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RESUMO

Estudos vém demonstrando a relagdo das escolhas alimentares ¢ a atividade da microbiota
intestinal, inferindo efeitos de equilibrio simbidtico dos microrganismos presentes no
intestino ou efeitos contrarios a este, os quais podem estar associados a complicacdes
neurodegenerativas, metabdlicas e imunologicas. Alimentos com compostos fenolicos
presentes em sua composicdo possuem influéncia seletiva sobre a microbiota intestinal,
neste sentido a erva-mate pode ser uma boa alternativa para realizar esta modulagdo. A
utilizacdo de bioativos ¢ um desafio, pela facilidade de degradacdo dos mesmos no trato
digestorio, ndo conseguindo exercer com totalidade as suas fungdes, devido a isso, técnicas
de encapsulacdo podem ser empregadas. Neste contexto, objetivamos avaliar o impacto da
ingestao de extrato de erva-mate livre e microencapsulado como potencial agente modulador
da microbiota intestinal de ratos. Para tal, o extrato de erva mate foi avaliado em relacdo a
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e FRAP,
comportamento em diferentes pH’s e HPLC, apresentando resultados de quantificacdo da
atividade antioxidante de 52,96 umol Trolox/mL para ABTS e 64,53 pmol Trolox/mL para
ensaios de FRAP e 10,17 mgEAG/mL para compostos fenolicos totais. A quantificagdo de
compostos fendlicos em pH 7,5, simulando pH intestinal foram superiores a quantificacao
em pH 2,0, simulando pH estomacal. Os compostos identificados em maior abundancia no
extrato liofilizado da erva-mate foram os isomeros de acido clorogénico com 14,22g/100g.
O extrato foi microencapsulado utilizando a técnica de gelificacdo ionica, utilizando as
concentragdes de 1,5% de alginato de sodio e 1,5% de cloreto de célcio para reticulagdo. As
microcapsulas produzidas foram avaliadas quanto a eficiéncia de encapsulacao,
apresentando valores de 46,5%. As cépsulas também foram analisadas com rela¢do a sua
morfologia externa, solubilidade em agua e comportamento em diferentes valores de pH,
demonstrando uma solubilidade de 38,70%. A quantificagdo da atividade antioxidante das
capsulas de erva-mate em pH de 7,5 e 2,0 ndo apresentou diferenca significativa. A
modulacdo do microbioma intestinal dos ratos pelo extrato de erva-mate foi determinado por
testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR), para os microrganismos
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Prevotella sp. considerados benéficos. Foi avaliado
o comportamento da microbiota intestinal de 40 ratos Wistar em diferentes grupos de estudo,
com suplementacdo de 3,29 mg de compostos fenolicos/animal/dia, durante 45 dias, para
quatro grupos de animais: extrato livre, extrato microencapsulado de erva-mate, além dos
grupos controle: agua e capsulas vazias. Os compostos presentes no extrato da Ilex
paraguariensis tiveram efeitos na modulacdo da microbiota intestinal de ratos para os
microrganismos estudados, quando avaliados antes e apos a ingestdo do extrato de erva-
mate. Nao foi observada diferenca significativa nos resultados dos animais suplementados
com extrato microencapsulado, frente ao extrato livre de erva-mate, sugerindo a utilizagdo
de extrato livre em detrimento do encapsulado. Por fim, estas compreensdes poderdo
possibilitar a expertise e diversificacdo do uso da erva mate, para estimular uma boa
microbiota, caracterizando uma alternativa de controle e preven¢do dos agravos decorrentes
da ma alimentagao.

Palavras-chave: microbiota intestinal, erva-mate, compostos fenolicos, metabolitos
fenodlicos, antioxidantes.



ABSTRACT

Studies have demonstrated the relationship between food choices and the activity of the
intestinal microbiota, inferring the symbiotic balance effects of microorganisms present in
the intestine or effects contrary to it, which may be associated with neurodegenerative,
metabolic and immunological complications. Foods with phenolic compounds present in
their composition have a selective influence on the intestinal microbiota, in this sense yerba
mate can be a good alternative to carry out this modulation. The use of bioactive agents is a
challenge, due to their easy degradation in the digestive tract, not being able to fully exercise
their functions, due to this, encapsulation techniques can be used. In this context, we aim to
evaluate the impact of ingesting free and microencapsulated yerba mate extract as a potential
modulating agent of the intestinal microbiota of rats. For this, the extract of yerba mate was
evaluated in relation to total phenolic compounds, antioxidant activity by ABTS and FRAP
methods, behavior at different pH's and HPLC, presenting results of quantification of the
antioxidant activity of 52.96 umol Trolox / mL for ABTS and 64.53 pmol Trolox / mL for
FRAP assays and 10.17 mgEAG / mL for total phenolic compounds. The quantification of
phenolic compounds at pH 7.5, simulating intestinal pH was higher than the quantification at
pH 2.0, simulating stomach pH. The compounds identified in greater abundance in the
lyophilized extract of yerba mate were the isomers of chlorogenic acid with 14.22g / 100g.
The extract was microencapsulated using the ionic gelation technique, using the
concentrations of 1.5% sodium alginate and 1.5% calcium chloride for crosslinking. The
microcapsules produced were evaluated for encapsulation efficiency, with values of 46.5%.
The capsules were also analyzed for their external morphology, water solubility and
behavior at different pH values, showing a solubility of 38.70%. The quantification of the
antioxidant activity of yerba mate capsules at pH 7.5 and 2.0 showed no significant
difference. The modulation of the intestinal microbiome of rats by the extract of yerba mate
was determined by real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR) tests for the
microorganisms Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. and Prevotella sp. considered
beneficial. The behavior of the intestinal microbiota of 40 Wistar rats in different study
groups was evaluated, with supplementation of 3.29 mg of phenolic compounds / animal /
day, for 45 days, for four groups of animals: free extract, microencapsulated herb extract.
mate, in addition to the control groups: water and empty capsules. The compounds present
in the extract of Ilex paraguariensis had effects on the modulation of the intestinal
microbiota of rats for the microorganisms studied, when evaluated before and after ingesting
the extract of yerba mate. There was no significant difference in the results of the animals
supplemented with microencapsulated extract, compared to the free extract of yerba mate,
suggesting the use of free extract in detriment to the encapsulated one. Finally, these
understandings may enable the expertise and diversification of the use of yerba mate, to
stimulate a good microbiota, featuring an alternative to control and prevent diseases
resulting from poor diet.

Keywords: gut microbiota, yerba mate, phenolic compounds, phenolic metabolites,
antioxidantes.
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1 INTRODUCAO

Na atualidade o padrdo dos alimentos ingeridos ¢ apontado como um dos principais
fatores que influencia na suscetibilidade a doenga (LADDU; HAUSER, 2019). A oferta de
alimentos caloricos e por vezes de baixo valor nutricional potencializa as estatisticas do
aumento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DNT) como, cancer, diabetes, doengas
cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, (TILMAN; CLARCK, 2014; NA ZHANG et
al., 2018; KACZMAREK et al., 2019) obesidade, doencas inflamatérias de intestino (DII),
alergias, sindromes metabolicas, disturbios autoimunes e neuropsiquiatricos (PARNELL;
REIMER, 2012; SHANDU et al; 2017).

Estima-se que o trato gastrointestinal humano ¢ colonizado por mais de 100 trilhdes
de microrganismos, dez vezes mais do que o numero de células somaticas no corpo (LI;
WEL2015). Estes microrganismos compdem a microbiota intestinal, a qual estd relacionada
a digestdo, absor¢do de nutrientes, além de inferir outros beneficios para o bem-estar do
organismo (CANI; JORDAN, 2018). Muitas doengas cronicas ndo transmissiveis vém sendo
associadas a atividade da microbiota intestinal em desequilibrio, ou seja, disbiose (LEY;
TURNBAUGH; GORDON, 2006; WANG et al., 2017). A disbiose caracteriza-se pela
desordem das comunidades microbianas presentes intestino. A dieta contribui na modulacao
da composi¢dao da microbiota € como consequéncia influencia os processos bioquimicos do
organismo, estabelecendo um sistema de interagdo entre dieta, microbiota e hospedeiro
(DANNESKIOLD-SAMSOEA et al., 2019). Devido a associagdo da agdo da microbiota em
disbiose e diversas patologias, existe um crescente interesse na manipulacdo do microbioma
intestinal para obtencdo de efeitos terapéuticos (KIM; SERRE, 2018).

O potencial benéfico de uma alimenta¢do com ingestdo de vegetais e frutas, os quais
possuem diversificada composicdo em substancias bioativas, como compostos fenolicos e
carotendides vem sendo investigada (LANGE et al., 2019). A comunidade cientifica vem
apontando que substancias fitoativas como compostos fenolicos servem como prebioticos,
podendo exercer a modulagdo da microbiota intestinal no hospedeiro e desta forma inferir
resultados positivos para satide do homem (JIAO et al., 2019).

A erva-mate difundida culturalmente nos paises da América do Sul, sendo ingerida
principalmente na forma tradicional de “chimarrdo”, possui reconhecidas propriedade
funcionais e capacidade antioxidante, visto seus biocompostos, como fendis, metilxantinas,

triterpeno, saponinas, flavondides e outros (BRACESCO et al., 2011). Evidéncias cientificas
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tém demonstrando o potencial antiinflamatério, anti-obesidade e cardioprotetor da llex
paraguariensis (JUARISTI et al, 2018), sendo promissora para o uso em desenvolvimento
de novos alimentos, que apresentem interesse para o consumidor e para a industria, além de
representar uma boa alternativa, dada as suas caracteristicas, para modulagdo dos
microrganismos presentes no intestino (SAWSAN; ARABY, 2014).

A atividade biologica de substancias bioativas, depende da sua biodisponibilidade, da
taxa de absorcao no sistema circulatério e da degradagdo pela acdo da microbiota intestinal.
Existem dificuldades de aplicacdo ou uso em virtude da instabilidade dos compostos frente a
alteragdes de temperatura e pH (MOURA et al.,, 2018). Neste sentido, técnicas de
microencapsula¢ao podem ser utilizadas para minimizar este problema. A encapsulagdo ¢
uma tecnologia capaz de proteger os bioativos das mais diversas condi¢des de exposi¢ao ao
ambiente externo, promovendo uma liberacao controlada de compostos dentro do organismo
(DESAIL; PARK, 2005; DE PRISCO, 2016), os agentes encapsulantes servem como
membrana de revestimento que protegem as substincias sensiveis (AKDENIZ; SUMNU;
SAHIN, 2018).

O estudo estd inserido na linha de pesquisa 2 do Programa de pés Graduagdao em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) que trabalha a Qualidade e Propriedades
Funcionais de Alimentos - Avaliagdo de Propriedades Funcionais e Nutrac€uticas de
Bioprodutos e Compostos. O objetivo geral ¢ avaliar o impacto da ingestdo de extrato de
erva-mate livre e microencapsulado como potencial agente modulador da microbiota
intestinal de ratos. E os objetivos especificos sao:

a) caracterizar o extrato de erva-mate quanto ao perfil antioxidante, compostos fenolicos e
comportamento em diferentes pH’s;

b) realizar a microencapsulagdo do extrato de erva-mate;

c) verificar a eficiéncia da técnica de microencapsulagdo na prote¢do do extrato de erva-
mate in vitro;

d) caracterizar as microcapsulas quanto a morfologia, comportamento em diferentes valores
de pH e solubilidade em agua;

e) verificar o efeito modulador do extrato de erva-mate livre e microencapsulado no

estimulo de bactérias benéficas da microbiota intestinal de ratos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  MICROBIOTA INTESTINAL NA PROMOCAO DE SAUDE E DOENCA

E estimado que a microbiota intestinal humana seja composta de aproximadamente
10 a 100 trilhdes de microrganismos, isso significa que, como um todo, o corpo humano ¢
composto por 10% de células somaticas e 90% por células microbianas (LI et al., 2016). As
relagdes entre os membros do microbioma e o organismo sdo frequentemente descritas
como comensais (um individuo ¢ beneficiado enquanto o outro ndo ¢ afetado), porém o
termo mutualista (ambos os individuos obtém beneficios) ¢ considerado mais
apropriado (LEY; PETERSON; GORDON, 2006).

A microbiota intestinal atua ativamente de vérias formas no organismo e produz
subprodutos metabolicos que irdo resultar em efeitos locais e sistémicos (PARNELL;
REIMER, 2012; DANNESKIOLD-SAMSOEA et al., 2019). Os avangos na ciéncia vém
demonstrando que a agdo da microbiota intestinal estd associada a processos bioldgicos,
como modulagao metabolica (LEY; PETERSON; GORDON, 2006; WANG et al., 2017), e
determinagdao de fungdes fisiologicas através da influéncia que exerce sobre o sistema
imune (HONDA; LITTMAN, 2016).

Os microrganismos presentes no trato gastrintestinal, principalmente no intestino
desempenham fungdes na digestdo, aquisicao de nutrientes (DANNESKIOLD-SAMSOEA
et al.,, 2019), regulagdo imunoldgica (HOLLISTER et al.,, 2014) e saude do cérebro
(SARKAR; BANERIJEE, 2019). O microbioma intestinal estd envolvido nos processos
metabolicos, nutricionais e fisioldgicos do corpo humano, levando a producdo de nutrientes
como acidos graxos de cadeia curta (AGCC), vitamina K, vitamina B12, 4cido félico e
certos aminoacidos que os seres humanos sdo incapazes de sintetizar (GERRITSEN et al.,
2011; SUNIL et al; 2017). A complexidade dessas comunicagdes da microbiota intestinal
com diversos sistemas do organismo ndao ¢ totalmente compreendida pela ciéncia e
provavelmente envolvem multiplos mecanismos que ainda sdo investigados (SHANDU et
al., 2017).

As pessoas saudaveis possuem diversidade e altas contagens de microrganismos
benéficos em sua microbiota intestinal caracterizando um cenario de simbiose, enquanto
pessoas doentes possuem contagens microbianas mais baixas e menor diversidade de cepas

bacterianas caracterizando um cenario de disbiose da microbiota intestinal (COTILLARD et
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al., 2013;LI et al., 2016). Numerosas doengas estdo associadas a disbiose da microbiota
intestinal, indicando que a mesma se conecta com os sistemas metabolicos do organismo.
Desta forma, o desequilibrio da microbiota intestinal pode estar relacionada direta ou
indiretamente ao desenvolvimento de doencgas (LI et al., 2016).

Uma alimenta¢do com escassez de fibra alimentar baseada em plantas, que servem
de combustivel para a microbiota, somando com uma abundancia de nutrientes que
afetam negativamente a mesma podem ser de considerados para entender o surgimento de
doencas metabolicas (SONNENBURG; BACKHED, 2016). O consumo de fibras,
consideradas pré-bidticas correlaciona-se com o aumento de géneros benéficos da
microbiota como Roseburia, Lachnospira e Prevotella (DANNESKIOLD-SAMSOEA et al.,
2019). Desta forma, o consumo de diferentes tipos de alimentos estd sendo associado no
contexto fisiologico entre a microbiota intestinal e a promoc¢do da satde ou doenca no
organismo (MILLON et al., 2018). Neste sentido, de acordo com Na Zhang et al., (2018) o
incremento de investigacdes cientificas para a elucidagdo dos mecanismos fisiologicos, de
alguns tantos microrganismos especificos, sob a fisiologia do hospedeiro sera crucial para o
desenvolvimento de futuras estratégias terapé€uticas, visando a prevencao de doengas.
Contudo, fatores como, genética do hospedeiro e estilo de vida, também sdo cruciais neste

entendimento (CANI, JORDAN, 2018).

