando consumidos podem ser considerados como
xenobioticos pelo corpo (SCALBERT, 2005). O 4cido clorogénico, por exemplo, que
corresponde a 42% dos polifendis encontrados em extratos de erva-mate, ¢ dito por ser
absorvido em um maximo de 33% no intestino delgado em humanos (COLPO et al., 2016).
Olthof, Hollman e Katan (2001) através da recuperagdo parcial deste composto na urina
verificaram que provavelmente ele ¢ transformado em outros compostos apds a absor¢ao.

Os antioxidantes apds ingestdo sdo submetidos ao metabolismo e podem sofrer

biotransformagdes que afetam sua disponibilidade (NIKI, 2010). Para alcangar concentragdes
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suficientes e produzir seus beneficios, eles devem superar muitas barreiras, incluindo extensas
modificagdes enzimatica e quimicas até¢ alcangar seu sitio de acdo (SCHEEPENS; TAN;
PAXTON, 2010). Para auxiliar neste processo e garantir a prote¢do dos compostos bioativos
realizou-se a microencapsulagdo do extrato de erva-mate. No entanto, os resultados
apresentados para as quantificacdes enzimaticas mostram que o extrato livre foi eficaz na
redugdo da SOD, CAT e GPx no figado, enquanto o extrato microencapsulado somente reduziu
os valores de SOD em relag@o as microcaspsulas vazias.

Os sistemas biologicos sdo heterogéneos por natureza, o que influencia diretamente na
efetividade dos antioxidantes. Os bioativos naturais contidos nos alimentos podem ser
hidrossoluveis, lipossoluveis, estarem em sua forma livre ou ligada, e ainda como metabdlito
de algum composto. Cada componente trabalha cooperativamente no seu respectivo local. As
formas nas quais estes circulam influenciardo sua polaridade e, assim, sua localizacdo e
bioatividade in vivo (RICE-EVANS et al.,, 2000; SCHEEPENS; TAN; PAXTON, 2010;
SCALBERT et al 2005).

A acdo antioxidante depende do ambiente quimico e fisico-quimico, que varia de acordo
com os tecidos e condigdes fisiologicas. E sabido que os antioxidantes hidrofilicos sdo capazes
de eliminar principalmente os radicais livres presentes na fase aquosa (NIKI, 2010). Em nossa
interveng@o In vivo, o extrato livre foi composto de um extrato liofilizado de erva-mate
ressuspenso em agua para a suplementacdo nos animais. Eventualmente, os compostos
bioativos hidrofilicos foram solubilizados pelo organismo e conseguiram exercer sua acao na
redugdo de todas enzimas quantificadas no figado.

Da mesma maneira, as microcapsulas também foram veiculadas em meio aquoso.
Apesar da encapsulacdo, alguns compostos podem ter interagido com o organismo devido a
porosidade das capsulas, liberando os compostos hidrossoluveis para o meio (CORDOBA;
DELADINO; MARTINO, 2013). No entanto, as microcapsulas apresentaram influéncia
somente na enzima SOD. Possivelmente, pela agdo precursora da SOD na neutralizagdo do
radical anion superdxido (O2") esta € a enzima mais abundante do organismo. Logo, liberagao
parcial dos compostos hidrofilicos das microcapsulas de erva-mate ja conseguiram ser eficaz
na sua modulag¢do enzimatica.

Ja os antioxidantes lipofilicos conseguem penetrar em membranas e lipoproteinas.
Ensaios in vitro indicam que flavonodides ou seus metabolitos podem cruzar a barreira
hematoencefalica com um potencial de penetragdo influenciada por sua lipofilicidade. Os

compostos fendlicos, ou seus metabolitos menos polares, possuem a vantagem de serem mais
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absorvidos do que os mais polares (NIKI, 2010; SCHEEPENS; TAN; PAXTON, 2010;
YOUDIM et al., 2003).

Provavelmente, os compostos bioativos lipofilicos da erva-mate retidos pela
encapsulacdo conseguiram resistir as intempéries do trato gastrointestinal e foram amplamente
distribuidos pelo corpo, atingindo inclusive as membranas do cérebro. Na Tabela 10 constam
os resultados do ensaio de peroxidacao lipidica, em que se mediram os niveis de malonaldeido
(MDA), um produto secundario gerado pela oxidagao lipidica.

Podemos observar que o extrato microencapsulado, unicamente, demonstrou diminuir
os niveis de TBARS no cérebro, com diferenca significativa a todos os outros grupos. A
encapsulacdo favoreceu a entrega dos compostos bioativos lipofilicos, através da protecao do
seu nucleo, alcancando locais de membranas. Assim, os extratos de erva-mate

microencapsulados foram eficientes contra a peroxidacao lipidica cerebral.

Tabela 10 — Quantificacdo das TBARS medidas em figado e cérebro de ratos.

Grupos Figado Cérebro
(nmol MDA/mg proteina)
Controle 0,271£0,10 a 2,209+0,90 a
Extrato livre 0,374:|:O,15 a 2,18010,45 a
Extrato microencapsulado 0,369+0,12 a 0,922+0,31 b
Microcépsula vazia 0,308+0,10 a 1,78240,29 a
p-valor 0,0690 0,0001

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas
ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Contudo, a redu¢do da peroxidacdo foi visualizada somente no tecido cerebral.
Provavelmente isto ocorreu, pois, o cérebro dos mamiferos ¢ um local muito vulneravel a danos
oxidativos. Primeiro, por ser formado por membranas com elevados teores de acidos graxos
poli-insaturados, altamente suscetiveis ao processo de oxidacdo. Segundo, por ser um grande
orgdo metabolizador de oxigénio, onde a produ¢do de ROS por sistemas enzimaticos e nao
enzimaticos ¢ um importante fator para o desenvolvimento de processos neurodegenerativos
(BIRBEN et al., 2012; POPA-WAGNER, 2013; SCHINELLA et al., 2000).

Em concordancia com nossos dados, Colpo (2017) verificou que extratos de erva-mate
reduziram a peroxidacao lipidica e a carbonilagdo de proteinas, induzidos por uma dieta densa

em colesterol. Cittadini et al. (2019) verificarem que extratos de llex paraguariensis ainda
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poderiam ser uma fonte de agentes quimiopreventivos em patologias neurodegenerativas
relacionadas com estresse oxidativo.

Matsumoto et al. (2009) relataram que o consumo agudo de erva-mate torrada por
mulheres saudédveis diminuiu a oxidagdo lipidica e aumentou a capacidade antioxidante no
plasma. Entretanto, os autores observaram o aumento na expressao de enzimas antioxidantes.
Petrilli et al. (2016) ndo encontraram nenhum efeito da erva-mate na peroxidacdo lipidica
plasmatica, possivelmente porque seu estudo envolvia sujeitos com HIV,
imunocomprometidos, sujeitos a terapia anti-retroviral.