2.1.1 Alimentacio como moduladora da microbiota intestinal

A microbiota intestinal ¢ de forma bastante enfatica alterada por fatores estocésticos.
Os microrganismos presentes no intestino sao moldados de acordo com o ambiente e habitos
de vida aos quais sdao submetidos (ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2018). Essas influéncias
estao relacionadas com fatores como: idade do individuo, sexo, etnias (HOLLISTER et al.,
2014; WANG:; et al., 2017), genética do hospedeiro, estado de satde, estilo de vida, tipo de
parto, exposi¢do a medicamentos (SHANDU et al., 2017), exposi¢@o a poluentes (JIN et al.,
2017) e a pratica de exercicios promovem interagdes com o sistema imune € 0 aumento no
nimero de comunidades microbianas benignas do microbioma intestinal (CODELLAA, R.;
LUZI, L.; TERRUZZI, 2018). No entanto, o padrao da ingestdo de alimentos ¢ considerado
o principal fator de influéncia na microbiota intestinal, o qual pode possui diferencas entre

as praticas culturais (CRYAN; DINAN, 2012; SHANDU et al., 2017).
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A dissimilaridade do microbioma intestinal encontrado em pessoas que habitam em
grandes centros urbanos em comparagdo a pessoas que vivem em comunidades agricolas e
rurais estd sendo investigada. Sugere-se que a dieta singular destes ambientes seja
responsavel pela diferenga na manutencao da simbiose ou disbiose da microbiota intestinal,
relacionando a baixa diversidade de microrganismos ao consumo exclusivo de alimentos
ultraprocessados (com alta quantidade de sal, agucar, gorduras, realgadores de sabor) e a
falta de ingestdo de fibras alimentares e componentes biativos, dieta esta, com frequéncia
observada na sociedade moderna e urbanizada (FILLIPPO et al., 2010; ZMORA; SUEZ;
ELINAV, 2018). Mudancas nos padrdes alimentares resultam em reflexos na estrutura
populacional da microbiota intestinal, indicando que a dieta influencia a composi¢ao deste
microbioma (NA ZHANG et al., 2018).

A relagdo da ingestdo de alimentos e a microbiota intestinal pode ser notada desde o
inicio da vida, pois a colonizagdo do intestino por microrganismo ¢ dado a partir do leite
materno (CHARBONNEAU et al.,, 2016), depois disto acontece a multiplicacdo e a
diversificacdo de espécies a partir da adogao de alimentos so6lidos e a exposi¢do do individuo
aos fatores ambientais (LAURSEN et al., 2017).

A redugdo da diversidade das populagdes de microrganismos presentes no intestino
pode ser interpretada pela diminui¢do da variedade de alimentos inseridos na dieta, o que faz
refletir essa associacdo e as diferentes respostas da microbiota aos alimentos ingeridos
(ZMORA; SUEZ; ELINAYV, 2018). O consumo de dietas tipicamente ocidentais (altamente
caloricas) tem sido relacionado ao desenvolvimento e progressdo de diversas doengas,
inferindo em mudangas especificas dos microrganismos da microbiota intestinal (MILLON
et al., 2018).

O entendimento que a microbiota era relativamente estavel ao longo da vida foi
suplantado por resultados de pesquisas que demonstram que os fatores dietéticos alteram a
comunidade microbiana e isto resulta em mudangas bioldgicas no hospedeiro (BROWN et
al., 2012; DANNESKIOLD-SAMSOEA et al., 2019). Nesta linha de raciocinio a dieta tem
sido apontada para modelar positivamente a composicao da microbiota gastrointestinal, isto
¢, proporcionar aumento de géneros benéficos e redugdo de patogénicos. Estudos em
camundongos sugeriram que a dieta ajuda a determinar a receptividade de uma comunidade
intestinal em relacdo a sua modulagdo (HOLLISTER et al.,, 2014). A alimentagao ¢
considerada responsavel por 57% a 60% da variagdo total na composicao da microbiota

intestinal em animais (ZHANG et al., 2010; LI; WEI, 2015; NA ZHANG et al., 2018).
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Os habitos alimentares representam um aspecto que afeta o crescimento e quantidade
das cepas bacterianas intestinais, isto ¢ observado pela vantagem competitiva que alguns
alimentos representam para bactérias especificas do intestino (KOREM et al., 2015). Os
nutrientes centrais podem ser citados como responsaveis por este mecanismo, por exemplo,
as fibras nao digeriveis. As fibras ndo digeriveis sdo carboidratos que o organismo humano
ndo ¢ capaz de sintetizar, desta forma os mesmos atingem o intestino em forma ndo digerida.
Ao contrario dos humanos, estima-se que o microbioma seja capaz de sintetizar compostos
que facam a quebra destes alimentos, Bacteroides, Bifidobacterium e Ruminococcus sao
exemplos de microrganismos que realizam esta fun¢do, fazendo com que este tipo de
alimento propicie crescimento destas espécies benéficas (CANTAREL; LOMBARD;
HENRISSAT, 2012; ZMORA; SUEZ; ELINAV, 2018).

A ingestdo de fibras ndo digeriveis pode influenciar mudangas na composicdo e
atividade da microbiota intestinal e a abundancia na geracdo de metabolitos pela sua
ingestao, além de aumentar o volume fecal (DANNESKIOLD-SAMSOEA et al., 2019). A
quebra destes compostos resulta na liberacdo de glicose e substancia secundarias como
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) como acetato, propionato, butirato, lactato e
succinato, iniciando uma complexa rede metabdlica no organismo (FISCHBACH;
SONNENBURG, 2011; ZMORA; SUEZ; ELINAYV, 2018). A producdo destas substancias
possui comprovada influéncia com as respostas inflamatérias na fisiologia do organismo,
pois atuam como moduladores da manutencdo das células de defesa (SMITH et al., 2013;
ZMORA; SUEZ; ELINAYV, 2018). Os acidos graxos de cadeia curta, em especial o butirato,
promovem a diferenciacdo de células de defesa, fortalecendo a barreira epitelial do intestino.
Os mesmos também sdo responsaveis pela producdao dos peptideos de saciedade, como o
peptideo-1- GLP-1 (KIM; SERRE, 2018).

Como exemplo destas relacdes, uma dieta rica em gordura ou proteina (dieta tipica
ocidental) mostra reducdes significativas em Bifidobacterium, enquanto a suplementagao de
dieta rica em gordura com adicdo de fibras fermentaveis e/ou prebidticos se mostrou capaz
de restaurar niveis dessas mesmas bactérias. (BROWN et al., 2012; SHANDU et al., 2017).

Uma dieta mediterranea, caracterizada pelo consumo de frutas, vegetais, legumes,
graos integrais, sementes, ingestdo moderada de peixe, aves, produtos lacteos e baixa
ingestdo de carne vermelha, graos refinados e agucar tem sido postulada na contribuicao de
melhor desempenho na saide do organismo através da sua relagdo com o microbioma

intestinal (LANGE et al., 2019). O consumo de frutas, peixes e vegetais promove a
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diversificagdo e manutencdo da simbiose da microbiota, ao contrario do que pode ser
observado no consumo de dietas hiperlipidicas e rica em agucares, as quais estdo associadas
ao aumento de Firmicutes e reducdo de Bacterioidetes (HILDEBRANDT et al., 2009;
SHANDU et al., 2017; KIM; SERRE, 2018). Estes microrganismos sao prejudiciais a
manuten¢do da satde visto que caracterizam-se por serem lipogé€nicos, propiciados pela
dieta lipidica, influenciando na geracdo de 4cidos graxos de cadeia curta e sensagdo de
saciedade, orquestrando a sinalizagdo de apetite e alteracdes comportamentais como o
desenvolvimento de quadros de ansiedade (SHANDU et al., 2017; KIM; SERRE, 2018) e
obesidade (JIAO et al., 2019), como ilustrado na Figura 1.

Figura 1- Dieta como moduladora da microbiota intestinal

Non-Western Diet Western Diet B

4 Bifidobacteria + Bifidobacteria
t Bacteroides +Bacteroides
1 Prevoteila +Prevorella
L Firmicutes 1' Firmicutes
% SCFAs 08, SCFAs
® ..... 4+ Butyrate ... ® 4 Butyrate
1 Acetate } Acetate
* Propicnate | Propionate ;
%% GLP_I .
—
es 9lenbay

Increase in anxiety
Induce depression
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Algumas investigagdes demonstram que um dos potenciais da microbiota intestinal é
a modulacdo da extragdo de energia e sinalizacdo de apetite, propondo que a microbiota de
individuos obesos ¢ mais eficiente em extrair energia de uma determinada dieta do que a
microbiota de individuos magros, resultando em aumento da adiposidade (PARNELL;
REIMER, 2012), essa modulagdo ocorre principalmente pela base de alimentos presentes
na dieta dessas pessoas e o filo Firmicutes estd associado a este tipo de resposta
(TURNBAUGH, et al., 2006; WANG et al., 2017). Mayta-Apaza e colaboradores (2018)

sugerem que a microbiota intestinal de individuos que consomem predominantemente dieta
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com carater ocidental (alto teor de gordura) pode ter menor capacidade na metabolizacdo de
compostos provenientes de alimentos sauddveis e desta forma reduzem a sua
biodisponibilidade e com isso os seus potenciais beneficios.

Desta forma, evitar dietas de alimentos ricos em lipideos e agucares revela-se como
muito importante para o estimulo da colonizagdo de nosso intestino com boas bactérias
resultando em bons resultados na manutengao da saude do homem (ZMORA; SUEZ;

ELINAYV, 2018).

2.1.1.1 Ingestdo de alimentos com propriedades bioativas

A microbiota intestinal transforma os compostos da dieta em metabolitos bioativos e,
os compostos bioativos dos alimentos influenciam o crescimento, a diversificagdo e a
atividade dos microrganismos do intestino e também efeitos fisiologicos em outros
tecidos (AURA, 2008; LAPARRA; SANZ, 2010). Assim, a ingestdo de alimentos que além
de nutrir o organismo também possam proporcionar outros beneficios como: potencial
antioxidante, anticolesterolémico e antiinflamatorio sdo de extrema importancia para a
manuten¢do da homeostase do organismo (LAPARRA; SANZ, 2010).

Os compostos fendlicos sdo substancias com grande diversidade estrutural,
encontradas naturalmente em alimentos naturais como chas, vinhos, frutas, ervas, etc. Esses
compostos sdo facilmente metabolizados e transformados no organismo (ARAUJO, 2011;
NASH et al.,2018; GOWD et al., 2018). Os metabolitos derivados de compostos fenolicos
sdao absorvidos no intestino, circulam no sistema sanguineo e depois sdo excretados pela
urina (LAPARRA; SANZ, 2010). Estes compostos sdo pouco absorvidos no intestino
delgado, estima-se que 90-95% dos fendlicos da dieta se acumulem no c6lon e € neste local
que ocorre a sua metabolizagdao (CLIFFORD, 2004; SAWSAN; ARABY, 2014).

A ingestdo de alimentos ricos em flavondis ¢ importante para a modulagdo da
composi¢do da microbiota intestinal, exercendo efeito semelhante a probiodticos, ou seja,
inibindo o crescimento de géneros patogénicos e estimulando o desenvolvimento de géneros
benéficos (SAWSAN; ARABY, 2014). Neste contexto, ressalta-se a importancia do
consumo diario de compostos fenolicos (CHACAR et al., 2018).

Os metabolitos gerados de compostos fenolicos a partir da agdo de microrganismos
do intestino possuem maior bioatividade que seus precursores (CHEN; SANG, 2014;
GOWD et al., 2018) e contribuem para a manuten¢do da satde gastrintestinal e auxiliam

também modulando a composicdo do microbioma intestinal. Os polifenois podem atuar
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como promotores do crescimento, proliferacdo ou sobrevivéncia das bactérias benéficas no
intestino (CHEN; SANG, 2014). A figura 2 ilustra como os alimentos funcionais atuam na

modulagdo da microbiota intestinal e fisiologia do organismo., (Figura 2).

Figura 2 -Influéncia dos alimentos funcionais sobre a microbiota intestinal
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O efeito protetor destes compostos se deve a capacidade antioxidante dos mesmos, 0s
quais sdo capazes de neutralizar espécies reativas de oxigénio (EROs), (MAYTA-APAZA et
al., 2018) as hipdteses sdo de que uma dieta contendo antioxidantes, além de controlar o
estresse oxidativo, aumenta as populagdes microbianas consideradas benéficas (MILLON et
al., 2018).

A determinagdo da bioatividade de compostos fendlicos depende de alguns fatores,
como sua estrutura quimica, glicosilagdo, conjugacdo com outros fendis ou acidos organicos
e transformacao pela a¢do da microbiota intestinal, ou seja, essas substincias precisam ser
hidrolisadas pelas enzimas intestinais ou pela microbiota antes de serem absorvidas. Dadas
estas transformagdes os compostos fenodlicos geralmente sdo excretados na urina em formas
diferentes da ingerida (ARAUJO, 2011; GIL — SANCHEZ, 2018; ZUGCIC et al., 2019).

No caso dos polifendis, a maioria das formas fendlicas da dieta ¢ pouco absorvida no
intestino delgado e atinge o intestino grosso, onde sdo extensamente transformados pela
microbiota intestinal, podem ser excretados no figado (como componentes da bili) e serem
reabsorvidos no intestino (ARAUJO, 2011; NASH et al., 2018). Assim, as principais formas
bioacessiveis fenolicas (capazes de serem absorvidas) s30 0s

metabolitos microbianos (4cidos benzdicos, acidos fenilpropidnicos, acidos
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fenilacéticos, fenois, acidos hipuricos e outros), que sdo estruturalmente diferentes das
formas fenolicas precursoras presentes nos alimentos ingeridos (GIL — SANCHEZ, 2018).

Investigagdes a respeito dos efeitos de compostos fendlicos de azeite de oliva sobre a
microbiota intestinal demonstram que apos a suplementacao houve aumento significativo de
Bifidobacterium e redug¢do de populacao do género Clostridium (PELAEZ et al., 2017).
Avaliacdes em relacdo ao consumo do extrato da folha de oliveira elucidam que existe um
aumento significativo nos acidos fenolicos, derivado do metabolismo dos polifendis pela
acdo da microbiota intestinal, observou-se também que o metabdlito acido 3,4-
dihidroxifenilacético pode ser encontrado no plasma varias horas apos a ingestdo do extrato
(ZUGCIC et al., 2019). Resultados semelhantes foram encontrados em estudos
desenvolvidos com bagaco de uva, considerada uma 6tima fonte de bioativos, metabdlitos
como acido 3-hidroxifenilacético e acido 2- (4-hidroxifenil) propionico, derivados de fenois
acidos, foram correlacionados com o estimulo de Bifidobacterium, além destes, sugeriu-se a
presenca do metabolito Daidzedin (isoflavona) como responsavel pela inibicdo do género
patogénico Clostridium (CHACAR et al., 2018).

A metabolizacdo de compostos fenolicos e antioxidantes também foi estudada com
fontes de extratos de amora preta, neste estudo verificou-se que o composto precursor
catequina desaparece completamente em contrapartida ao surgimento de novos metabolitos
secundarios como acido galico, dacido 3, 4-di-hidroxibenzoico e 2, 4, 6-tri-
hidroxibenzaldeido. Estes metabolitos secundarios foram avaliados positivamente para
capacidade antidiabética e estes resultados foram sugeridos devido a acdo da microbiota
intestinal, inferindo a mesma como indispensavel para atividade bioativa da amora preta
(GOWD et al., 2018).