E reconhecida a interagdo complexa entre as propriedades fisico-quimicas dos
compostos bioativos e os processos de transporte, metabolismo e absorcao destes nos diferentes
locais do organismo. (OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001). Os polifendis da erva-mate sao
parcialmente biodisponiveis e sdo extensivamente metabolizados, principalmente pela
microbiota. A conjugacdo e o metabolismo destes no intestino delgado e figado geram formas
circulantes in vivo com maior capacidade antioxidante (GOMEZ-JUARISTI et al., 2018; RICE-
EVANS et al., 2000).

A capacidade antioxidante dos grupos submetidos ao nosso estudo in vivo foi

quantificada através da reducdo férrica, e os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Quantificagdo da atividade antioxidante através da reducdo férrica no cérebro e
plasma de ratos.

Grupo Cerebro Plasma
(ng EAG/mL)
Controle 0,152+0,04 a 0,115+0,018 a
Extrato livre 0,144+0,01 a 0,106+0,008 a
Extrato microencapsulado 0,168+0,02 a 0,183+0,065 b
Microcapsula vazia 0,147+0,05 a 0,106+0,010 a
p-valor 0,4900 0,0001

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas das mesmas letras mintisculas nas colunas
nao diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Na analise de FRAP, o extrato microencapsulado apresentou poder antioxidante mais
elevado no plasma, com diferenca significativa aos demais grupos. Este resultado supostamente
¢ decorrente dos bioativos permanecerem protegidos externamente pela capsula, estando em
condi¢des de atingir o intestino. A maioria dos polifendis, por exemplo, sdo absorvidos nas

células intestinais por mecanismos passivos, quando atingem a corrente sanguinea sao
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convertidos em metabolitos com maior poder antioxidantes em relacdo as suas moléculas
progenitoras nao metabolizadas (LEOPOLDINI et al., 2011; SCHEEPENS; TAN; PAXTON,
2010).

O aumento na capacidade antioxidante plasmatica apds o consumo de alimentos ricos
em polifenodis ¢ amplamente relatado na comunidade cientifica (BOAVENTURA et al., 2015;
GOMEZ-JUARISTI et al, 2018; SCALBERT et al., 2005). Em estudo sobre a
biodisponibilidade dos compostos da erva-mate, Boado, Fretes e Brumovsky (2015)
verificaram que 120 minutos apds ingestdo aguda de 300 ml de infusdo do mate resultou em
um aumento da capacidade antioxidante no plasma, pelos métodos de FRAP e ABTS.

Ja os efeitos de extratos encapsulados sao mais restritos na literatura. Lee et al. (2009)
investigaram a atividade antioxidante in vitro da catequina, encapsulada pelo método de
gelificagdo i6nica interna, em fluido intestinal simulado. O valor de FRAP da catequina
encapsulada aumentou continuamente e finalmente alcangou um valor 1,8 vezes maior do que
o da catequina livre, demonstrando que a encapsulagdo foi capaz de proteger as moléculas do
ambiente alcalino e libera-las de forma gradual.

Mais pesquisas sobre o efeito de extratos encapsulados de erva-mate na atividade
antioxidante in Vvivo sdo necessarias. Cordoba, Deladino e Martino (2013) realizaram a
microencapsulacdo de extratos de erva-mate e analisando o efeito da gelificagdo sobre os
valores de atividade antioxidante das capsulas concluiram que o método de gelificagdo idnica
utilizado ndo alterou as atividades antioxidantes. Negrao-Murakami et al. (2016) empregando
diferentes materiais de parede na encapsulagdo de extrato concentrado de erva-mate verificaram
que os mesmos nao tiveram efeitos no contetido fendlico total ou na atividade antioxidante das
microcapsulas. Entretanto, a atividade destas capsulas ndo foi verificada em sistemas
biologicos, somente avaliados nas proprias capsulas.

O consumo da erva-mate e seus beneficios na atividade antioxidante pode ser explicado
pela presenca de compostos bioativos redutores e seus metabdlitos no plasma (SCALBERT et
al., 2005). No entanto, estes compostos necessitam ser adequadamente identificados e
quantificados para entender melhor sua colaboragdo aos efeitos fisiologicos esperados. Se
resultados positivos e consistentes ao longo do tempo, o mate pode ser reconhecimento como
um alimento funcional (RIACHI; DE MARIA, 2017).

Certamente, num futuro proximo, a erva-mate sera incluida na dieta, seja por
formulagdes alimentares ou farmacologicas. Ja que, através da llex paraguariensis, quantidades
adequadas de antioxidantes qualificados podem contribuir na prevengdo de patologias

relacionadas ao estresse oxidativo (BAEZA et al., 2017; BRACESCO, 2019).
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5 CONCLUSAO

Na andlise de sobrevida em leveduras o extrato de erva-mate a 15% apresentou melhor
atividade antioxidante frente a radiagdo gama. A microencapsulacado deste extrato de erva-mate
liofilizado foi capaz de gerar particulas com didmetro médio de 91,42 um, solubilidade média
de 21,2% e eficiéncia de encapsulacdo de 64,73%. Apesar da microscopia de varredura
eletronica demonstrar um formato irregular das microcépsulas, a espectroscopia evidenciou que
a gelificagdo 106nica conseguiu microencapsular e proteger os compostos biotivos da erva-mate.

As microcapsulas contendo erva-mate demonstraram uma maior capacidade
antioxidante plasmatica e reducdo da peroxidagdo lipidica cerebral em ratos. Em relagdo as
enzimas endogenas antioxidantes se percebeu uma a¢do incipiente do extrato
microencapsulado, pela atenuagdo dos niveis de SOD. Concluimos que a erva-mate pode ser
um importante elemento na dieta dos animais, visto que, o consumo regular durante 30 dias
caracterizou beneficios a saude dos mesmos. No entanto, mais estudos sao necessarios para o

entendimento de como cada substancia bioativa é absorvida.
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APENDICE A — Artigo cientifico