Muitos estudos vém demonstrando ao longo dos anos a acdo benéfica da ingestdo de
compostos fenolicos e de seus metabolitos bioativos. Alguns metabdlitos provenientes da
acdo da microbiota intestinal ja foram identificados, no entanto o grande desafio ¢ entender a
complexidade dessas biotransformacgdes, compreender o exato funcionamento desses
elementos e como se relacionam com os sistemas do organismo e a microbiota intestinal
(GAUTHAM et al., 2014; NASH et al., 2018). Neste sentido, percebe-se que matrizes
vegetais ricas nestes compostos podem ser exploradas para elucidar essas relagdes, diante
disso, a utilizacao da llex paraguariensis pode ser considerada para promog¢ao de uma boa

microbiota intestinal (SAWSAN; ARABY, 2014).
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2.2 ERVA-MATE (ILEX PARAGUARIENSIS)

A erva-mate ¢ uma planta com uso tradicional em paises da América do Sul
(JUNIOR; MORAND, 2016; BARROSO et al., 2019), pertencente a familia Aquifoliaceae e
cientificamente conhecida como [llex paraguariensis, seu consumo nesta regido estd
associado a tradi¢do guarani, grupo nativo que habitou diferentes paises do sul da América.
E uma matéria-prima bastante difundida na forma de bebidas preparadas a partir da infusdo
das folhas, recebendo diferentes designacdes de acordo com a temperatura em que ¢
preparada ou consumida (JUNIOR; MORAND, 2016). Ch4 mate e chimarrdo sdo preparos
de 4gua quente, ja o tereré ¢ uma bebida com dgua fria (BRACESCO, et al., 2011).

No contexto de produgdo de erva-mate, o Brasil ¢ o segundo maior produtor, seguido
do Paraguai (JUNIOR; MORAND, 2016). O maior consumo per capita de erva-mate esta no
Uruguai com 8 a 10 kg/ habitante/ano, na Argentina o consumo ¢ de cerca de 6,5 kg
/habitante/ ano e no sul do Brasil possuimos dados de 3 a 5 kg / habitante/ ano. O consumo
médio de folhas secas estimado para esses paises € entre 12 e 23 g / habitante/ dia. (HECK;
MEIJIA, 2007; JUNIOR; MORAND, 2016).

O consumo de erva-mate vem expandindo e recebendo relevancia devido ao seu
sabor e suas propriedades benéficas para a saude (JUNIOR; MORAND, 2016). A planta /lex
paraguariensis contém uma diversidade de constituintes, como nutrientes, minerais e
vitaminas, ¢ caracterizada com aproximadamente 6% de cinzas, 26% proteinas, 4,5% de
gordura e 64% de carboidrato em sua composi¢do (SOUZA et al., 2015). A composicao
fitoquimica desta planta se d& principalmente pela presenca de seus polifendis (acidos
fenolicos e flavondides), alcaldides (metilxantinas, cafeina, teobromina,teofilina) e terpenos
como carotendides e saponinas (HECK; MEJIA, 2007; JUNIOR; MORAND, 2016;
BARROSO et al., 2019). Estes constituintes sdo responsaveis pelo potencial bioativo da
erva-mate, os quais estdo presentes principalmente em suas folhas (SOUZA et al., 2015).

As caracteristicas benéficas do consumo da llex paraguariensis podem ser citadas,
tais como anti-inflamatorias, anti-obesidade (SCHINELLA et al., 2014; SOUZA et al.,
2015; ROCHA et al., 2018), anti-cancro, ¢ atividade antioxidante (SCHINELLA et al.,
2014; SOUZA et al., 2015) hipoglicemiante (BRACESCO et al., 2011; ROCHA et al.,
2018), antimicrobiana (BRACESCO et al., 2011) quimiopreventivas e hipocolesterolémica
(BOANTURA et al., 2012; BARROSO et al., 2019). Nos ultimos anos, varias dessas

atividades farmacoldgicas vém sendo documentadas em artigos cientificos, demonstrando o
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potencial de agdo antioxidante, efeitos cardioprotetores (JUARISTI et al., 2018; CAHUE et
al., 2019; BARROSO et al., 2019) antiinflamatorios, anti-obesidade desta planta (JUARISTI
et al., 2018; ROCHA et al., 2018). Estudos in vivo propdem que a utilizacao de erva-mate na
dieta pode melhorar o perfil lipidico plasmatico, prevenir gordura hepatica, reduzir
resisténcia a insulina e redugdo de riscos cardiovasculares (JUNIOR; MORAND, 2016;
BARROSO et al., 2019)., (Figura 3).

Figura 3 -Beneficios da erva-mate na promocao da satide
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O perfil lipidico ¢ conhecido por ser marcador de riscos cardiovasculares, a erva-
mate tem sido reconhecido pelo excelente potencial modulador colesterolémico para redugao
destes riscos (BRAVO et al., 2014). Este efeito hipocolesterolémico ¢ associado a presenca
de saponinas e demais compostos fendlicos presentes no cha mate (BOAVENTURA et al.,
2012). Além disto, o uso do cha de mate também ¢é sugerido para a prevencao do diabetes
(BOAVENTURA et al., 2013).

As inflamacgdes e oxidacdo das células deve-se principalmente a espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS), os quais estdo relacionados com diversas patologias
cronicas. A ingestdo de mate, dada sua composi¢ao, demonstra fungdes antioxidantes, a qual
retarda este processo oxidativo (RIACHI; MARIA, 2017). A lIlex paraguariensis ¢€

responsavel pela diminui¢do desses biomarcadores de estresse oxidativo (BOAVENTURA
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et al., 2013), a presenca de seus bioativos confere a atividade sequestradora das espécies
reativas de oxigénio, revelando seu potencial protetor e antioxidante no organismo
(SAWSAN; ARABY, 2014). Estudos realizados com ratos sugerem que o tratamento com
erva-mate ¢ capaz de manter a defesa antioxidante da enzima catalase, responsavel por
atenuar radicais livres, em animais tratados com dieta hiperlipidica, contribuindo para a nao
acumula¢do de gordura no figado desses animais (BARROSO et al., 2019).

Os beneficios impostos através do consumo de erva-mate estdo muito associados a
metabolizacdo de seus compostos, sugerindo que seus metabdlitos secunddrios sao
biologicamente ativos (KUNGEL et al, 2018). Acido cafeico e acido clorogénico sdo
considerados 0s principais precursores das propriedades bioativas da erva-mate
(BRACESCO et al., 2011), remocao de espécies reativas de oxigénio e¢ a modulacao das
enzimas antioxidantes pode ser explicada pela presenca, em maior conteudo destes
compostos (SOUZA et al.,2015). Sugere-se que os polifenodis presentes na erva-mate podem
afetar o crescimento € o metabolismo das bactérias do intestino, ativando ou inibindo seu
crescimento, dependendo da constituicdo e concentracdo (SAWSAN; ARABY, 2014).

A presenca de 4cido cafeico e 4cido clorogénico na erva-mate pode ser responsavel
pela atividade antimicrobiana de bactérias patogénicas gram-negativas (PUUPPONEN-
PIMIA et al., 2005; SAWSAN; ARABY, 2014; LIMA; FARAH, 2019). Avaliacdes com
extrato de erva-mate demonstram o potencial antimicrobiano do mesmo sobre as bactérias
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, todas consideradas patogénicas e promotoras de disbiose intestinal
(VIEITEZ et al., 2018). No intestino os fendlicos desta planta podem agir seletivamente
sobre os componentes da microbiota intestinal, influenciando na dindmica populacional e
realizando uma modulagdo positiva das bactérias no intestino (SAWSAN; ARABY, 2014).

O potencial funcional dos biocompostos da erva-mate faz desta planta uma matéria-
prima apropriada para ser explorada em matrizes alimentares, caracterizando uma proposta
da utilizacao da llex paraguariensis para producao de alimentos saudaveis que tragam
proveitos para a saide do organismo, incluindo uma boa microbiota intestinal. No entanto,
existe a necessidade de estudos comprobatorios de que os compostos presentes no mate
podem de fato influenciar positivamente os microrganismos presentes no intestino.

A grande dificuldade da utilizagao de fontes com compostos bioativos na producao
de alimentos ¢ a sua instabilidade, estes compostos sao altamente suscetiveis a fatores como

oxigénio, luz, pH e calor (NUNES et al., 2015). Levando em consideracdo o cendrio atual de
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doengas degenerativas associadas com a alimentag@o e o aumento da demanda por alimentos
saudaveis, melhorar o veiculo de produtos funcionais representa um papel fundamental na
promogao da saude humana. Este problema pode ser minimizado com a utilizagdo de

técnicas de encapsulagao (DE PRISCO, 2016).

2.3 MICROENCAPSULACAO

O processo de encapsulagdo de compostos bioativos através de um revestimento
polimérico, protege o ativo do ambiente externo, podendo inibir assim, a oxidagao,
exposi¢ao a luz, oxigénio e outros fatores que venham a gerar degradacdo (DEPYPERE;
2003), isto faz a tecnologia de producao de capsulas eficiente para aplica¢do na industria de
alimentos (WANG et al., 2016).

A microencapsulacdo e ou encapsulacdo ¢ uma tecnologia capaz de proteger os
bioativos das mais diversas condi¢des de exposi¢ao (luz, temperatura, oxigénio, dentre
outras), promover a liberacdo controlada, mascarar odor e sabor desagradaveis, além de
possibilitar a diluigdo homogénea do material encapsulado, em um produto alimenticio
(DESAI; PARK, 2005; DE PRISCO, 2016).

Viérias técnicas de encapsulacdo podem ser empregadas, como a emulsificacdo,
coacervagdo, gelificacdo i0nica, spray dryer, spray cooling, em leito fluido e extrusdo, entre
outros que tém sido desenvolvidas e estudadas. (CASANOVA et al., 2016).A gelificagao
10nica € uma técnica muito utilizada por tratar-se de um método versatil e simples, baseado
nas interagcdes iOnicas de polimeros com cargas opostas (BENAVIDES et al. 2016).A
vantagem de utilizar a gelificagdo idnica s@o as condi¢des suaves, uma vez que nao emprega
altas temperaturas, agitacao vigorosa ou solventes organicos (MOURA et al. 2018).

Alguns materiais de parede podem ser utilizados para realizar encapsulagdo, como
goma arabica, proteinas e maltodextrinas. No entanto, deve haver cuidado na escolha do
material encapsulante, para que este ndo altere a funcionalidade desejada para a capsula
(NUNES et al., 2015).0s agentes encapsulantes servem como membrana de revestimento
para as capsulas, com o objetivo de proteger substancias sensiveis, isolando-as fisicamente
do meio ambiente durante a fabricagdao, armazenamento ¢ manuseio, para posterior liberagao
no produto final durante a sua fabricagdo e/ou consumo (AKDENIZ; SUMNU; SAHIN,
2018).
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O alginato de s6dio ¢ um dos biopolimeros mais utilizados como encapsulante de
materiais bioativos devido a sua capacidade em gelificar sob condigdes brandas,
versatilidade, capacidade de formar hidrogéis sensiveis ao pH, e sua solubilidade em agua a
temperatura ambiente, sem necessidade de aquecimento (LOPES et al., 2016), além da sua
notavel capacidade de reticulagdo, sensibilidade ao pH e muco-adesividade (AGUERO et
al., 2017).

A sensibilidade a diferentes pH’s do alginato, dado a presenga de grupos carboxilicos
em sua estrutura conferem a este polimero uma desejavel caracteristica quando a intencao €
uma liberacdo controlada das cépsulas no trato digestorio. Para um pH <3,4 os grupos
acido carboxilico estdo na forma ndo ionizada (COOH) levando a uma estrutura
insolavel. Em pH > 4,4 o grupo carboxilico fica ionizado (COO °), iniciando uma expansao
da cadeia polimérica e o intumescimento da matriz hidrofilica, depois disto ha o rompimento
da capsula e liberagao do material encapsulado em um pH < 7. As caracteristicas de resposta
a diferentes pH’s ao longo do trato gastrointestinal e resisténcia as condi¢cdes adversas do
estomago, fazem do alginato uma alternativa que tem sido explorada para o
desenvolvimento de dispositivos para administracdo via oral (AGUERO et al., 2017).,

(Figura 4).

Figura 4 - Sensibilidade das capsulas em diferentes pH’s
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Fonte: Aguero et al., 2017

Cépsulas resistentes as condi¢des gastricas estdo cada vez mais sujeitas a estudos

para entender e aprimorar o mecanismo de liberacdo do composto bioativo no local de acao

desejado (MOURA et al., 2019).
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Devido a estas propriedades o alginato pode ser empregado para produzir capsulas
através da técnica de gelificacdo i6nica. Esta técnica tem como principio a reticulagdo de
cadeias polieletroliticas do biopolimero na presenga de cations bivalentes como Ca**, Mg**
entre outros. O uso de ions calcio, além de produzir melhores resultados, também ¢
interessante devido a aceitabilidade pelo organismo humano, pelo fato de ser o principal
componente do sistema esquelético e por atuar na regulacdo de diversos processos
fisiologicos (VASILE; JUDISA; MAZZOBRE, 2018).

O desenvolvimento de microcapsulas pela técnica de gelificagdo i6nica pode ser
realizado aliando-se ao spray dryer, para atomizagao da solu¢do polimérica junto ao material
a ser encapsulado em solucdo reticulante de cloreto de célcio obtendo-se microcépsulas

solidas e de menor tamanho no final do processo.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia estd organizada conforme o fluxograma da Figura 5.

Figura 5 - Fluxograma da metodologia do projeto
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Fonte: propria autora (2019)

3.1 TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

As folhas de erva-mate utilizadas foram fornecidas pela empresa INOVAMATE,
municipio de Ilopolis - RS. As folhas colhidas para amostragem sao de diferentes quadrantes
da plantagdo de erva-mate, sendo misturadas e dando origem a uma amostra composta. As

folhas foram separadas dos caules e branqueadas, este método consiste na imersao das folhas
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em agua a uma temperatura de 95°C por 30 segundos e em seguida imersas em banho de
gelo.

Apo6s o processo de branqueamento o excesso de agua foi retirado utilizando papel
toalha e as folhas submetidas a secagem em estufa por 20 horas em temperatura de 50°C + 2
°C formando uma camada < 5 cm para evitar o excesso de sobreposi¢do das folhas. Depois
de secas, as mesmas foram trituradas em moinho de facas, em seguida embaladas a vacuo e

a amostra congelada a — 18 + 2°C até a sua utilizagao.

3.2 OBTENCAO DE EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso foi preparado de acordo com o método descrito por Turkmen, Sari
e Velioglu (2006) e modificado por Murakami et al. (2011), com adaptagdes. Em ensaios
preliminares, a condi¢do (m/v) de 15g de erva para 100mL de 4gua demonstrou maior teor
de compostos fendlicos e potencial antioxidante, para ser utilizada. O preparo do extrato
consistiu em uma suspengao de erva mate em agua, que foi aquecida por 5 min a 90+2 °C
em banho-maria, ap6s foi filtrada em filtro de nylon utilizando uma bomba de vacuo com o
intuito de separar o extrato do material em suspesao.

O extrato filtrado foi distribuido em bandejas contendo 250 mL e encaminhado a
ultra-freezer por 24 h a -80 + 2 °C e posteriormente submetido a liofilizagao por 80 h a -40 +
2 °C a fim de concentrar os s6lidos e preservar sua atividade. A caracterizagdo do extrato
liofilizado foi realizada quanto ao teor de compostos fenolicos e andlise de potencial

antioxidante.

3.3 CARACTERIZACAODO EXTRATO LIOFILIZADO

3.3.1 Capacidade Antioxidante pelo Radical ABTS

A analise da capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS (4cido 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfonico) estd baseada na metodologia adaptada de
RE et al. (1999). O radical catidonico de ABTS foi preparado a partir da reagdo com a mistura
de solugdo estoque de ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potassio (2,45 mmol/L), esta
solucdo foi preparada no minimo 12 a 16 horas antes da realizacdo da analise e permaneceu

em ambiente escuro, em temperatura ambiente.
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Para realizagdo da analise a solugcdo de ABTS foi diluida em etanol 96% até obter
uma absorbancia de 0,695 a 0,705no espectrofotometro UV-Vis. Ao atingir a absorbancia
desejada foi adicionado 1mL desta solu¢do em 10 pL. de amostra do extrato de erva-mate
previamente pipetada, (10 pL de 4gua para o tubo de branco), em ambiente protegido da luz,
seguido de 5 segundos de homogeneizagdo. Esta solugdo permaneceu em repouso durante 6
minutos no escuro para reagdo. O extrato de erva-mate liofilizado foi avaliado em dilui¢ao
apropriada para sua concentragdo (1:100). Para leitura da absorbancia utilizou-se uma
cubeta ImL, o espectrofotometro foi zerado com etanol a 734nm. Os resultados foram
interpretados utilizando uma curva padrdao expressa pmol equivalente de Trolox/L de

amostra, apresentada no apéndice A. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.2 Capacidade Antioxidante pelo Método de FRAP

O potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com o
método proposto por Benzie e Strain (1996) com modificacdes de Arnous et al. (2002). Para
a realizagdo deste ensaio adicionou-se 200 pL. de amostra de extrato de erva-mate (200uL de
agua para o tubo de branco) e 200uL de solugdo de cloreto férrico 3 mM em tubos de ensaio.
Esta mistura permaneceu em repouso durante 30 minutos em banho-maria, em temperatura
de 37°C. Apds o repouso foi adicionado 3,6mL de solucdo TPTZ (2,4,6-Tris(2 Piridil)- 1,3,5
Triazina) e os tubos submetidos a um ambiente escuro durante 10 minutos. O extrato de
erva-mate liofilizado foi avaliado em diluicao apropriada para sua concentragao (1:250). O
espectrofotometro UV-Vis foi zerado em 620 nm com a amostra de branco. Os resultados
foram interpretados utilizando curva padrdo de umol equivalente de Trolox/L de amostra,

apresentada no apéndice B. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.3.3 Compostos Fenolicos Totais

O contetido total de polifendis dos extratos foi determinado segundo o método
descrito por Correia et al. (2004), com modificagdes propostas por Sousa ¢ Correia (2012).
Para realizagdo dos testes, foi utilizada uma dilui¢do apropriada para a concentracdo do
extrato de erva-mate liofilizado (1:200). Foi adicionado em tubos de ensaio 1 mL de amostra
(1mL de 4gua para o branco), 1 ml de alcool 96%, SmL de dgua destilada e 0,5 mL de Folin-

Ciocalteau, esta mistura foi agitada por 10 segundos e adicionada de 1 mL de carbonato de
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sodio Na2CO3 5%. Apos a adi¢ao do carbonato de sddio agitou-se por 3 segundos e os
tubos foram submetidos a 1 hora de repouso em ambiente protegido de luz.

A leitura da absorbancia foi realizada em Espectrofotdmetro UV-Vis, zerado com
agua a 765 nm. Os resultados foram interpretados utilizando curva padrdo expressa em mg
equivalentes de Acido Galico/mL de amostra, apresentada no apéndice C. Os ensaios foram

realizados em triplicata

3.3.4 Comportamento do Potencial Antioxidante do Extrato em Diferentes Valores de

pH

Os valores de pH foram medidos através de pHmetro calibrado, pela inser¢ao do
eletrodo na solugdo com o extrato de erva-mate. O comportamento do potencial antioxidante
do extrato de erva-mate em diferentes pHs foi realizado de acordo com o método proposto
por Chen et al. (2017) com modifica¢des, submetendo o extrato a 3 diferentes condigdes: pH
acido (2,0 +2), utilizando solu¢dao de acido cloridrico 0,5 M (HCI), pH basico (7,5 £2)
utilizando solucdo de carbonato de soédio 0,1 M (NaHCOs3) e pH intermedidrio (5,5 £2)
utilizando solugdo de acido cloridrico 0,5 M (HCI) e solugdo de carbonato de sodio 0,1 M
(NaHCO:3) respectivamente.

Para os testes 25 mL de extrato foram preparados utilizando as solu¢des tampao para
ajuste dos pH’s desejados, cada pH foi mantido 2 horas em shaker a 37 °C sob agitacdo de
100 rpm.

Esses ensaios visam simular os pHs encontrados no trato digestivo. A analise da
quantificagdo de compostos in vitro em cada um dos tratamentos foi realizada no final do
tempo estabelecido para cada pH, pelo método de descrito no item 3.3.3. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.3.5 Identificacio de Compostos Bioativos por HPLC

A quantificagdo dos compostos fenolicos e alcaldides do extrato liofilizado de erva-
mate foram analisados com suporte do laboratério de cromatografia da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM), utilizando a técnica de HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performance), acoplada ao detector de matriz fotodiodo (PDA), usando uma coluna C-18 de
fase reversa (tamanho de particula de 5 um, 150 nm, 4,6 nm) a 38°C. As fases moveis foram

compostas por 5% (v/v) de metanol em agua acidificada, (0,1% v/v de acido féormico) com



35

solvente (A), 0,1 % (v/v de acido formico em acetonitrila com solvente B, vazdo de 1
mL/minuto e o volume de inje¢do foi de 20 pL de amostra, seguindo o método descrito por
Quatrin et al (2019). Os compostos fenolicos das amostras foram identificados por
comparacgdo com o tempo de retencao na coluna de padrdes auténticos. Os dados espectrais
foram obtidos a partir de espectros de absor¢ao visiveis por UV. Os cromatogramas para fins
de quantificacdo foram obtidos a 280 nm para alcaldides e 320 nm e 360 nm para
hidroxicinamatos e flavonoides (compostos fenolicos). Os compostos que sdao isdmeros do
acido clorogénico foram identificados com base na ordem do espectro de elui¢ao e absor¢ao
(TRUGO; MACRAE, 1984) e quantificados por equivaléncia de 4cido 5-caffeyolquinic e os

resultados foram expressos em g/100gramas de extrato liofilizado.

34 MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO

A técnica de microencapsulacdo utilizada segue conforme o método proposto por
Yan et al. (2014) com modificacdes, gelificacdo idnica por extrusdo, utilizando alginato de
sodio com material encapsulante reticulado com solugao de cloreto de célcio.

Para realizagdo deste método foi previamente preparada uma solugdo contendo
cloreto de célcio (1,5 %). Cada batelada de capsula produzida consistiu em homogeneizar
300 mL do extrato de erva mate (concentracdo de 7,5%) com alginato de sodio (1,5%)
formando uma solucdo que foi mantida sob agitagdo a 50 °C. Essa mistura foi aspergida
através de equipamento spray dryer, sendo impulsionada por bomba peristaltica em uma
vazao de alimentagdo de 0,3 L/hora, fluxo de ar de 10 L.min-1, e pressdo de 3 bar, passando
por um bico atomizador de 2 mm, que realizou a extrusdo da amostra. As particulas
atomizadas foram recolhidas em recipiente, posicionado em uma altura de 8 £ 5 cm do bico
aspersor, contendo a solugdo de cloreto de cdlcio, a qual promoveu a reticulagdo do alginato
e formacdo das microcépsulas durante 30 minutos, sob agitacdo. Para realizar esta
reticulagdo as proporgdes de volume das solugdes utilizadas foram de 1:3 (300 mL de
alginato de sdédio e extrato para 900 mL de cloreto de calcio). Apds a reticulagdo as
microcapsulas foram separadas do meio por filtracdo 4 vacuo e lavadas para retirada de
residuos da solugdo reticulante. Para formacdo das capsulas a propor¢do de material de

parede e nucleo foi de 1:5 (1 parte de parede para 5 partes de nucleo).
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As microcapsulas formadas foram congeladas por 24 horas em ultrafreezer a -80 + 2
°C e liofilizadas por 72 horas a -40 + 2 °C. Cépsulas vazias foram produzidas seguindo este

mesmo método, sem a utilizagdo do extrato de erva-mate.

3.4.1 Eficiéncia da Encapsulacio

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo foi coletado o residuo ndo
encapsulado para andlise de compostos fendlicos totais, através do método 3.3.3. A relacao
dos resultados entre o extrato de erva-mate liofilizado e do residual coletado demonstra a

Eficiéncia de Encapsulacao (EE) conforme Equagao 1.

EE% = CFo — CFR 100 (D)
CF,
Considerando:

CF,: Compostos fenolicos totais do extrato inicial;

CF:: Compostos fenolicos totais do residuo.

3.5 AVALIACAO DAS MICROCAPSULAS

A avaliacdo de formagdao e estrutura externa das céapsulas foi realizada por

microscopia eletronica de varredura — MEV.

3.5.1 Comportamento das Microcapsulas em Diferentes pH’s

O comportamento das capsulas em diferentes valores de pH’s visando simular o trato
gastrointestinal ¢ realizado conforme descrito no item 3.3.4, substituindo as gramas de
extrato por gramas de capsula de erva-mate (considerando para o calculo a mesma
quantidade de compostos fendlicos utilizada no ensaio de extrato livre). A analise da
quantificagdo de compostos in vitro em cada um dos tratamentos foi realizada no final do
tempo estabelecido para cada pH, pelo método de descrito no item 3.3.2. Os ensaios foram

realizados em triplicata, em pH acido (2+1) e basico (7.5£1).
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3.5.2 Solubilidade das Microcipsulas em Agua

A solubilidade das microcapsulas em &agua foi determinada seguindo o método
descrito por Cano-Chauca et al. (2005). Para as analises 1 grama microcapsula de erva-mate
foi suspendida em 100 mL de 4gua e promovido a agitagdo em velocidade méxima durante
90 minutos, em temperatura ambiente. Apds a agitagdo a solugdo foi filtrada em bomba a
vacuo. Uma por¢do de 25 mL do filtrado foi transferida para placa de Petri (previamente
tarada) e submetida a secagem em estufa a 105°C por 5 horas. O percentual de solubilidade
foi calculado por meio de diferenga de massa e expresso em percentual. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

3.6 AVALIACAO DA ACAO MODULADORA DE EXTRATO DE ERVA-MATE
LIVRE E MICROENCAPSULADO NA MICROBIOTA INTESTINAL

3.6.1 Delineamento Experimental

Os ensaios para verificagdo da modula¢do da microbiota intestinal foram realizados
em 40 animais (ratos Wistar) divididos em 4 grupos (n=10) que receberam diferentes
tratamentos: grupo controle (C) que recebeu somente agua, grupo extrato aquoso (EL) que
recebeu o extrato de erva mate livre (liofilizado), grupo que recebeu extrato liofilizado
microencapsulado (CE) e grupo capsula vazia (CV) que recebeu capsulas sem extrato a fim
de excluir quaisquer interagdes com o material encapsulante. A dose efeito que foi
suplementada foi calculada com base no proposto por Taguchi et al. (2015) com
modifica¢des, prevendo uma quantidade de 3,29 mg de compostos fendlicos/animal/dia. A
ingestdo do extrato de erva-mate liofilizado livre e microencapsulado aconteceu durante 45
dias (dia 0 até o dia 45), diariamente, uma vez ao dia, via gavagem intragastrica. Além dos
extratos os animais tiveram acesso a agua, ra¢do ad libitum e ambiente com temperatura e
luz controlada.

Amostras fecais individuais foram coletadas antes e apés a ingestdo do extrato de
erva-mate. As amostras foram acondicionadas em ultrafreezer com temperatura de -80 ° C

até o momento da analise.
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3.6.2 Avaliacio da Microbiota Intestinal pela Técnica de qPCR

Para analise de diversidade bacteriana intestinal, métodos baseados em cultura
mostraram-se inadequados, uma vez que uma grande fragdo da microbiota permanece
inculta (GERRITSEN et al., 2011). Desta forma, para a quantificagdo dos géneros
bacterianos selecionados para este estudo foi utilizado método de Reagcdo em Cadeia
Polimerase em tempo real (qPCR), de acordo com proposto pelos autores Chacar et al.
(2018).

Os grupos selecionados de bactérias para estudo sdo: Filo Firmicutes, género
Lactobacillus sp., Filo Bacterioidetes, género Prevotella, e Filo Actinobactéria, género

Bifidobacterium.

3.6.2.1 Extracdo de DNA das Amostras de Fezes

A extracdo do material genético das amostras de fezes coletadas foi realizada
utilizando um kit para isolamento de DNA denominado Purelink Microbiome DNA
Purification Kit, o qual dispoe de todos os reagentes de lise, lavagem e eluicao.

Para obtencdo do DNA utilizou-se 0,1 grama de amostra em um tubo estéril e
adicionado 700 pL de solugdo tampao (S1—Lysis Buffer) para realizar a lise das membranas
e liberar o material genético, agitando com auxilio de um vortex, para total dispersdo da
amostra. Em seguida foram adicionados 100 pL de tampao de lise (S2-Lise Enhancer),
agitando novamente no vortex. Essa mistura foi incubada durante 10 minutos a 65°C para
posteriormente ser homogeneizada por 10 minutos na velocidade maxima do voértex (na
posi¢do horizontal). Ap6s a homogeneizagdo a amostra foi centrifugada, durante 5 minutos a
14000 rpm. Uma vez centrifugada, 400 pL do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo estéril e adicionados de 250 pL de tampao S3—Cleanup Buffer, agitando
brevemente no vortex para posterior centrifugacdo a 14000 rpm durante 2 minutos. Apos a
segunda centrifuga¢do 500 pL do sobrenadante foram levados para um novo tubo, evitando
quaisquer sedimentos. Na sequéncia foram adicionados 900 uL de tampao S4—Binding
Buffer submetendo o tubo a agitagdo no vortex. Apods agitacao foram transferidos para um
tubo de coluna 700 uL da amostra, a qual foi centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. O

sobrenadante foi descartado e este passo foi repetido com o restante da amostra adicionada
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do tampao S4, assegurando que toda a amostra passou pelo filtro disposto na coluna, o qual
possui a finalidade de reter o material genético.

Apo6s a realizagdo das etapas iniciais de lise e separacdo dos detritos de fezes,
iniciou-se o procedimento de lavagem do DNA, transferindo a coluna para um tubo de
recolha limpo, somando a 500 pL de solucdo tampao S5—Wash Buffer Concentrate e
centrifugando a 14000 rpm/1 minuto. Todo fluxo de passagem foi descartado e o tubo foi
novamente submetido a centrifugagdo, para total eliminacdo do tampdo de lavagem
utilizado.

O ultimo passo da extracdo foi a eluicdo do DNA retido na coluna, transferindo a
mesma para um tubo limpo e estéril, adicionando 100 uL de tampao de eluicdo (S6—FElution
Buffer) para posterior incubagdo em temperatura ambiente por 1 minuto. A coluna e o tubo
foram centrifugados a 14000 rpm/1 minuto apos a incubacdo. O material contido no tubo
depois da centrifugacdo foi o DNA extraido e purificado (a coluna foi descartada). O mesmo
foi armazenado em ultrafreezer em temperatura de -80 °C para utilizagdo em longo prazo,

conforme orientag¢do do kit de extragao.

3.6.2.2 Otimizag¢do do Método de gPCR

A realizagdo dos ensaios de otimiza¢do do método de qPCR contou com suporte do
laboratério de Virologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFGRS). Foram
utilizados iniciadores -Invitrogen by Thermo Fischer Scientific para deteccao e quantificagao
do material genético dos microrganismos selecionados. As sequéncias dos iniciadores estao
descritas na Tabela 1. A reagdo da PCR convencional para identificagdo dos microrganismos
aconteceu utilizando um total de 25uL na reacdo, sendo 2 uL. de DNA, 2 pL dos iniciadores
e o restante completo com mix. A mix utilizada foi composta por 16,6 pL de 4gua, 2,5 pL de
buffer, 1 uL. de dNTP’s, 0,7 uL. de MgClze 0,2 uL da enzima Taq polimerase.