Extratos de erva-mate livre e microencapsulado modulam enzimas e atividade

antioxidante in vivo

Resumo: Objetivo: Os beneficios do consumo de erva-mate t€ém sido amplamente divulgados
na comunidade cientifica. Entretanto, sdo escassos dados que abordem sobre os efeitos do
consumo de microcapsulas contendo erva-mate. O objetivo foi desenvolver microcéapsulas e
averiguar se extratos microencapsulados de erva-mate atuam melhor na modulacao das enzimas
e atividade antioxidante in vivo em comparagao a extratos livres. Metodologia: Extrato de erva-
mate liofilizado foi utilizado na elaborag¢dao de microcapsulas através da técnica de gelificagao
10nica. As microcapsulas foram avaliadas quanto tamanho de particula, solubilidade, eficiéncia
de encapsulacdo, MEV e FTIR. Posteriormente foram testadas no estudo in vivo, onde ratos
Wistar foram divididos em controle/extrato livre/extrato microencapulado/microcapsulas
vazias. Durante 30 dias os ratos receberam uma vez ao dia, via gavagem, seus respectivos
tratamentos. Os grupos da erva-mate receberam dose efeito de 28,57 mg de Compostos
Fendlicos/Kg. Foram coletados figado, cérebro e plasma dos animais, onde foram avaliadas as
enzimas SOD, CAT e GPx, atividade antioxidante pelo método de FRAP e peroxidacao lipidica
por TBARS. Resultados: A técnica de gelifica¢do i6nica com alginato de sddio foi capaz de
gerar particulas com didmetro médio de 91,42 pm, solubilidade média de 21,2% e eficiéncia de
64,73%. Apesar do MEV demonstrar um formato irregular das microcapsulas, o FTIR
evidenciou que a gelificagdo i6nica conseguiu microencapsular e proteger os compostos
biotivos da erva-mate. As microcdpsulas de erva-mate aumentaram a capacidade antioxidante
no plasma e diminuiram a peroxidagao lipidica no tecido cerebral (p>0,05). Com referéncia ao
comportamento das enzimas antioxidantes o extrato microencapsulado e o extrato livre
atenuaram os niveis de SOD, com diferenga significativa somente ao grupo microcapsulas
vazias. Enquanto o extrato livre, exclusivamente, conseguiu reduzir os niveis enzimaticos de
CAT e GPx no figado. Conclusdo: Nosso estudo em roedores sugere que a ingestao da erva-
mate em sua forma microencapsulada ¢ a maneira mais eficiente de promover as defesas
antioxidantes no organismo e reduzir a peroxidagao lipidica. Concluimos que a erva-mate pode
ser um importante elemento na dieta dos animais, visto que, o consumo regular durante 30 dias
caracterizou beneficios a saide dos mesmos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para o

entendimento de como cada substancia bioativa é absorvida.
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Free and microencapsulated yerba-mate extracts modulate enzymes and antioxidant

activity in vivo

Abstract: Objective: The benefits of yerba mate have been widely disseminated in the scientific
community. However, data on the effects of consumption of microcapsules with yerba mate are
scarce. The objective was to develop microcapsules and investigate whether microencapsulated
extracts of yerba mate perform better in modulating enzymes and antioxidant activity in vivo
compared to free extracts. Methodology: Lyophilized yerba mate extract was used in the
elaboration of microcapsules through the ionic gelation technique. As microcapsules were
evaluated as particle size, solubility, encapsulation efficiency, SEM and FTIR. Subsequently
they were tested in in vivo study, where the rats were divided into control / free extract /
microencapsulated extract / empty microcapsules. For 30 days the mice received once a day,
via gavage, their related treatments. The yerba mate groups received a dose effect of 28.57 mg
of Phenolic Compounds / kg. Liver, brain and plasma were collected from the animals, where
the SOD, CAT and GPx enzymes were evaluated, antioxidant activity by the FRAP method and
lipid peroxidation by TBARS. Results: The ionic gelation technique with sodium alginate was
able to generate particles with a mean diameter of 91.42 um, mean solubility of 21.2% and
efficiency of 64.73%. Although the SEM showed an irregular shape of the microcapsules, the
FTIR showed that the ionic gelation was able to microencapsulate and protect the bioactive
compounds of the yerba mate. Yerba mate microcapsules increased plasma antioxidant capacity
and decreased lipid peroxidation in brain tissue (p> 0.05). Regarding the behavior of antioxidant
enzymes, the microencapsulated extract and the free extract attenuated the levels of SOD, with
significant difference only to the empty microcapsule group. While the free extract alone was
able to reduce the enzymatic levels of CAT and GPx in the liver. Conclusion: Our study in
rodents suggests that ingestion of yerba mate in its microencapsulated form is the most efficient
way to promote antioxidant defenses in the body and reduce lipid peroxidation. We conclude
that yerba mate may be an important element in the diet of animals, since regular consumption
during 30 days characterized health benefits. However, further studies are needed to understand

how each bioactive substance is absorbed.
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Introducao

Com a alteragdo no padrdo alimentar da populacdo instalou-se um quadro mundial
preocupante de doencgas cronicas ndo-transmissiveis (DCNT), com maior incidéncia para
obesidade ¢ outras doencgas inflamatérias. A adoc¢ao de habitos de vida saudaveis, como a
pratica de exercicios e inclusdo de alimentos funcionais na dieta, pode contribuir para a
promocio da satde dos individuos (NEGRAO-MURAKAMI et al., 2011; TILMAN; CLARK,
2014). Os compostos funcionais de maior interesse nos alimentos sdo os antioxidantes,
comumente presentes em organismos do reino vegetal, como a llex paraguariensis. A erva-
mate possui importancia econdmica e cultural expressiva nos paises da América do Sul, ¢
amplamente ingerida na forma tradicional de chimarrdo e seu consumo ¢ pautado no habito de
compartilhar esta bebida tipica.

No extrato de erva-mate é possivel obter-se inimeras substancias que possivelmente
contribuem na acdo antioxidante desta planta (HECK; DE MEIJIA, 2007). O consumo de
biocompostos da erva-mate sugere efeitos positivos na manutengao da satide, modulando a
fisiologia do organismo promovendo ac¢des na reducao da inflamagao e do estresse oxidativo
(PETRILLI et al., 2016), na diminuigdo de perfil lipidico (MESSINA et al., 2015), na glicemia
e obesidade (KIM et al., 2015), entre outros (BRACESCO et al., 2011).