As condigdes da PCR convencional utilizadas para reacdo do microrganismo
Prevotella sp foram desnaturacdo por 5 minutos a 95°C, seguida de 1 minuto a 95°C, 35
ciclos a 52°C e 1 minuto a 72°C, finalizando com 10 minutos a 72°C. Para os
microrganismos Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp utilizou-se as condigdes de
desnaturagdo por 5 minutos a 95°C, seguida de 1 minuto a 95°C, 35 ciclos a 55°C e 1 minuto
a 72°C, finalizando com 10 minutos a 72°C. Antes da clonagem do produto da PCR

convencional foi realizada a corrida em gel de agarose para confirmacdo do tamanho do
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amplicon do material genético dos microrganismos, servindo para certificacdo de que a

amplificacdo na reacdo da PCR realmente tratava-se das bactérias de interesse.

Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores utilizados nos testes de qPCR

Iniciador Sequéncia Referéncia  Amplicon

Prevotella sp. (F) GAA GGT CCCCCA CATTG CHACARet 786
al, 2018.

Prevotella sp. (R) GCA CTT AAG CCG ACA CCT CHACAR et 786
al, 2018.

Lactobacillus sp. (F) GAGGCAGCAGTAGGGAATC POZUELO et 126
TTC al 2012.

Lactobacillus sp. (R)  GGCCAGTTACTACCTCTATC POZUELO et 126
CTTCTTC al 2012.

Bifidobacterium sp. (F) GGG TGG TAA TGC CGG CHACAR et 513
ATG al, 2018.

Bifidobacterium sp. (R) CCA CCG TTA CAC CGG CHACAR et 513
GAA al, 2018.

Fonte: propria autora (2020)

Para execucao da corrida em gel de agarose, a mesma foi preparada em concentragdo
de 1,5%, dissolvendo-a em solucdo de TAE e acrescentando corante brometo de etideo (1uL
para 25mL de gel preparado), o qual auxilia na visualizacdo da formagdo das bandas de
DNA. Na corrida de eletroforese, adicionou-se 5 uL de padrao GLB, marcador molecular,
no primeiro pogo de gel, nos demais pogos foi adicionado 8 uL. de amostra mais 2 pL de
GLB. Apo6s 40 minutos de corrida com poténcia de 110 W foi possivel verificar a formacao
das bandas, dentro do tamanho esperado de amplicon, confirmando o bom desempenho dos

iniciadores.

3.6.2.3 Clonagem das Bactérias

O procedimento de clonagem do DNA dos microrganismos de interesse iniciou com

o cultivo das células competentes, sendo utilizadas células de Eschericia coli. As mesmas

foram cultivadas em meio BE por 1 hora em shaker com temperatura de 37°C. Para tornar as
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células de E. coli competentes e aptas para receberem o DNA dos microrganismos, foram
transferidos 1mL de bactéria em 10mL de TSS e acondicionado em meio ao gelo por 10
minutos. Posteriormente as bactérias foram centrifugadas, o meio de cultura foi todo
eliminado e 50 pL bactérias decantadas foram alicotadas em tubos e acondicionas em
temperatura de -80°C.

Para execugdo da clonagem foi utilizado o kit TOPO TA Cloning, o qual auxilia na
ligagcdo do produto da PCR convencional no plasmideo (vetor), que ira transferir o material
de genético dos microrganismos desejados para as células competentes, que ficaram
armazenadas até a sua utilizacdo. O procedimento de ligagdo dos insertos no plasmideo
consistiu em reagdes totais 6 upL, as condi¢cdes utilizadas para Prevotella sp e
Bifidobacterium sp foram 1 pL do vetor, 2 uL do inserto (produto de PCR convencional), 1
uL de buffer e 2 pL de dgua. Para o microrganismo Lactobacillus sp a reagdo contou com 1
uL do vetor, 4 puL do inserto (produto de PCR convencional) e 1 pL de buffer,
desconsiderando a utilizagdo de dgua para possibilitar uma quantidade maior de inserto,
devido a formagdo de bandas mais claras na corrida em gel de agarose.

Os tubos contendo os 6 pL da reacdo de ligagdo foram completados com 10 pL de
agua e adicionados de 10 puL de reagente KCM e 30 uL de agua, totalizando 50 puL que
foram inseridos nas bactérias armazenada a -80°C. A mistura final foi mantida 20 minutos
em gelo e posteriormente 10 minutos em temperatura ambiente. Adicionou-se 500 pL de
meio Agar LB e os tubos foram agitados em shaker por 1 hora a 37°C.

Apds a agitacdo no shaker, a mistura de E. coli + insertos foi centrifugada
desprezando 450 pL sobrenadantes. Um total de 150 pL foi distribuido em placas
previamente preparadas. No preparo das placas foi utilizado 15 mL de Agar LB adicionado
de antibidtico ampilicilina, para inibir crescimento de bactérias ndo desejadas. Para
crescimento dos insetos as placas foram acondicionadas durante 16 horas em estufa com
temperatura de 37°C.

Posterior a incubagdo, algumas colonias dos insertos foram selecionadas para repique
em meio liquido. Este meio consiste em 84 mL de meio BE e 840 pL de ampicilina.
Ponteiras estéreis foram colocadas em contato com as colonias e imersas neste meio, o qual
foi submetido a 16 horas de agitagdo em shaker com temperatura de 37°C.

A partir do crescimento dos insertos em meio liquido ¢ possivel realizar a extragdo
do DNA plasmidial, o qual contém o material genético dos microrganismos desejados. Para

esta extragdo foram utilizadas trés solugdes distintas:
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Solugdo I: preparada com 4,51 gramas de glicose (50nM) em 100mL de agua,
adicionada de 12,5 mL de Tris-HCL (IM) - pH 7,5 ¢ 2 mL EDTA (0,5M), completo com
agua ultrapura estéril at¢ 500 mL. Solugao autoclavada para utilizagao.

Solugdo II: preparada com 860 uL de agua ultrapura estéril adicionada de 100 pL de
SDS 10% e 40 pL de NaOH (5M).

Solugao III: 147,5g de acetato de potassio, adicionado de 57,5 mL de acido acético
glacial 100% e completo com 4gua ultrapura estéril até S00mL.

Apo6s o preparo das solugdes, a extracdo plasmidial iniciou com a transferéncia de
1,5mL do cultivo de bactérias para um microtubo estéril, o qual foi centrifugado por 5
minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi todo descartado com auxilio de uma ponteira,
mantendo apenas o pellet no fundo do microtubo. Posteriormente 100 pL da solucao I foram
adicionados neste tubo e 0 mesmo foi homogeneizado com voértex, na sequéncia 200 pL da
solucdo II foram adicionados. Apds a adi¢do da solucdo II os microtubos foram
acondicionados em caixa de isopor com gelo, a partir de entdo, trabalhando nesta condigao.
Na continuidade 150 pL da solugdo III foram adicionados e vortecados para
homogeneizagdo. Essa mistura foi centrifugada por 5 minutos a 14000 rpm e o sobrenadante
coletado em outro microtubo para adicdo de 1 mL de etanol 100%. O tubo adicionado de
etanol foi centrifugado por 5 minutos a 14000 rpm. A etapa seguinte consistiu na lavagem
do DNA extraido com 500 pL de etanol 70%. A centrifugacdo foi repetida e todo etanol
sobrenadante retirado com uma ponteira estéril. O pellet que ficou no tubo foi DNA
plasmidial extraido e o mesmo foi ressuspendido em 49 puL de dgua, juntamente com 1 pL
de enzima RNase, para evitar presenga de RNA no tubo.

Realizada a extragdo do DNA plasmidial, na sequéncia realizou-se a clivagem deste
DNA, ou seja, a separagdo do material genético do vetor (plasmideo). Esta etapa aconteceu
com a adi¢dao da enzima EcoRI. O produto final da extragdo refere-se ao DNA dos insertos
de interesse. Porém, para certificar-se do bom desempenho da clonagem foi realizada uma
corrida em gel de agarose com o produto da clonagem. Desta forma foi possivel verificar a
formagdo das bandas, dentro do tamanho de amplicom esperado para os iniciadores dos

microrganismos desejados.
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3.6.2.4 Construcdo da Curva Padrdo das Bactérias

A construgdo das curvas padrdo e a quantificagdo dos microrganismos selecionados
nas amostras de fezes dos animais aconteceram com apoio do laboratério CDSA (Centro de
Diagnostico e Pesquisa em Sanidade Animal) da Universidade de Passo Fundo (UPF). O
DNA extraido a partir da clonagem foi quantificado em equipamento Qubit 2.0 Fluorometer,
obtendo os valores apresentados na Tabela 2. Apo6s a quantificacdo do DNA, uma dilui¢ao

seriada foi realizada com produto da clonagem, tomando como base a seguinte férmula:

Valor da quantifica¢do (g/uL)/ 3)
Soma do transcrito (pares de base +

vetor (TOPO - 3931)x 649 x 6,022.102% =

, DNA
moléculas de e

O expoente apresentado no resultado deste calculo indicou quantos tubos foram
necessarios para a execu¢ao da diluig¢do, utilizando 90 pL de dgua e 10 uL. de amostra no
primeiro microtubo. Uma diluicio de 10° foi considerada para o microrganismo Prevotella

sp. e de 10'° para Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Quantificacdo de DNA plasmidial

Iniciador Quantificacdo (moléculas de DNA /pL) Diluicio (moléculas de
DNA/uL)
Prevotella sp. 32,7 6,43x10°
Lactobacillus sp. 49,0 1,21x10'°
Bifidobacterium sp. 53,0 1,02x10'

Fonte: elaborado pela autora (2020)

As corridas de qPCR para construgdo da curva padrao foram realizadas com os
pontos -3 a -10 para Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. € com os pontos -2 a -10 para
Prevotella sp., considerando reagdes com total de 20 uL. Cada tubo foi preparado com 10
uL de PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fischer Scientific), 0,5 pL de cada
iniciador para cada bactéria, 1,5 pL de DNA da diluicao e 7,5 uL de agua livre de DNAse e
RNAse. As condigdes da corrida e equipamento podem ser visualizadas na descri¢ao do item

3.6.2.5 e as curvas padrdes no apéndice D.
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3.6.2.5 Quantifica¢do do Material Genético dos Microrganismos pela Técnica de gPCR

A execugdo das andlises de qPCR foram realizadas em equipamento QuantStudio™
3 Real-Time PCR Systems. O volume total da reacdo da qPCR foi de 10 pL, 5 puL de
PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fischer Scientific), 0,5 pL de cada iniciador
para cada bactéria, 1 pL de amostra e 3 pL de dgua livre de DNAse e RNAse.

As condi¢des para qPCR utilizadas para reagdo de todos os microrganismos foi
desnaturagdo por 2 minutos a 50°C, seguidos de 2 minutos a 90°C e 15 segundos a 95°C. Na
sequéncia, anelamento durantel minuto a 60°C e Curva Melting (95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto e finalizando com 15 segundos e 95°C), considerando 40 ciclos para

execucao da corrida.

4 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi determinada com programa Statistic, utilizando ANOVA e
aplicacdo do teste de Tukey. O valor de (p) inferior a 0,05 foi considerado como uma

diferenga significativa.

5 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Passo Fundo (UPF) sob registro 025/2018.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 TRATAMENTO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada consistiu em amostragens de folhas da erva-mate in
natura, as mesmas foram submetidas aos processos de branqueamento, secagem e
armazenamento. Uma das dificuldades da utilizacdo das folhas in natura é a agao das
enzimas peroxidase (PODs) e polifenoloxidas e o6xido redutases (PPOs), que sdo as
principais enzimas do mate e sdo responsaveis por mudangas indesejaveis, percebidas
principalmente na coloracdo da erva-mate. As PODs e PPOs catalisam a oxidagdo de
monofendis em difendis removendo hidrogénio de suas ramificacdes e originando as
quinonas, as quais polimerizam e produzem melaninas, reduzindo a concentragdo dos
compostos fenodlicos (NABECHIMA, G. H. et al, 2014). Neste sentido, constitui-se
importante a ado¢do de um método de inativacdo das mesmas.

Em investigagdes preliminares do nosso grupo de pesquisa, verificamos o beneficio
do branqueamento, em que a concentracao dos compostos fenolicos foi trés vezes maior na
folha branqueada (402,63 mgEAG/g) em relagao a folha sem tratamento (124,73 mgEAG/g).
O branqueamento ¢ conhecido por inativar estas enzimas com temperaturas em torno de
85°C (NEVES; VIEIRA; SILVA, 2012), neste estudo utilizou-se temperatura de 95°C,
garantindo a eficiéncia do procedimento ¢ a manutencdo dos padrdes de qualidade como
concentracdo de compostos fenolicos e potencial antioxidante (conforme item 6.2), durante

0 armazenamento da matéria-prima.

6.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO LIOFILIZADO

A condicao de extracdo de compostos fendlicos utilizada foi 90 £2 °C por 5 minutos.
Gao ¢ colaboradores (2013) utilizaram metodologia similar no preparo de extrato, realizando
uma infusdo com 4gua de acordo com método usual para consumo humano, uma importante
caracteristica visto que o estudo de interesse trata-se de modelos in vivo. Diferentes
solventes como metanol, etanol, acetona podem ser utilizadas para a extracdo maxima de
constituintes ativos, porém o uso de solventes organicos torna as aplicacdes subsequentes
desses extratos limitadas para adicdo em alimentos, experimentos em humanos ou animais

devido aos seus residuos toxicos (MURAKAMI et al., 2011).
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Os extratos produzidos por Gao e colaboradores (2013) utilizaram uma infusao por
20 minutos em temperatura de 80 °C, Rocha et al., (2018) utilizaram a mesma temperatura,
porém com tempo de infusdo de 15 minutos. Neste contexto, investigacdes anteriores
realizados no laboratoério de Bioprocessos da Universidade de Passo Fundo concluiram que
extratos preparados com temperaturas mais elevadas aumentam a eficiéncia de extragdo até
um ponto 6timo, chegando a condic¢do utilizada neste estudo, pois altas temperaturas de
extracdo causam aumento da pressdo celular resultando em ruptura dos tecidos e
favorecendo o procedimento. No entanto, temperaturas altas aliadas ao longo tempo de
exposi¢do podem degradar alguns compostos. A temperatura utilizada varia de acordo com a
proporcao solido/solvente e com o tipo de composto que se deseja extrair (SILVA; ROGEZ;
LARINDELLE, 2007).

O extrato de erva-mate obtido apos a extracdo foi liofilizado e caracterizado através
da quantificacdo dos seus compostos fenolicos totais e perfil antioxidante, os resultados

estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracterizacdo do extrato de erva-mate liofilizado

Ensaio Extrato liofilizado
Fenolicos Totais (mg EAG/mL) 10,17+0,22
ABTS (umol Trolox/mL) 52,96+0,86
FRAP (umol Trolox/mL) 64,53+0,26

Resultados expressos como média + desvio padrao. Fonte: elaborado pela autora (2019).

Os resultados encontrados para compostos fenolicos totais (10,17 mgEAG/mL) sdo
mais elevados do que os obtidos por estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa em folhas de erva-mate in natura, secas sob as mesmas condi¢cdes, onde a
quantificagdo foi em média 8 mgEAG/mL. Estima-se que o tratamento da matéria-prima
com o diferencial de branqueamento tenha facilitado esta condigdo.

A comunidade cientifica infere o beneficio dos polifenois para a satde, indicando a
importancia de boas quantificacdes destes compostos e sua atividade antioxidante. A
modulag¢do da microbiota intestinal ¢ um exemplo destes beneficios, no entanto, os efeitos
das interagdes especificas entre os polifenois e os microrganismos do intestino permanecem
amplamente nao caracterizados (LAPARRA; SANZ, 2010).

As concentragdes de compostos fendlicos mostram uma correlagdo com sua

capacidade antioxidante total (HECK; MEJIA, 2007), nos ensaios realizados a quantificacao
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de compostos fendlicos totais de 10,17 mgEAG/mL de amostra foi equivalente a
quantificagdes de atividade antioxidante de 52,96 umol Trolox/mL para ABTS e 64,53 umol
Trolox/mL para ensaios de FRAP, realizados no extrato de erva-mate liofilizado. Relatos
cientificos demonstram que a capacidade antioxidante avaliadas in vitro através de ensaios
FRAP e ABTS de extratos de erva-mate sdo comparaveis a resultados obtidos de vinho tinto
ou cha (JUARISTI et al., 2018), e estes favorecem o aumento das contagens de géneros
bacterianos benéficos do intestino como Bifidobacterium e Lactobacillus (LAPARRA;
SANZ, 2010).

A caracterizagao da atividade antioxidante foi realizada utilizando dois diferentes
métodos. Tan e Lim (2015) mencionam a utilizagdo de mais de uma metodologia para
avaliacdo antioxidante como a chave para confiabilidade na eficicia de resultados. A Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a AOAC Internacional afirmam que os
resultados entre diferentes métodos sdo dificilmente comparados, pois cada um deles ¢
baseado em um diferente mecanismo, levando em consideracdo o solvente e¢ matriz de
amostras.

Além da quantificacdo dos seus compostos fenolicos totais e perfil antioxidante o
extrato de erva-mate liofilizado também foi avaliado em relagdo a presenca de compostos
bioativos. Padrdoes de cafeina, acido 5-cafeoilquinico, teobromina, isdomeros de acido
clorogénico e rutina foram injetados para andlise. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Identificagdo de compostos bioativos do extrato de erva-mate

Composto Quantificacao (g/100g) do extrato liofilizado nm
de erva-mate

Teobromina 0.67 £ 0.06 280

Cafeina 2.76 £0.19 280

Acido 5- 2.5840.01 320

cafeoilquinico

Isomeros (Ee Amdo 14.92 + 0.39 320
Clorogénico

Rutina 2.31+0.15 360

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Fonte: elaborado pela autora (2019).

Compostos fitoquimicos ativos podem ser identificados na erva-mate, dentre tantos,
0s compostos com presenga mais significativa nesta planta sdo os polifendis (acido

clorogénico) e xantinas (cafeina e teobromina), seguido pelos alcaldides (acido cafeico,
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acido 3,4-dicaffeoylquinic, acido 3,5-dicaffeoylquinic), flavondides (quercetina, kaempferol
e rutina), (HECK; MEJIA, 2007).

Os autores Tan e Lim (2015) explicam que a técnica de HPLC apresenta limitagdes
em matrizes complexas, como extratos brutos de plantas, tornando importante a purificagao
da amostra, removendo qualquer componente que prejudique a identificacdo das substancias
de interesse.

Estudos cientificos vem sugerindo a relagdo do metabolismo de compostos apds a
sua ingestdo, a formacdo de metabolitos bioativos e produtos catabodlicos, seguido pela
interacdo com a microbiota intestinal e seus beneficios diretos e indiretos neste contexto
(GOWD et al., 2018; JUARISTI et al., 2018). Martin-Pelaez e colaboradores (2017)
avaliaram em seus estudos realizados com cacau, que a xantina mais abundante encontrada
nesta matriz ¢ a teobromina, seguida pela cafeina, investigacdes utilizando uma dieta com
10% de cacau em roedores modificou a composicdo da microbiota intestinal dos mesmos,
diminuindo a propor¢do de Staphylococcus sp. e Clostridium histolyticu, além de alterar a
producdo de acidos graxos de cadeia curta.

Os compostos observados em maior quantidade na caracteriza¢ao do extrato de erva-
mate foram o acido clorogénico com 14,22 gramas, seguido da cafeina com 2,76 gramas e
acido 5-cafeoilquinico com 2,58 gramas. Estudos realizados por Bhandarkar; Brown e
Panchal (2019) demonstram agdes benéficas relacionadas ao acido clorogénico, em dietas
hiperlipidicas, o mesmo atenuou alteragdes cardiovasculares, hepdticas e metabolicas,
sugerindo o potencial deste bioativo. Outras investigagdes utilizando café evidenciaram o
aumento da producao de acidos graxos de cadeia curta devido ao efeito de acido cafeico e
acido clorogénico, essa constatagdo aconteceu em fung¢do da agdo de metabolizacio
realizada pela microbiota intestinal (COWAN et al., 2014).

Os 4acidos graxos de cadeia curta sdo os principais produtos finais da fermentacao
microbiana no intestino, acetato e lactato sao relacionados com a fermentagao realizada pelo
género de Bifidobacterium, considerado benéfico a saude humana. Pérez-Burillo e
colaboradores (2020) evidenciaram essa relagdo a partir da ingestdo de café e
correlacionaram a mesma com a presenca de acidos fenolicos, dentre eles, o 4cido
clorogénico.

Investigagdes realizadas por Ma e Chen (2020) declaram que suplementacdo com

polifendis estimula a abundancia bactérias intestinais promotoras de saide, como os géneros
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de  Lactobacillus e Bifidobacterium  em  paralelo a  inibicdlo do  género
patogénico Clostridium na microbiota intestinal de seres humanos.

Compostos fitoquimicos e seus produtos metabolicos, dentre eles, todos os
identificados na caracterizacdo do extrato de erva-mate, exercem efeitos similares aos
prebioticos, promovendo desta forma a modulagdo do microbioma intestinal (LAPARRA;
SANZ, 2010), demonstrando o potencial desta planta para seletividade dos microrganismos
intestinais.

O extrato de erva-mate liofilizado também foi avaliado em relacdo ao seu
comportamento frente a diferentes condi¢des de pH, simulando as condi¢des do trato

gastrointestinal, conforme os resultados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliacdo do extrato de erva-mate liofilizado em diferentes pHs

Condicao de pH da amostra mg EAG/mL
2,0=1,0 9,43+0,55°
5,5+ 1,0 11,62+0,23°
7,5+ 1,0 11,21£0,10°

Os resultados expressam a média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente pelo Teste Tukey (P > 0,05). Fonte: elaborado pela autora (2019).

O extrato liofilizado de erva-mate demonstrou uma redu¢do do teor de compostos
fenolicos quando submetidos a pH mais baixo, simulando pH estomacal. Faria, Marques e
Mercadante (2011) obtiveram resultados semelhantes constatando que a capacidade
antioxidante, avaliada pelo radical ABTS, em extrato funcional de jamboldo variou de
acordo com os valores de pH, com tendéncia a aumento da atividade em valores de pH mais
elevados.

Chen e colaboradores (2017) observaram este mesmo comportamento com folhas de
batata, correlacionando a estabilidade de compostos fenolicos e atividade antioxidante com
pH e interagdes enzimaticas ocorridas durante a digestdo gastrointestinal. Os estudos
mencionados também encontram resultados similares para pHs de transicdo e basicos. No
caso da llex paraguariensis, estima-se que o resultado encontrado em pH 5,5 (11,62
mgEAG/mL) tenha sido propiciado por estar proximo ao pH do extrato in natura, obtendo
desta forma uma boa quantifica¢ao de fenolicos.

Estes resultados demonstram que os compostos presentes em extratos de plantas sao
sensiveis a mudangas de pH, alterando a sua capacidade de acdao de acordo com a condigado a

que sdo submetidos, estas caracteristicas limitam a aplicacdo destes extratos em alimentos,
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pois além do transito gastrointestinal, existem condi¢cdes de preparo e processamento dos
mesmos. Neste sentido a protecao de bioativos por técnicas de encapsulagdo sdo necessarias

(WANG et al., 2016).

6.3 AVALIACAO DAS MICROCAPSULAS DO EXTRATO LIOFILIZADO

As microcapsulas de erva-mate foram produzidas utilizando a técnica de gelificagdao
ionica. A gelificacdo i0nica ¢ uma técnica de encapsulacdo simples (BENAVIDES et al.
2016), apresentando vantagens de ndo empregar altas temperaturas, agitacdo vigorosa
ou solventes organicos (MOURA et al. 2018). O alginato de s6dio ¢ uma boa opg¢do de
encapsulante uma vez que possui capacidade em gelificar sob condi¢des brandas (LOPES et
al., 2016) e boa capacidade de reticulagio em cloreto de célcio, além de possuir
caracteristica de muco-adesividade, importante para adesdo no intestino (AGUERO et al.,
2017).

As condigdes de trabalho utilizadas para execu¢do das capsulas foram 1,5% de
alginato de sodio e 1,5% de cloreto de célcio, estes pardmetros de trabalho demonstraram a

melhor eficiéncia de encapsulagdo, conforme expresso na Tabela 6.

Tabela 6 - Condi¢des preliminares de encapsulagao do extrato de erva-mate

Alginato de Sédio (%) Cloreto de calcio (%) Eficiéncia de encapsulacao%
1,5 1,5 55,97+0,08 °
2,0 1,5 39,72+0,01%
2,0 2,0 39,72+0,02 %

Os resultados expressam a média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente pelo Teste Tukey (p > 0,05). Fonte: elaborado pela autora (2019).

Singh, Kaur e Kumar (2018) obtiveram resultados semelhantes, com eficiéncia
maxima de encapsulacdo de 55% para antioxidante (a-tocoferol - vitamina E), utilizando
1,5% de alginato de sodio. Bajpai e Sharma (2004) relatam o aumento da concentracio de
alginato interferindo na degradacdo da capsula, retardando este processo. Além disso,
tornando a troca idnica mais lenta, o que pode prejudicar a encapsulagdo. Os mesmos
autores mencionam que deve haver uma quantidade minima ideal deste constituinte para
formagdo da microcapsula.

O principal objetivo deste estudo ¢ conseguir reter o maximo de compostos bioativos

dentro das cépsulas, neste sentido o emprego do extrato concentrado (liofilizado) e maior
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quantidade de nucleo em relagdo a quantidade de material de parede. Por se tratar de uma
investigagdo in vivo ¢ preferivel manter esta condicdo, fator que corrobora para que a
eficiéncia de encapsulacdo ndo seja mais representativa. Desta forma, a eficiéncia das
capsulas utilizadas no protocolo in vivo foi de 46,5%, contendo 59,11 mg compostos
fenolicos/g de céapsula.

As cépsulas produzidas foram avaliadas em relagdo a sua morfologia, esta analise

pode ser observada na Figura 6, expressa com aumento de 240x.

Figura 6 - Avaliacdo morfologica das capsulas
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Caracterizagao morfologia e estrutural das microcapsulas de erva-mate através da técnica de Microscopia

Eletronica de Varredura - MEV. Fonte: propria autora (2019)

’

E possivel verificar o formato irregular das capsulas, as mesmas ndo apresentam
formato esférico e variam seu tamanho entre de 134,20 um até 185,88 pm.

O autor Cujic e colaboradores (2016) sugerem que o processo de liofilizacdo das
capsulas induz a destrui¢do das suas paredes tornando-as menos arredondadas, afirmando
que a desidratacdo que ocorre durante a secagem perturba a integridade estrutural do das
microesferas. Os mesmos autores afirmam também que os poros visualizados através da
metodologia de microscopia eletronica de varredura se devem a evaporagdo da agua neste

procedimento.
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Loépez-Cordoba et al (2014) verificaram em céapsulas de erva-mate produzidas a
partir da técnica de gelificagdo idnica que a quantidade de bioativos encapsulados nao sofreu
acdo no processo de liofilizagdao, porém o formato das capsulas de alginato ficou irregular
apés a secagem das mesmas. Neste sentido, entendemos que apesar de irregulares as
capsulas foram capazes de manter seu objetivo, protegendo os compostos encapsulados.

A solubilidade das capsulas foi avaliada submetendo as mesmas a imersdo em
solucdo aquosa e agitacdo por 90 minutos, o resultado apresentado foi uma meédia de
solubilidade de 38,70 + 2,84%. A baixa solubilidade em &gua era uma caracteristica
desejada, uma vez que as microcapsulas precisaram ser ressuspendidas para suplementagao
in vivo. Porém, Lopez-Cordoba et al (2014) relatam a solubilidade do alginato de sodio na
presenca de agua, corroborando para que as capsulas que possuam este hidrogel como
material de parede também apresentem esta caracteristica, a qual pode interferir no
desempenho das estruturas.

Ensaios de avaliagdo de performance das microcapsulas em diferentes condigdes de

pH também foram realizados, os resultados estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliacao das capsulas erva-mate em diferentes condi¢cdes de pH

Condicao de pH da Tempo (1 hora) Tempo (2 horas)
amostra pmol ETrolox/mL pmol ETrolox/mL
2,0£1,0 10,77£2,91% 11,36+1,75%
7,5+1,0 6,67+0,58? 9,13£2,04*

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente pelo Teste Tukey (p > 0,05). Fonte: elaborado pela autora (2019).

A utilizag¢do do alginato de sodio ¢ desejavel quando o objetivo ¢ uma cépsula com
liberagdo controlada no trato digestério, sua insolubilidade em pHs 4cidos faz com que a
capsula de mantenha integra nestas condigdes (AGUERO et al., 2017). Em pHs mais
elevados espera-se que ocorra o intumescimento da cépsula e por fim o seu rompimento,
liberando os compostos bioativos (LOPES et al., 2016). Neste caso, estima-se uma
quantificagdo maior de da atividade antioxidante em pH basico, porém, ndo foi observado
nos ensaios realizados, resultados com diferenca estatistica, entre as quantificagdes em pH
7,5 e pH 2,0.

Lopes—Cordoba e colaboradores (2014) mencionam que as altas taxas de difusdo de
materiais ativos através da matriz macroporosa de alginato limitam sua aplicagdo como

sistemas de liberagdo controlada, induzindo uma liberacdo antecipada dos bioativos.
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Levando em considera¢do que as microcapsulas foram produzidas em uma propor¢ao de 1
parte de parede para 5 partes de nucleo, essa afirma¢do auxilia no entendimento do
desempenho das capsulas independente da condi¢ao de pH.

Os resultados apresentados na tabela 7 podem estar relacionados ao indice de
solubilidade das microcéapsulas, resultados acima de 35% foram verificados em agitagdo
durante 90 minutos. Para anélises de pH, as microcépsulas foram ressuspendidas em agua e
permaneceram sob agitacdo por 2 horas, o que indica que as mesmas podem ter sido
solubilizadas, desta forma a libera¢do de seus compostos iniciou ainda durante a primeira
hora de ensaio, ndo apresentando diferenga significativa para quantifica¢do realizada em

duas horas de simulacao das condigdes de pH.

6.4 AVALIACAO DA ACAO MODULADORA DE EXTRATO DE ERVA-MATE
LIVRE E MICROENCAPSULADO NA MICROBIOTA INTESTINAL

Para avaliar a capacidade de modulacao da microbiota intestinal através da ingestao
de extrato de erva-mate livre e microencapsulado foi realizada uma suplementacdo in vivo
com ratos Wistar por 45 dias. Amostras de fezes individuais dos animais foram analisadas
antes e depois da suplementacdo através da técnica de qPCR para monitoramento dos
microrganismos Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Prevotella sp.

Os resultados obtidos em termos de quantificacdo de material genético para o género

Lactobacillus, Bifidobacterium e Prevotella podem ser observados através da Figura 7.
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Figura 7 - Avaliagdo da quantificagdo do material genético de Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. e Prevotella sp. em relagdo aos diferentes grupos de estudo
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livre. CA: grupo de animais que recebeu suplementagdo com agua, grupo controle. Os grupos de estudo (n=10)
foram suplementados desde o dia 0 até o dia 45 (1x ao dia) com dose efeito de 3,29mg de compostos/animal.

Fonte: propria autora (2020)

Os valores estdo expressos em forma de exponencial, obtidos através da média de
avaliacdo dos animais de cada tratamento (n=10). Foi possivel perceber o desempenho do
extrato de erva-mate na modulagdo do microbioma intestinal para os microrganismos
mencionados. Estes dados corroboram com as investigagdes existentes na literatura, citadas
ao longo desta discussdo, sobre a a¢do de compostos bioativos de diferentes matrizes
alimentares na modulagdo intestinal, inserindo a Ilex paraguariensis neste contexto e
comprovando a efetividade da dose equivalente a 3,29 mg de compostos
fenolicos/animal/dia utilizados ao longo deste estudo.