Contudo, estas substancias bioativas sdo altamente sensiveis e podem ser degradadas
frente a fatores intrinsecos, como a auto-oxidagdo e quanto a fatores externos. Devido a isso
surgiram tecnologias, como a microencapsulagcdo, com o intuito de preservar estes componentes
até serem consumidos pelos individuos. A microencapsulacdo ¢ uma técnica capaz de proteger
o material encapsulado de condi¢des adversas, como luz, umidade, pH e oxigénio, auxiliando
na estabilidade dos compostos funcionais e possibilitando uma liberacdo controlada destes sob
condigdes especificas (DIAS, 2017; ETCHEPARE et al., 2015). Apesar do aumento das
pesquisas com erva-mate nos ultimos anos sao escassos estudos que abordem sobre o consumo
de seu extrato microencapsulado, bem como sobre o efeito protetor in vivo destes em

comparagao a extratos livres.
Materiais e métodos
Microencapsulagdo

Utilizou-se a técnica de geleificagdo ionica externa seguindo os principios descritos por

Yan et al. (2014) com modificagdes. Extrato liofilizado de erva-mate (7,5%) foi preparado para
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microencapsulacdo utilizando alginato de sédio (1,5%) como material de revestimento, numa
propor¢ao de 5:1. Apds homogénea, esta solucao foi atomizada utilizando compressor de ar e
bomba peristaltica acoplados a um extensor e um bico atomizador numero 3 (LabMaq) em
solugdo de cloreto de calcio 1,1%. A proporcao da solucdo de alginato com extrato de erva-
mate para a solugdo reticulante de cloreto de célcio foi de 1:2. Foram utilizados parametros de
vazio de alimentacdo de 0,3 L/h, fluxo de ar de 10 L.min"!, pressdo de 3 bar e altura de 8 £ 0,5
cm entre o liquido reticulante e o bico aspersor. Microcapsulas vazias também foram
produzidas, somente com alginato, seguindo o mesmo protocolo para atuarem como cépsulas

controle no ensaio posterior.

Eficiéncia de microencapsulacdo

A eficiéncia de encapsulagado foi calculada, segundo Equacao 1, medindo a quantidade
de compostos fendlicos do extrato liofilizado de erva-mate inicial ¢ do seu residual ndo
encapsulado. A analise foi realizada em triplicata a cada produgdo de microcépsulas e os

resultados estao apresentados em porcentagem.

(1)
EE% = (AA, — AAg * 100)/AA,

sendo,
AA,: Atividade antioxidante do extrato inicial;

AA:;: Atividade antioxidante do residuo.
Propriedades fisico-quimicas das microcapsulas

Tamanho de particula

A distribui¢ao de tamanho de particula foi analisada utilizando a técnica de difracdo de
raios laser (Bettersizer S2). Foram avaliados o didmetro médio de Sauter, D[3,2], os parametros
D10, D50 e D90, no qual se encontram 10%, 50% e 90% do volume total das particulas,
respectivamente; e o valor de Span ou largura da distribui¢do, dada pela Equacao 2. A analisou
foi realizada em triplicata e os resultados estao apresentados em micrometros (um).

2)

D90 — D10

Span = DE0
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Solubilidade em agua

A solubilidade das microcapsulas foi determinada segundo a metodologia descrita por
Cano-Chauca et al. (2005), com adaptagdes. A solubilidade das microcapsulas em agua foi
analisada em duplicata. O calculo foi realizado pela diferenca de massa e os resultados foram

expressos em percentual.

Morfologia

A morfologia das microcapsulas foi observada sob microscopio eletronico de varredura
(VEGA3 Tescan). As microparticulas foram fixadas em stubs com fita 52 de carbono dupla
face e recobertas com uma fina camada de ouro em metalizador Quorum Q150R ES.
Observacdes foram feitas usando microscopio eletronico de varredura (SEM) em uma
aceleragdo tensdo de 20 kV. As imagens apresentadas sdo resultados de aumentos (zoom) de

400 e 800 vezes.

Avaliacdo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

O extrato de erva-mate liofilizado, suas microcapsulas e as microcapsulas vazias foram
analisados por espectroscopia na regido do infravermelho para identificar os grupamentos
funcionais presentes. As condi¢des operacionais foram regido de varredura 4000 a 650 cm ™!,
resolucdo de 4 cm™' e o registro dos espectros se deu através de Transmitancia (%T). Os
espectros foram obtidos por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando

equipamento Cary 630 FTIR (Agilent Technologies).

Estudo in vivo

Aprovacao ética

O protocolo do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade de Passo Fundo (UPF, ntimero 043/2017) antes de serem iniciados os
experimentos. Os ensaios experimentais foram conduzidos de acordo com a legislagao nacional

do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Animais e reagentes
32 ratos Wistar machos (160-240 g) foram obtidos através do Biotério da UPF e

mantidos em gaiolas, contendo no maximo quatro animais por caixa. Os animais foram
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ambientados em condigdes controladas (temperatura entre 22 + 1°C, com exaustao do ar e ciclo
claro-escuro de 12:12 h) com ragdo e agua ad libitum. Os reagentes de ensaio foram adquiridos
da Sigma (St. Louis, MO, EUA), e os outros produtos quimicos utilizados neste estudo foram

de grau analitico e obtidos de fornecedores comerciais padrao.

Protocolo do estudo in vivo

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 8): Controle (C),
Extrato Livre (EL), Extrato Microencapsulado (EM), Microcapsulas Vazias (MV). Durante 30
dias, os animais receberam uma vez ao dia via gavagem seus respectivos tratamentos. Para os

grupos erva-mate a dose efeito foi de 28,57 mg de Compostos Fendlicos/Kg.

Coleta de material biol6gico

Ao final do protocolo, os ratos foram eutanaziados e amostras de sangue foram coletadas
e centrifugadas a 1500 X g por 15 minutos para isolamento do plasma. Os 6rgdos figado e
cérebro foram rapidamente removidos, homogeneizados em tampao fosfato de potassio 20mM
pH 7,5 e solugdo de cloreto de sddio 150mM, respectivamente, e centrifugados igualmente. O
plasma e o sobrenadante das amostras foram armazenados para realizagdo das analises de

peroxidacdo lipidica e das enzimas e atividade antioxidante.

Andlises antioxidantes

Superoxido dismutase (SOD)

Para medir a atividade da enzima SOD foi realizada uma analise cinética iniciada apos
a adicdo de adrenalina, segundo metodologia de Misra e Fridovich (1972). A leitura
espectrofotométrica foi medida em triplicata a 480 nm e os dados foram corrigidos pelo teor de

proteina da amostra. Os valores da enzima estdo expressos em Unidades de SOD/mg proteina.

Catalase (CAT)

A atividade da enzima CAT foi determinada através do decaimento de absorbancia do
perdxido de hidrogénio, segundo metodologia de Aebi (1984). A leitura espectrofotométrica
foi medida em triplicata a 240 nm e os dados foram corrigidos pelo teor de proteina da amostra.

A atividade enzimatica esta expressa em nmol de H>O» reduzidos/minuto/mg proteina.
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Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da enzima GPx foi determinada pelo consumo de NADPH a partir da adi¢ao
do perdxido de hidrogénio 0,4 mM, segundo metodologia de (Flohé e Giinzler, 1984). A leitura
espectrofotométrica foi medida em triplicata a 340 nm e a atividade da GPx foi determinada
usando a extingdo molar coeficiente 6220 M~ ' cm™!. Os dados foram corrigidos pelo teor de

proteina da amostra e estdo expressos em nmol de H>O» reduzidos/minuto/mg proteina.

Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A peroxidagao lipidica foi estimada pela medicao de TBARS de acordo com o método
de Buege e Aust (1978). A leitura espectrofotométrica foi medida em triplicata a 532 nm ¢ a
absorbancia foi comparada com curva analitica previamente desenvolvida usando malonaldeido
(MDA) como padrao e corrigidos pelo conteudo de proteina. Os valores estdo expressos em

nmol MDA/mg proteina.

Proteina

O teor de proteina foi determinado em todas as amostras para corre¢ao nos calculos de
atividade enzimatica. O protocolo utilizado foi segundo método descrito por Bradford (1976)
utilizando o corante Comassie brilhante azul. O contetido de proteina foi medido em triplicata
a 595 nm e a absorbancia foi comparada com curva analitica previamente desenvolvida usando

albumina de soro bovino (BSA) como padrao.

Determinagdo do poder de reducéo do ion ferro (FRAP)

A avaliagdo do potencial antioxidante através da reducdo férrica foi realizado segundo
metologia descrita por Benzie e Strain (1996) com adaptagdes de Arnous et al. (2002). A
quantificacdo da capacidade antioxidante foi medida em triplicata a 620 nm e a absorbancia foi
comparada com curva analitica previamente desenvolvida usando Trolox como padrdo. Os

dados estdo expressos em pg EAG/mL de amostra.

Analise Estatistica

Os dados foram primeiramente submetidos a teste de Shapiro-Wilk para verificar se
havia distribuicdo normal. Dados considerados paramétricos foram avaliados utilizando
Analise de Variancia com pos teste de Tukey. No caso de dados ndo paramétricos foi aplicado
o teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Student-Newman-Keuls. O programa estatistico

utilizado foi o SPSS 23.
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Resultados e Discussdo

Eficiéncia de Encapsulagao

A gelificagdo i6nica externa utilizada neste estudo ¢ uma das tecnologias mais simples
e convenientes no campo da encapsulagdo. Utilizou-se o alginato de s6dio como encapsulante
pela sua capacidade de gelificacdo instantanea a temperatura ambiente quando em contato com
a solucao reticulante de cloreto de calcio (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016; YAN
et al., 2014). A concentracdo utilizada foi de 1,5%, como sugestdo para proximos estudos, a
variacdo deste parametro pode ser interessante ja que formulagdes de alginato com viscosidade
média parecem conseguir encapsular melhor alguns compostos como polifenois (CUJIC et al.,
2016).

O principal intuito com a encapsulagdo era reter o maximo de compostos bioativos em
uma menor quantidade de cépsulas. Por isso, além de utilizarmos um extrato de erva-mate
liofilizado, ja concentrado quanto ao extrato aquoso, optou-se por usar uma propor¢ao de cinco
partes de nucleo para uma de encapsulante. Desta maneira, a eficiéncia das capsulas utilizadas

foi de 64,73%, contendo de compostos fenolicos 134,94 mg EAG/g de capsula.

Morfologia das microcapsulas de erva-mate

Pelas micrografias, que podem ser visualizadas na Figura 1, nota-se um formato
irregular nas microcéapsulas, isto pode ter ocorrido pois na elaboragdo destas utilizou-se alta
propor¢ao de nucleo em relagdo ao alginato (5:1). Esta relagdo parece ser determinante no
formato das microcapsulas, pois a elevada quantidade de extrato liofilizado exigiria talvez uma
maior concentragao de alginato para conseguir desenvolver uma reticulagdo mais potente e
eficaz, melhorando o aspecto das microcapsulas (YAN et al., 2014).

Outra questdo importante € que as microcapsulas foram submetidas ao processo de
liofilizacdo, podendo contribuir para o formato irregular das microcépsulas. A eliminagdo da
agua através dos seus poros causa uma distor¢ao no formato das capsulas. Assim como, as altas
temperaturas empregadas na liofilizagdo sdo possiveis de desestabilizar a matriz estrutural de
calcio-alginato (CUJIC et al., 2016). Rosenberg, Kopelman e Talmon. (1985) e Hadiyanto et
al. (2017) relataram formatos irregulares devido a rapida evaporacdo da agua durante a

liofilizacao.
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Figura 1 - Micrografias de microcapsulas de erva-mate nos aumentos 400x(a) e 800x(b).
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Tamanho de particula das microcépsulas de erva-mate

Constatou-se que o didmetro médio de Sauter, D[3,2], foi de 91,42 um, este pardmetro
relaciona o volume e a superficie das gotas da fase dispersa, proporcionando uma medida do
diametro médio, onde estd a maioria das particulas (BENAVIDES et al., 2016). Ainda, o
parametro D90 que representa o tamanho maximo de 90% das cépsulas foi de 376,30 um,
juntamente com as medidas D50 (180,43 um) e D10 (59,93 wm), todas as porcentagens
detectadas demonstram que as capsulas formadas enquadram-se na classificacdo de
microcapsulas, com didmetros abaixo de 1000 ym. O valor de span apresentado foi de 1,75,
indicando uma ampla faixa de distribui¢ao de tamanho, quanto mais préximo o valor de 1 indica

uma homogeneidade maior de amostra.

Solubilidade das microcépsulas de erva-mate

As microcapsulas apresentaram solubilidade de 21,2 + 1,69% quando submetidas a
agitacdo por 5 min em agua. A solubilidade ¢ um fator importante pois ¢ fundamental na
defini¢do das condicdes em que a capsula podera ser utilizada e em quais circunstancias ela
sera dissolvida. A baixa solubilidade em dgua era uma caracteristica desejada nas
microparticulas produzidas neste estudo, primeiramente pensando que seu veiculo de ingestao
seria em meio aquoso, para administragao no protocolo in vivo. Na sequéncia, a insolubilidade
aquosa era requerida pois a capsula ndo podia desintegrar-se quando prontamente introduzida,
pois o intuito eram os compostos bioativos da erva-mate manterem-se encapsulados durante a

passagem do estdmago e serem absorvidos sem grandes perdas no tecido alvo, o intestino.
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A reticulagdo ¢ a maneira de tornar certas substancias insoliveis em agua e a liberagao
do material de nucleo pode ser controlada a partir do grau de reticulagdo. Sendo assim, quanto
maior o grau de reticulagdo mais dificil a difusdo do material (LI et al., 2009). A liberagao do
composto microencapsulado ocorre por difusdo através do relaxamento da estrutura do gel.
Apesar da gelificagdo i0nica ser conhecida por desenvolver particulas insoltiveis em dgua, sabe-
se que pelo método externo podem-se gerar matrizes porosas. De acordo com Cordoba,
Deladino e Martino (2013) a presenca de macroporos na matriz de alginato facilita a difusao de
moléculas hidrofilicas. Talvez a baixa porcentagem de alginato na elaboragdo de nossas

microcapsulas tenha causado uma porosidade consideravel em sua estrutura.