Os animais inseridos no grupo de estudo que recebeu suplementagdo com extrato
livre de erva-mate obtiveram desempenho consideravel no aumento de Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. e Prevotella sp..Uma elevagdo na quantidade de moléculas de DNA/uL
de amostra pode ser verificada ao final do estudo em comparagdo as avaliagdes realizadas
antes do inicio da ingestdo da [llex paraguariensis. Na avaliagdo para o género
Bifidobacterium sp. uma quantidade de 4,40x10° moléculas de DNA/uL de amostra foi
observado antes do consumo de extrato de erva-mate, apds 45 dias, este nimero foi elevado
a 5,33x10° moléculas de DNA/uL de amostra, demonstrando uma diferenca significativa na
modulacdo deste microrganismo. Também foi possivel verificar diferenca significativa nas
respostas encontradas para Prevotella sp. onde a quantidade de moléculas de DNA/uL
aumentou de 6,58x10” para 2,83x10%. Com relagiio ao género Lactobacillus sp. o aumento na
quantificacdo das moléculas de DNA/uL de amostra foi observado, apesar de nao
significativo, verificou-se uma elevacio de 6,73x107 para 2,31x108,

Algumas avaliagdes in vitro contidas na literatura indicam a boa performance dos
compostos bioativos sobre a microbiota intestinal, Owolabi e colaboradores (2020) testaram
a acdo de amido ndo digerivel e metabolitos fenodlicos de arroz roxo no microbioma,
concluindo que ambos estdo correlacionados ao aumento das quantidades de
Bifidobacterium e Lactobacillus. Sao encontrados também estudos in vivo relatando o
comportamento de compostos fendlicos na microbiota intestinal, Li e outros (2020), apos
induzir uma dieta hiperlipidicas em cdes entenderam que os filos Firmicutes e Bacteroidetes,
os mais abundantes no intestino, estdo envolvidos na relagdo de simbiose ou disbiose

intestinal, caracterizando obesidade e doencas cronica, todavia, efeito contrario foi
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observado nos animais que receberam juntamente na sua dieta compostos fendlicos
provenientes de cha verde.

A caracteristica probiotica dos polifenois ¢ bastante consolidada na comunidade
cientifica, indicando modulagdo principalmente nos géneros de bactérias benéficas,
como Bifidobacterium e Lactobacillus (QUATRIN et al, 2020), ambos avaliados
positivamente no estudo com erva-mate.

Sdo inexistentes na literatura trabalhos que incluam a llex paraguariensis como
moduladora intestinal, os relatos encontrados contemplam matrizes que possuem compostos
em sinergia com a erva-mate, como por exemplo, cha verde, citado anteriormente. Zhu e
colaboradores estudaram as agdes do cha verde na microbiota de roedores, confirmando as
descricdes ja existentes, indicando aumentos da cepa de Lactobacillus reuteri em
consonancia a reducdo da familia Clostridiaceae, utilizando em seu estudo dose de 6,7 mg de
compostos fendlicos/animal/dia durante 140 dias. Nossas investigagdes com erva-mate
totalizaram 45 dias com dose de compostos fenolicos inferiores, o que nos indica o potencial
desta planta, propondo que pode haver melhores resultados se suplementada em maior
quantidade durante mais tempo de estudo, expandindo as investigagdes para outros
microrganismos, promotores de disbiose, por exemplo.

E possivel encontrar relatos disponiveis na comunidade cientifica, de autores que
indicam menor performance nas investigagdes para modulagdo do género Prevotella. Larsen
et al (2019) mencionam que apesar de positiva, uma menor abundancia foi encontrada com
relagdo a este microrganismo apds a ingestdo de fibras de batata, quando comparado a
Bifidobacterium, por exemplo. Atribuicdes semelhantes foram relatadas por Li e
colaboradores (2020), em seu estudo com a utilizagdo de cha verde, ndo caracterizando
diferenca significativa em alguns géneros, dentre eles, Prevotella sp.

Na figura 7 podemos perceber o resultado alcangado apds a suplementagdo com /lex
paraguariensis para o microrganismo Prevotella sp., a abundancia encontrada ¢
relativamente superior nos animais que receberam extrato de erva-mate livre e
microencapsulado em relagdo aos grupos controle. A quantificagdo maxima detectada nos
grupos controle foi de 1,58x10% moléculas de DNA/pL de amostra, com relagio a
quantificagdo encontrada nos grupos suplementados com extrato de erva-mate, os valores
encontrados foram de 2,83x10% e 3,06 x10® moléculas de DNA/puL de amostra, para extrato
livre e microencapsulado, respectivamente. Essa resposta ¢ estatiscamente significativa e

indica o bom desempenho da erva-mate na modulacdo intestinal deste género.
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Na avaliagdo dos grupos controle ap6s os 45 dias de estudo, para os microrganismos
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. as maiores quantificagdes sdo 1,84x10%e 3,19x10° de
moléculas de DNA/uL de amostra, respectivamente. Esses resultados sao inferiores, quando
comparados aos animais suplementados com Ilex paraguariensis (2,31x10% e 5.33x10°,
respectivamente), embora essa resposta ndo se apresente forma significativa, indica que a
quantificagdo foi maior para os animais que receberam erva-mate. Ao observar estes
mesmos grupos, antes e apds o tempo de tratamento, a caracteristica ¢ a manutengdo da
populagdo existente no intestino ou uma redugdo na abundancia dos microrganismos
avaliados, mesmo que esta redu¢do ndo seja estatiscamente significativa. A hipotese que
explica este comportamento ¢ indugdo de estresse nos animais durante todo o periodo de
estudo. Levando em consideracdo que todos os individuos foram submetidos as mesmas
condig¢des e os grupos controle ndo tiveram como apoio em sua dieta compostos capazes de
promover simbiose, neste sentido, sob estresse, resultaram na disbiose observada.

Neste contexto, Shi e colaboradores (2019) verificaram em suas investigagdes com
aves, que os animais submetidos a estresse, os quais continham elevagdes na quantidade do
hormoénio cortisol em seus organismos, apresentaram alteracdes significativas na
composi¢ao da microbiota intestinal, como aumento do filo Firmicutes e redugdes do filo
Bacterioidetes, caracterizando uma situagao de disbiose intestinal. Ainda sobre a influéncia
do estresse na populacdo microbiana, Audet (2019) faz uma abordagem bastante interessante
sobre a propensdo da ocorréncia da disbiose em mulheres quando comparadas aos homens,
devido as flutuagdes hormonais e estresse a que sdo submetidas biologicamente ao longo da
vida. Audet relata que o estresse ocasionado pelos hormdnios femininos ¢ capaz de
impulsionar crescimento e reducdo de cepas especificas na microbiota intestinal das
mulheres, tendo fortes implicagdes na modulagdo do seu microbioma.

Os animais suplementados com microcapsulas de erva-mate ndo apresentaram
diferenga estatistica na modulacdo intestinal em comparacdo ao seu extrato livre. Os
resultados encontrados para o género Lactobacillus foram 1,92x10® para extrato
microencapsulado e 2,31 x10® para extrato livre, para Bifidobacterium as quantificagdes
foram 2,52x10® no grupo que recebeu capsulas de erva-mate e 5,33x10% no grupo que foi
suplementado com extrato livre, a resposta verificada para o género Prevotella foi 3,06x108
para capsulas em consondncia a 2,83x10® para extrato livre. As avaliagdes prévias de
caracterizagdo das microcapsulas indicavam uma estrutura irregular, porosa,

consideravelmente soluvel em dgua e com indice de eficiéncia de encapsulacdo abaixo de
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50%. Além das consideragdes estruturais das capsulas, a dose efeito suplementada aos
animais foi fixada em 3,29 mg de compostos fendlicos/animal/dia. Porém, parte das
microcapsulas se perdia no processo de suplementacdo, decantadas no tubo ou na propria
agulha utilizada na gavagem intragastrica. Considerando que houve uma perda de
substancias bioativas, isso que pode explicar a performance dos grupos que receberam
extrato microencapsulado quando comparados com os animais que receberam extrato livre.
Embora as microcapsulas de erva-mate ndo tenham apresentado melhores resultados
que o seu extrato livre, o objetivo principal deste trabalho foi alcancado, pois, foi observado
que a llex paraguariensis teve efeito modulador sobre a microbiota intestinal de ratos,
confirmando a hipotese de que seus compostos fendlicos possuem agdo seletiva sobre os

microrganismos presentes no intestino.
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7 CONCLUSOES

A quantificagdo de compostos fendlicos no extrato de erva-mate evidencia o
potencial antioxidante desta matéria-prima.

A técnica de gelificacdo i0nica para obteng¢dao de microcapsulas de extrato de erva-
mate, nas condigdes estudas, apresentaram resultados estatisticamente semelhantes (p >
0,05) ao extrato livre. Diante disso, sugere-se a utilizagdo de extrato livre em detrimento do
encapsulado.

O extrato de Ilex paraguariensis tem efeito na modula¢do da microbiota intestinal de
ratos para os microrganismos estudados, Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., e Prevotella
sp. quando avaliados antes e ap6s a ingestao do extrato de erva-mate.

A simbiose da microbiota intestinal promovida pelos microrganismos Lactobacillus
sp., Bifidobacterium sp., e Prevotella sp. evidenciam mais um beneficio da utilizagdo da Ilex
paraguariensis na dieta. Os resultados obtidos foram em modelo roedor, o que nao

descaracteriza a possibilidade deste comportamento ser estendido para o modelo humano.
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9 APENDICE A - CURVA ANALITICA DE ABTS
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10 APENDICE B - CURVA ANALITICA DE FRAP
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11 APENDICE C - CURVA ANALITICA DE FENOLICOS TOTAIS

Curva fenolicos
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12 APENDICE D - CURVAS PADRAO PCR REAL TIME
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13 APENDICE E - CROMATOGRAMA HPLC
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Cromatogramas adquiridos a 280nm, 320nm e 360nm. Pico 1: Teobromina; Pico 2: Isdmeros de acidos

clorogénicos; Pico 3: acido 5-cafeoilquinico; Pico 4: Cafeina; Pico 5: Rutina.
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14 APENDICE F - ANALISES DA MODULACAO DO MICROBIOMA
INTESTINAL

Tabela 8 — Avaliagdo da modulagao do microbioma intestinal - Lactobacillus sp.

Antes da suplementacio ApOs da suplementacio
Grupo de Estudo (moléculas DNA/uLL amostra) (moléculas DNA/ul. amostra)

CE 3,36E+08 +0,88 1,92E+08+1,85
CcV 1,84E+08+1,94 1,84E+08+2.0
EL 6,73E+07+1,60 2,31E+08+1,51
CA 2,68E+08+1,48 1,27E+08+1,62

Os resultados estdo apresentados em forma de exponencial como média + desvio padrdo. CE — Cépsula com

Extrato, CV — Capsula Vazia, EL — Extrato Livre, CA — Controle Agua.

Tabela 9 - Avaliagdo da modulagao do microbioma intestinal - Bifidobacterium sp.

Antes da suplementacio Ap6s da suplementacio
Grupo de Estudo (moléculas DNA/uL amostra) (mdleculas DNA/ulL amostra)

CE 2.10E+06+2.28 2.56E+06+3,29
CcV 3 42E+0642,26 3,19E+06+3,56
EL 4,40E+05+2,10 5,33E+0643,98
CA 7,02E+0643,15 8,99E+0542,18

Os resultados estdo apresentados em forma de exponencial como média + desvio padrdo. CE — Capsula com

Extrato, CV — Capsula Vazia, EL — Extrato Livre, CA — Controle Agua.

Tabela 10 — Avaliagdo da modulacao do microbioma intestinal - Prevotella sp.

Antes da suplementacio Apos da suplementaciio
Grupo de Estudo (moléculas DNA/uL amostra) (moléculas DNA/ul. amostra)

CE 8,74E+07+2,37 3,06E+08+1,34
Ccv 2,36E+07+3,33 5,67E+07+3,72
EL 6,68E+07+3,49 2,83E+08+1,89
CA 1,49E+08+2.,40 1,58E+08+3,18

Os resultados estdo apresentados em forma de exponencial como média + desvio padrdo. CE — Capsula com

Extrato, CV — Capsula Vazia, EL — Extrato Livre, CA — Controle Agua.
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15 APENDICE H - ARTIGO CIENTIFICO

MODULACAO DO MICROBIOMA INTESTINAL DE RATOS PELA Ilex

paraguariensis

Daiane Santos!; Telma Elita Bertolin'; Rdmulo Pillon Barcelos?; Giseli Ritterbusch?

1. Programa de pos-graduagdo em ciéncia e tecnologia de alimentos - Universidade de Passo Fundo.
2. Programa de pos-graduacdo em bioexperimentagdo - Universidade de Passo Fundo.
3. Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria - Universidade de Passo Fundo.

RESUMO

Estudos vém demonstrando a relagdo das escolhas alimentares e a atividade da microbiota
intestinal, inferindo efeitos de equilibrio simbidtico dos microrganismos presentes no
intestino ou efeitos contrarios a este, os quais podem estar associados a complicagdes
neurodegenerativas, metabdlicas e imunologicas. Alimentos com compostos fenolicos
presentes em sua composicao possuem influéncia seletiva sobre a microbiota intestinal,
neste sentido a erva-mate pode ser uma boa alternativa para realizar esta modulagdo. Neste
contexto, objetivamos avaliar o impacto da ingestao de extrato de erva-mate como potencial
agente modulador da microbiota intestinal de ratos. Para tal o extrato de erva mate foi
avaliado em relacdo a compostos fendlicos totais, atividade antioxidante pelos métodos de
ABTS e FRAP, comportamento em diferentes pH’s ¢ HPLC, apresentando resultados de
quantificagdo da atividade antioxidante de 52,96 pmol Trolox/mL para ABTS, 64,53 umol
Trolox/mL para ensaios de FRAP e 10,17 mgEAG/mL para compostos fenolicos totais. A
quantificagdo de compostos fenolicos em pH 7,5, simulando pH intestinal foram superiores
a quantificacdo em pH 2,0, simulando pH estomacal. Os compostos identificados em maior
abundancia no extrato liofilizado da erva-mate foram os isdmeros de acido clorogénico com
14,22¢/100g. A modulagao do microbioma intestinal dos ratos pelo extrato de erva-mate foi
determinado por testes de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qQPCR), para os
microrganismos Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Prevotella sp. considerados
benéficos. Foi avaliado o comportamento da microbiota intestinal de 20 ratos Wistar em
diferentes grupos de estudo, com suplementacio de 3,29 mg de compostos
fenodlicos/animal/dia, durante 45 dias, para os grupos de animais: extrato livre e controle
agua. Os compostos presentes no extrato da Illex paraguariensis tiveram efeitos na
modula¢do da microbiota intestinal de ratos para os microrganismos estudados, quando
avaliados antes e apds a ingestdo do extrato de erva-mate. Por fim, estas compreensoes
poderao possibilitar a expertise e diversificagdo do uso da erva mate, para estimular uma boa
microbiota, caracterizando uma alternativa de controle e prevencdo dos agravos decorrentes
da ma alimentagao.