Analise de espectros no infravermelho de microcapsulas de erva-mate

De acordo com a Figura 9, podemos identificar no extrato liofilizado de erva-mate (linha
vermelha) uma banda pronunciada em 3259,55 cm™ referente ao grupamento hidroxil, que pode
estar inserido em componentes como agua, alcoois e compostos fenolicos. Podemos inferir que
esta banda refere-se aos compostos fendlicos, amplamente identificados no extrato de erva-
mate (ISTENIC; KOROSEC; ULRIH, 2016). Ainda no extrato podem ser observadas as bandas
292223 e 2853,28 cm’! referentes ao estiramento da ligagdo C-H, representando cadeias
alifaticas de carbono, que podem estar presentes em alguns bioativos da erva-mate, como acido
clorogénio e acido caféico (SANTOS; DE MORALIS, 2015).

Estas trés bandas citadas no extrato liofilizado também podem ser observadas nas
microcapsulas de erva-mate (linha azul), no entanto, em menor intensidade. Isto pode ocorrer
pois a gelificag@o i6nica ¢ uma técnica que gera particulas do tipo microesferas, onde o nicleo
encontra-se disperso por toda matriz, inclusive na superficie da cépsula. Sendo assim, os
grupamentos funcionais contido no extrato podem ser detectados em menor intensidade na parte
externa das microcépsulas de erva-mate, o que indica que o a que a encapsulagdo envolveu o
material de nticleo protegendo-o.

A semelhanga vibracional das microcépsulas de erva-mate e vazias ¢ devido ao FTIR
medir a superficie da amostra. As vibragdes da banda em 1418,25 cm™! nas microcapsulas vazias
podem ser caracteristicas de grupo carboxilatos, encontrados na estrutura de aminoacidos € em
moléculas de alginato, presente na parte externa das capsulas (HADIYANTO et al., 2017). Esta
mesma banda aparece nas microcapsulas de erva-mate, porém com menor intensidade. Isto nos
permite concluir que os parametros utilizados na encapsulacio foram eficientes, ja que ambas

particulas foram elaboradas como o mesmo material de parede.
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Algumas bandas podem ser identificadas em todas amostras pela presenca de alguma
grupamento ou ramificacdo molecular em comum. A banda em 1593,44 cm™ representa o
grupamento amina. No extrato de erva-mate esta banda indica presenga das metilxantinas,
enquanto para as capsulas vazias identifica a reticulagio do alginato. A banda 1028 cm!
descreve o alongamento de C=0. No extrato de erva-mate este grupamento esta presente nos
seus compostos antioxidantes da erva-mate, como acido clorogénico, teobromina e cafeina. Ja
nas capsulas vazias essa banda sugere a ligacdo do Ca** aos 4cidos gulurdnicos da rede alginato
(BLANDON et al., 2016).

A microcapsula de erva-mate apresentou um perfil de vibragdes intermedidrio entre
extrato liofilizado e capsulas vazias. Isto ¢ um aspecto positivo pois espera-se que as
microcéapsulas de erva-mate tenham similaridades com o extrato liofilizado, ja que este perfaz
o nucleo das microcapsulas, assim como as cépsulas vazias, pois sdo compostas somente de
alginato, material utilizado como encapsulante. Com isso, demonstra-se a perfeita interagao

entre as substancias de material de parede e nucleo.

Figura 9 - Espectros gerados na analise de FTIR para extrato liofilizado de erva-mate,

microcéapsulas de erva-mate e microcapsulas vazias.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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Anélises antioxidantes

Podemos observar na Tabela 7 a quantificagdo da SOD no figado. Os grupos extrato
livre e extrato microencapsulado de erva-mate demonstraram reduzir significativamente os
valores enzimaticos da SOD em relagdo ao grupo das microcapsulas vazias, porém sem

diferenca entre eles.

Tabela 1 — Quantificagao de superoxido dismutase (SOD).

Grupo . Figado .
(unidades de SOD/mg proteina)
Controle 9,47+4,81 a
Extrato livre 5,20+1,17 ab
Extrato microencapsulado 7,09+2,43 ab
Microcépsula vazia 13,85+3,81 a
p-valor 0,0010

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas
letras mintsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte:
elaborado pelo autor (2019).

Quanto as enzimas CAT e GPx, como demonstram as Tabelas 2 e 3, podemos observar
que somente o extrato livre de erva-mate foi capaz de reduzir os niveis enzimaticos. A
diminui¢do foi detectada no tecido hepatico provavelmente pela CAT e GPx possuirem alta
atividade no figado, enquanto 6rgdos como cérebro possuem pequenas quantidades destas

enzimas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).

Tabela 2 — Quantificagdo de catalase (CAT).

Grupo Figado Cérebro Plasma
(nmol de H202 reduzidos/minuto/mg proteina)
Controle 0,046+0,011 a 0,019+0,016 a 0,561+0,32 a
Extrato livre 0,032+0,011 b 0,022+0,027 a 0,496+0,42 a
Extrato microencapsulado  (0,047+0,007 a 0,012+0,021 a 0,602:£0,40 a
Microcapsula vazia 0,048+0,012 a 0,013+0,015 a 0,589+0,45 a
p-valor 0,0001 0,6172 0,9380

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas nas colunas nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Tuckey para figado e
plasma, e pelo teste de Student-Newman-Keuls para cérebro. Fonte: elaborado pelo autor

(2019).
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Tabela 3 — Quantificagao de glutationa peroxidase (GPx).

Grupo Figado Ceérebro
(nmol de H202 reduzidos/minuto/mg proteina)
Controle 0,023+0,007 a 0,009+0,007 a
Extrato livre 0,017+0,001 b 0,010+0,007 a
Extrato microencapsulado 0,021+0,002 a 0,007+0,004 a
Microcépsula vazia 0,020:E0,006 a 0,004ﬂ:0,003 a
p-valor 0,0020 0,1800

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas nas colunas ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls
para figado, e pelo teste de Tukey para cérebro. Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Alteragdes nas atividades enzimaticas sinalizam as condigdes de defesa do organismo.
Quando ha geragdo de radicais livres ocorre o acionamento do sistema antioxidante enddgeno,
as cé¢lulas tendem a aumentar suas defesas primarias. Com isso, as enzimas SOD, CAT, GPx
sdo ativadas, principalmente a SOD que ¢ a precursora na neutralizacdo do radicais livres,
elevando estas enzimas no corpo para converter tais espécies em moléculas estaveis (COLPO,
2017; SANTOS et al., 2018b).

O consumo regular de bioativos dietéticos configura como um refor¢o exogeno
antioxidante no combate as ERO. Existem duas possibilidades de atuagdo destas substancias no
organismo. A primeira ¢ estimulando a sintese enzimatica, como demonstrado em diversos
estudos com erva-mate (BOAVENTURA et al., 2015; LIMA, 2017; DE OLIVEIRA et al.,
2018). A segunda maneira seria agindo diretamente na neutralizagdao dos radicais livres, pela
acdo de sequestro dos EROs. Os antioxidantes exdgenos ligam-se as espécies reativas e as
estabilizam (BARBOSA et al., 2010; SANTOS et al., 2018Db).

A erva-mate e seus biocompostos sdo ditos por estabilizar os radicais livres através da
doagdo de elétrons ou pela quelagdo de metais (LEOPOLDINI; RUSSO; TOSCANO, 2011;
SCALBERT et al., 2005). Em nosso estudo in vivo os grupos suplementados com erva-mate
diminuiram a sintese enzimatica, possivelmente por uma ac¢do de “feedback™ negativo. As
espécies reativas tém acdo de sinalizadores celulares, que ativam vias de regulagdo de genes
relacionados a expressdo de enzimas responsaveis por manter o equilibrio intracelular entre
oxidantes e antioxidantes. Supostamente, a ingestao da erva-mate com sua oferta de bioativos
foi eficaz e suficiente na protecao antioxidante, garantindo a homeostase e reduzido a

necessidade de produgdo das enzimas SOD, CAT e GPx.
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Os antioxidantes apds ingestdo sao submetidos ao metabolismo e podem sofrer
biotransformacgdes que afetam sua disponibilidade (NIKI, 2010). Para alcangar concentragdes
suficientes e produzir seus beneficios, eles devem superar muitas barreiras, incluindo extensas
modificagdes enzimatica e quimicas até alcancar seu sitio de acdo (SCHEEPENS; TAN;
PAXTON, 2010). Para auxiliar neste processo e garantir a protecao dos compostos bioativos
realizou-se a microencapsulacio do extrato de erva-mate. No entanto, os resultados
apresentados para as quantificagdes enzimaticas mostram que o extrato livre foi eficaz na
reducdo da SOD, CAT e GPx no figado, enquanto o extrato microencapsulado somente reduziu
os valores de SOD em relacdo as microcaspsulas vazias.

Os sistemas bioldgicos sdao heterogéneos por natureza, o que influencia diretamente na
efetividade dos antioxidantes. Os bioativos naturais contidos nos alimentos podem ser
hidrossoluveis, lipossoluveis, estarem em sua forma livre ou ligada, e ainda como metabolito
de algum composto. Cada componente trabalha cooperativamente no seu respectivo local. As
formas nas quais estes circulam influenciardo sua polaridade e, assim, sua localizagdo e
bioatividade in vivo (RICE-EVANS et al., 2000; SCHEEPENS; TAN; PAXTON, 2010;
SCALBERT et al 2005).

A agdo antioxidante depende do ambiente quimico e fisico-quimico, que varia de acordo
com os tecidos e condi¢des fisiologicas. E sabido que os antioxidantes hidrofilicos sdo capazes
de eliminar principalmente os radicais livres presentes na fase aquosa (NIKI, 2010). Em nossa
interven¢do in Vvivo, o extrato livre foi composto de um extrato liofilizado de erva-mate
ressuspenso em agua para a suplementagdo nos animais. Eventualmente, os compostos
bioativos hidrofilicos foram solubilizados pelo organismo e conseguiram exercer sua a¢ao na
reducdo de todas enzimas quantificadas no figado.

Da mesma maneira, as microcapsulas também foram veiculadas em meio aquoso.
Apesar da encapsulagdo, alguns compostos podem ter interagido com o organismo devido a
porosidade das capsulas, liberando os compostos hidrossoluveis para o meio (CORDOBA;
DELADINO; MARTINO, 2013). No entanto, as microcapsulas apresentaram influéncia
somente na enzima SOD. Possivelmente, pela a¢do precursora da SOD na neutraliza¢do do
radical anion superoxido (O2") esta € a enzima mais abundante do organismo. Logo, a liberagao
parcial dos compostos hidrofilicos das microcépsulas de erva-mate ja conseguiram ser eficazes
na sua modulacdo enzimatica.

Ja os antioxidantes lipofilicos conseguem penetrar em membranas e lipoproteinas.
Ensaios in vitro indicam que flavonoides ou seus metabolitos podem cruzar a barreira

hematoencefalica com um potencial de penetracao influenciada por sua lipofilicidade Os
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compostos fenolicos, ou seus metabolitos menos polares, possuem a vantagem de serem mais
absorvidos do que os mais polares (NIKI, 2010; SCHEEPENS; TAN; PAXTON, 2010;
YOUDIM et al., 2003).

Supostamente, os compostos bioativos lipofilicos da erva-mate retidos pela
encapsulacdo conseguiram resistir as intempéries do trato gastrointestinal e foram amplamente
distribuidos pelo corpo, atingindo inclusive as membranas do cérebro. Na tabela 4 constam os
resultados do ensaio de peroxidagdo lipidica, em que mediram-se os niveis de malonaldeido

(MDA), um produto secundario gerado pela oxidagao lipidica.

Tabela 4 — Quantificagdo das TBARS.

Grupos Figado Cérebro
(nmol MDA/mg proteina)
Controle 0,271+0,10 a 2,209+0,90 a
Extrato livre 0,374:|:O,15 a 2,180:|:0,45 a
Extrato microencapsulado 0,369+0,12 a 0,922+0,31 b
Microcépsula vazia 0,308+0,10 a 1,782+0,29 a
p-valor 0,0690 0,0001

Resultados expressos como média + desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborado
pelo autor (2019).

Podemos observar que o extrato microencapsulado, unicamente, demonstrou diminuir
significativamente os niveis de TBARS no cérebro. Aparentemente, a encapsulagdo favoreceu
a entrega dos compostos bioativos lipofilicos, através da prote¢ao do seu nucleo, alcangando
locais de membranas. Assim, os extratos de erva-mate microencapsulados foram eficientes
contra a peroxidacao lipidica cerebral.

Contudo, a reducdo da peroxid¢ao foi visualizada somente no tecido cerebral.
Provavelmente isto ocorreu pois o cérebro dos mamiferos € um local muito vulneravel a danos
oxidativos. Primeiro, por ser formado por membranas com elevados teores de acidos graxos
poli-insaturados, altamente suscetiveis ao processo de oxidacdao. Segundo, por ser um grande
orgdo metabolizador de oxigénio, onde a producao de ROS por sistemas enzimaticos € nao
enzimaticos ¢ um importante fator para o desenvolvimento de processos neurodegenerativos
(BIRBEN et al., 2012; POPA-WAGNER, 2013; SCHINELLA et al., 2000).

Em concordancia com nossos dados, Colpo (2017) verificou que extratos de erva-mate

reduziram a peroxidacao lipidica e a carbonilagdo de proteinas, induzidos por uma dieta densa
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em colesterol. Cittadini et al. (2019) verificarem que extratos de llex paraguariensis ainda
poderiam ser uma fonte de agentes quimiopreventivos em patologias neurodegenerativas
relacionadas com estresse oxidativo.

Matsumoto et al. (2009) relataram que o consumo agudo de erva-mate torrada por
mulheres saudaveis diminuiu a oxidacao lipidica e aumentou a capacidade antioxidante no
plasma. Entretanto, os autores observaram o aumento na expressao de enzimas antioxidantes.
Petrilli et al. (2016) ndo encontraram nenhum efeito da erva-mate na peroxidacdo lipidica
plasmatica, possivelmente porque seu estudo envolvia sujeitos com HIV,
imunocomprometidos, sujeitos a terapia anti-retroviral.

E evidente que existe uma interagdo complexa entre as propriedades fisico-quimicas dos
compostos bioativos e os processos de transporte, metabolismo e absorcao destes nos diferentes
locais do organismo. (OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001). Os polifendis da erva-mate sao
parcialmente biodisponiveis e sdo extensivamente metabolizado, principalmente pela
microbiota. A conjugacdo ¢ o metabolismo destes no intestino delgado e figado geram formas
circulantes in vivo com maior capacidade antioxidante (GOMEZ-JUARISTI et al., 2018; RICE-
EVANS et al., 2000).

A capacidade antioxidante dos grupos submetidos ao nosso estudo in vivo foi

quantificada através da reducao férrica, e os resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Quantifica¢ao da atividade antioxidante através da reducao férrica.

Grupo Cérebro Plasma
(ng EAG/mL)
Controle 0,152+0,04 a 0,115+0,018 a
Extrato livre 0,144Zt0,01 a 0,106i0,008 a
Extrato microencapsulado 0,168+0,02 a 0,183+0,065 b
Microcépsula vazia 0,147+0,05 a 0,106+0,010 a
p-valor 0,4900 0,0001

Resultados expressos como média = desvio padrao. Médias seguidas das mesmas letras
minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborado
pelo autor (2019).

Na analise de FRAP, o extrato microencapsulado apresentou significativamente poder
antioxidante mais elevado no plasma. Este resultado supostamente ¢ decorrente dos bioativos

permanecerem protegidos externamente pela cdpsula, estando em condigdes de atingir o
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intestino. A maioria dos polifenois, por exemplo, sdo absorvidos nas células intestinais por
mecanismos passivos, quando atingem a corrente sanguinea sao convertidos em metabolitos
com maior poder antioxidantes em relagdo as suas moléculas progenitoras ndo metabolizadas
(LEOPOLDINI et al., 2011; SCHEEPENS; TAN; PAXTON, 2010).

O aumento na capacidade antioxidante plasmatica apds o consumo de alimentos ricos
em polifenois ¢ amplamente relatado na comunidade cientifica (BOAVENTURA et al., 2015;
GOMEZ-JUARISTI et al, 2018; SCALBERT et al., 2005). Em estudo sobre a
biodisponibilidade dos compostos da erva-mate, Boado, Fretes e Brumovsky (2015)
verificaram que 120 minutos apos ingestao aguda de 300 ml de infusdo do mate resultou em
um aumento da capacidade antioxidante no plasma, pelos métodos de FRAP e ABTS.

J& os efeitos de extratos encapsulados sdo mais restritos na literatura. Lee et al. (2009)
investigaram a atividade antioxidante in vitro da catequina, encapsulada pelo método de
gelificagdo i6nica interna, em fluido intestinal simulado. O valor de FRAP da catequina
encapsulada aumentou continuamente e finalmente alcangou um valor 1,8 vezes maior do que
o da catequina livre, demonstrando que a encapsulacao foi capaz de proteger as moléculas do
ambiente alcalino e libera-las de forma gradual.

Mais pesquisas sobre o efeito de extratos encapsulados de erva-mate na atividade
antioxidante in Vvivo sdo necessarias. Cordoba, Deladino e Martino (2013) realizaram a
microencapsulacdo de extratos de erva-mate e analisando o efeito da gelificagdo sobre os
valores de atividade antioxidante das cépsulas concluiram que o método de gelificagdo i6nica
utilizado ndo alterou as atividades antioxidantes. Negrao-Murakami et al. (2016) empregando
diferentes materiais de parede na encapsulagdo de extrato concentrado de erva-mate verificaram
que os mesmos nao tiveram efeitos no contetido fendlico total ou na atividade antioxidante das
microcapsulas. Entretanto, a atividade destas capsulas ndo foi verificado em sistemas
biologicos, somente avaliados nas proprias capsulas.

O consumo da erva-mate e seus beneficios na atividade antioxidante pode ser explicado
pela presenca de compostos bioativos redutores e seus metabolitos no plasma (SCALBERT et
al., 2005). No entanto, estes compostos necessitam ser adequadamente identificados e
quantificados para entender melhor sua colaboracdo aos efeitos fisiologicos esperados. Se
resultados positivos e consistentes ao longo do tempo, o mate pode ser reconhecimento como
um alimento funcional (RIACHI; DE MARIA, 2017).

Certamente, num futuro préximo, a erva-mate sera incluida na dieta, seja por

formulagdes alimentares ou farmacologicas. Ja que, através da llex paraguariensis, quantidades
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adequadas de antioxidantes qualificados podem contribuir na preven¢ao de patologias

relacionadas ao estresse oxidativo (BAEZA et al., 2017; BRACESCO, 2019).

Concluséo

As microcapsulas contendo erva-mate demonstraram de forma significativa maior
capacidade antioxidante plasmatica e reduziram a peroxidagao lipidica cerebral em ratos. Em
relagdo as enzimas enddgenas antioxidantes se percebeu uma agdo incipiente do extrato
microencapsulado, pela atenuagdo dos niveis de SOD. Concluimos que a erva-mate pode ser
um importante elemento na dieta dos animais, visto que, o consumo regular durante 30 dias
caracterizou beneficios a satide dos mesmos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para o

entendimento de como cada substancia bioativa é absorvida.
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Sample Report - Multi-Channel, Suitability
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APENDICE D — ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULA
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