Palavras-chave: microbiota intestinal, erva-mate, compostos fenolicos, metabolitos
fenolicos, antioxidantes.
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ABSTRACT

Studies have demonstrated the relationship between food choices and the activity of the
intestinal microbiota, inferring the symbiotic balance effects of microorganisms present in
the intestine or effects contrary to it, which may be associated with neurodegenerative,
metabolic and immunological complications. Foods with phenolic compounds present in
their composition have a selective influence on the intestinal microbiota, in this sense yerba
mate can be a good alternative to carry out this modulation. In this context, we aim to
evaluate the impact of ingesting yerba mate extract as a potential modulating agent of the
intestinal microbiota of rats. For that, the extract of yerba mate was evaluated in relation to
total phenolic compounds, antioxidant activity by the ABTS and FRAP methods, behavior at
different pH's and HPLC, presenting results of quantification of the antioxidant activity of
52.96 pmol Trolox / mL for ABTS, 64.53 umol Trolox / mL for FRAP assays and 10.17
mgEAG / mL for total phenolic compounds. The quantification of phenolic compounds at
pH 7.5, simulating intestinal pH was higher than the quantification at pH 2.0, simulating
stomach pH. The compounds identified in greater abundance in the lyophilized extract of
yerba mate were the isomers of chlorogenic acid with 14.22g / 100g. The modulation of the
intestinal microbiome of rats by the extract of yerba mate was determined by real-time
Polymerase Chain Reaction (qPCR) tests for the microorganisms Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. and Prevotella sp. considered beneficial. The behavior of the intestinal
microbiota of 20 Wistar rats in different study groups was evaluated, with supplementation
of 3.29 mg of phenolic compounds / animal / day, for 45 days, for the groups of animals:
free extract and water control. The compounds present in the extract of Ilex paraguariensis
had effects on the modulation of the intestinal microbiota of rats for the microorganisms
studied, when evaluated before and after ingesting the extract of yerba mate. Finally, these
understandings may enable the expertise and diversification of the use of yerba mate, to
stimulate a good microbiota, featuring an alternative to control and prevent diseases
resulting from poor diet.

Keywords: gut microbiota, yerba mate, phenolic compounds, phenolic metabolites,
antioxidantes.

INTRODUCAO

Na atualidade o padrdo dos alimentos ingeridos ¢ apontado como um dos principais
fatores que influencia na suscetibilidade a doenga (LADDU; HAUSER, 2019). A oferta de
alimentos caldricos e por vezes de baixo valor nutricional potencializa as estatisticas do
aumento de doengas cronicas ndo transmissiveis (DNT) como, cancer, diabetes, doengas
cardiovasculares, doengas neurodegenerativas, (TILMAN; CLARCK, 2014; NA ZHANG et
al., 2018; KACZMAREK et al., 2019) obesidade, doencas inflamatérias de intestino (DII),
alergias, sindromes metabolicas, disturbios autoimunes e neuropsiquitricos (PARNELL;

REIMER, 2012; SHANDU et al; 2017).
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Estima-se que o trato gastrointestinal humano ¢ colonizado por mais de 100 trilhdes
de microrganismos, dez vezes mais do que o numero de células somaticas no corpo (LI
WEIL2015). Estes microrganismos compdem a microbiota intestinal, a qual esta relacionada
a digestdo, absor¢dao de nutrientes, além de inferir outros beneficios para o bem-estar do
organismo (CANI; JORDAN, 2018). Muitas doengas cronicas ndo transmissiveis vém sendo
associadas a atividade da microbiota intestinal em desequilibrio, ou seja, disbiose (LEY;
TURNBAUGH; GORDON, 2006; WANG et al., 2017). A disbiose caracteriza-se pela
desordem das comunidades microbianas presentes intestino. A dieta contribui na modulagdo
da composi¢do da microbiota e como consequéncia influencia os processos bioquimicos do
organismo, estabelecendo um sistema de interagdo entre dieta, microbiota e hospedeiro
(DANNESKIOLD-SAMSOEA et al., 2019). Devido a associagdo da agdo da microbiota em
disbiose e diversas patologias, existe um crescente interesse na manipulacdo do microbioma
intestinal para obtencao de efeitos terapéuticos (KIM; SERRE, 2018).

O potencial benéfico de uma alimentagdo com ingestdo de vegetais e frutas, os quais
possuem diversificada composicdo em substincias bioativas, como compostos fendlicos e
carotendides vem sendo investigada (LANGE et al., 2019). A comunidade cientifica vem
apontando que substancias fitoativas como compostos fenolicos servem como prebioticos,
podendo exercer a modulacdo da microbiota intestinal no hospedeiro e desta forma inferir
resultados positivos para satide do homem (JIAO et al., 2019).

A erva-mate difundida culturalmente nos paises da América do Sul, sendo ingerida
principalmente na forma tradicional de “chimarrdao”, possui reconhecidas propriedade
funcionais e capacidade antioxidante, visto seus biocompostos, como fenois, metilxantinas,
triterpeno, saponinas, flavondides e outros (BRACESCO et al., 2011). Evidéncias cientificas
tém demonstrando o potencial antiinflamatdrio, anti-obesidade e cardioprotetor da Ilex
paraguariensis (JUARISTI et al, 2018), sendo promissora para o uso em desenvolvimento
de novos alimentos, que apresentem interesse para o consumidor e para a industria, além de
representar uma boa alternativa, dada as suas caracteristicas, para modulagdao dos
microrganismos presentes no intestino (SAWSAN; ARABY, 2014). Neste contexto, o
objetivo geral ¢ avaliar o impacto da ingestio de extrato de erva-mate livre e

microencapsulado como potencial agente modulador da microbiota intestinal de ratos.
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MATERIAL E METODOS

Tratamento da matéria-prima

As folhas de erva-mate utilizadas sdo de diferentes quadrantes da plantagdo, sendo
misturadas e dando origem a uma amostra composta. As folhas foram separadas dos caules e
branqueadas, este método consiste na imersao das folhas em dgua a uma temperatura de
95°C por 30 segundos e em seguida imersas em banho de gelo. Apds o processo de
branqueamento e as folhas submetidas a secagem em estufa por 20 horas em temperatura de
50°C £ 2 °C formando uma camada < 5 cm para evitar o excesso de sobreposicdo das folhas.
Depois de secas, as mesmas foram trituradas em moinho de facas, em seguida embaladas a

vacuo e a amostra congelada a — 18 + 2°C até a sua utilizagao.

Obtencao de extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado de acordo com o método descrito por Turkmen, Sari
e Velioglu (2006) e modificado por Murakami et al. (2011), com adaptagdes. A condi¢ao
(m/v) de 15g de erva para 100mL de agua foi utilizada. O preparo do extrato consistiu em
uma suspencao de erva mate em agua, que foi aquecida por 5 min a 90+£2 °C em banho-
maria, apos foi filtrada em filtro de nylon utilizando uma bomba de vacuo com o intuito de
separar o extrato do material em suspesdo. O extrato filtrado foi distribuido foi encaminhado
a ultra-freezer por 24 h a -80 + 2 °C e posteriormente submetido a liofilizagdao por 80 h a -40
+ 2 °C a fim de concentrar os solidos e preservar sua atividade. A caracterizacdo do extrato
liofilizado foi realizada quanto ao teor de compostos fendlicos e andlise de potencial

antioxidante.

Caracteriza¢do da capacidade antioxidante do extrato de erva-mate pelo radical ABTS

A andlise da capacidade antioxidante pelo método do radical ABTS (&cido 2,2’-
azinobis-(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfonico) estd baseada na metodologia adaptada de
RE et al. (1999). O radical cationico de ABTS foi preparado a partir da reagdo com a mistura
de solucao estoque de ABTS (7 mmol/L) com persulfato de potassio (2,45 mmol/L), esta
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solucdo foi preparada no minimo 12 a 16 horas antes da realizagdo da andlise e permaneceu
em ambiente escuro, em temperatura ambiente.

Para realizagdo da analise a solugao de ABTS foi diluida em etanol 96% até obter
uma absorbancia de 0,695 a 0,705n0 espectrofotometro UV-Vis. Ao atingir a absorbancia
desejada foi adicionado 1mL desta solugdo em 10 uL. de amostra do extrato de erva-mate,
em ambiente protegido da luz, seguido de 5 segundos de homogeneizag¢do. Esta solucao
permaneceu em repouso durante 6 minutos no escuro para reagdo. Os resultados foram
interpretados utilizando uma curva padrdo expressa pumol equivalente de Trolox/L de

amostra.

Caracteriza¢do da capacidade antioxidante do extrato de erva-mate pelo método de FRAP

O potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com o
método proposto por Benzie e Strain (1996) com modificagdes de Arnous et al. (2002). Para
a realizagdo deste ensaio adicionou-se 200 pL. de amostra de extrato de erva-mate (200uL de
agua para o tubo de branco) e 200uL de solugdo de cloreto férrico 3 mM em tubos de ensaio.
Esta mistura permaneceu em repouso durante 30 minutos em banho-maria, em temperatura
de 37°C. Apds o repouso foi adicionado 3,6mL de solugdo TPTZ (2,4,6-Tris(2 Piridil)- 1,3,5
Triazina) e os tubos submetidos a um ambiente escuro durante 10 minutos. Os resultados

foram interpretados utilizando curva padrao de umol equivalente de Trolox/L de amostra.

Quantificagdo de compostos fendlicos totais do extrato de erva-mate

O conteudo total de polifendis dos extratos foi determinado segundo o método
descrito por Correia et al. (2004), com modificacdes propostas por Sousa e Correia (2012).
Para realizagdo dos testes foi adicionado em tubos de ensaio 1 mL de amostra, 1 ml de
alcool 96%, SmL de dgua destilada e 0,5 mL de Folin-Ciocalteau, esta mistura foi agitada
por 10 segundos e adicionada de 1 mL de carbonato de s6dio Na2CO3 5%. Apos a adicdo
do carbonato de sdédio agitou-se por 3 segundos e os tubos foram submetidos a 1 hora de
repouso em ambiente protegido de luz.

Os resultados foram interpretados utilizando curva padrio expressa em mg

equivalentes de Acido Galico/mL de amostra.
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Comportamento do potencial antioxidante do extrato em diferentes valores de pH

Os valores de pH foram medidos através de pHmetro calibrado, pela inser¢ao do
eletrodo na solu¢ao com o extrato de erva-mate. O comportamento do potencial antioxidante
do extrato de erva-mate em diferentes pHs foi realizado de acordo com o método proposto
por Chen et al. (2017) com modifica¢des, submetendo o extrato a 3 diferentes condi¢des: pH
acido (2,0 +2), utilizando solu¢do de 4cido cloridrico 0,5 M (HCI), pH basico (7,5 £2)
utilizando solu¢do de carbonato de sodio 0,1 M (NaHCOs3) e pH intermediario (5,5 +2)
utilizando solugdo de acido cloridrico 0,5 M (HCI) e solugdo de carbonato de soédio 0,1 M
(NaHCO:3) respectivamente. Para os testes 25 mL de extrato foram preparados utilizando as
solucdes tampao para ajuste dos pH’s desejados, cada pH foi mantido 2 horas em shaker a
37 °C sob agitagao de 100 rpm. A analise da quantificacdo de compostos in vitro em cada
um dos tratamentos foi realizada no final do tempo estabelecido para cada pH, pelo método

de quantificacao de fenolicos totais.

Identificag¢do de compostos bioativos do extrato por HPLC

A quantificacdo dos compostos fenolicos e alcaldides do extrato liofilizado de erva-
mate foram analisados pela técnica de HPLC, acoplada ao detector de matriz fotodiodo
(PDA), usando uma coluna C-18 de fase reversa (tamanho de particula de 5 um, 150 nm, 4,6
nm) a 38°C. As fases moveis foram compostas por 5% (v/v) de metanol em dgua acidificada,
(0,1% v/v de acido formico) com solvente (A), 0,1 % (v/v de acido formico em acetonitrila
com solvente B, vazdo de 1 mL/minuto e o volume de injecdo foi de 20 pL de amostra,
seguindo o método descrito por Quatrin et al (2019). Os compostos fendlicos das amostras
foram identificados por comparacdo com o tempo de retengdo na coluna de padrdes
auténticos. Os dados espectrais foram obtidos a partir de espectros de absor¢ao visiveis por
UV. Os cromatogramas para fins de quantificagdo foram obtidos a 280 nm para alcaldides e
320 nm e 360 nm para hidroxicinamatos e flavondides (compostos fenolicos). Os compostos
que sdo isomeros do acido clorogénico foram identificados com base na ordem do espectro
de eluicao e absor¢do (TRUGO; MACRAE, 1984) e quantificados por equivaléncia de acido

5-caffeyolquinic e os resultados foram expressos em g/100gramas de extrato liofilizado.
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Avaliacdo da acdo moduladora de extrato de erva-mate na microbiota intestinal

Delineamento experimental

Os ensaios para verificacdo da modulagdo da microbiota intestinal foram realizados
em 20 animais (ratos Wistar) divididos em 2 grupos (n=10) que receberam diferentes
tratamentos: grupo controle (CA) que recebeu somente agua, grupo extrato aquoso (EL) que
recebeu extrato de erva-mate. A dose efeito que foi suplementada foi calculada com base no
proposto por Taguchi et al. (2015) com modifica¢des, prevendo uma quantidade de 3,29 mg
de compostos fendlicos/animal/dia. A ingestdo do extrato de erva-mate aconteceu durante 45
dias (dia 0 até o dia 45), diariamente, uma vez ao dia, via gavagem intragastrica. Além dos
extratos os animais tiveram acesso a agua, racdo ad [ibitum e ambiente com temperatura e
luz controlada. Amostras fecais individuais foram coletadas antes e apds a ingestdo do
extrato de erva-mate. As amostras foram acondicionadas em ultrafreezer com temperatura de

-80 ° C até o momento da analise.

Avaliag¢do da microbiota intestinal pela técnica de gPCR

Para analise de diversidade bacteriana intestinal, métodos baseados em cultura
mostraram-se inadequados, uma vez que uma grande fracdo da microbiota permanece
inculta (GERRITSEN et al., 2011). Desta forma, para a quantificacdo dos géneros
bacterianos selecionados para este estudo foi utilizado o método de PCR em tempo real
(qPCR), de acordo com proposto pelos autores Chacar et al. (2018). Os grupos selecionados
de bactérias para estudo sdo: Filo Firmicutes, género Lactobacillus sp., Filo Bacterioidetes,

género Prevotella, e Filo Actinobactéria, género Bifidobacterium.

Extragdo de DNA das amostras de fezes

A extracdo do material genético das amostras de fezes coletadas foi realizada
utilizando o kit para isolamento de DNA denominado Purelink Microbiome DNA
Purification Kit, o qual dispoe de todos os reagentes de lise, lavagem e eluicao.

Para obtencdo do DNA utilizou-se 0,1 grama de amostra em um tubo estéril e

adicionado 700 pL de solugdo tampao (S1—Lysis Buffer) para realizar a lise das membranas
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e liberar o material genético, agitando com auxilio de um vortex, para total dispersdo da
amostra. Em seguida foram adicionados 100 pL de tampao de lise (S2-Lise Enhancer),
agitando novamente no vortex. Essa mistura foi incubada durante 10 minutos a 65°C para
posteriormente ser homogeneizada por 10 minutos na velocidade maxima do voértex (na
posicao horizontal). Apos a homogeneizacao a amostra foi centrifugada, durante 5 minutos a
14000 rpm. Uma vez centrifugada, 400 pL do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo estéril e adicionados de 250 pL de tampao S3—Cleanup Buffer, agitando
brevemente no vortex para posterior centrifugacdo a 14000 rpm durante 2 minutos. Apos a
segunda centrifugacdo 500 pL do sobrenadante foram levados para um novo tubo, evitando
quaisquer sedimentos. Na sequéncia foram adicionados 900 puL de tampao S4—Binding
Buffer submetendo o tubo a agitagdo no vortex. Apds agitagao foram transferidos para um
tubo de coluna 700 pL da amostra, a qual foi centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e este passo foi repetido com o restante da amostra adicionada
do tampdo S4, assegurando que toda a amostra passou pelo filtro disposto na coluna, o qual
possui a finalidade de reter o material genético.

Apoés a realizagdo das etapas iniciais de lise e separagdo dos detritos de fezes,
iniciou-se o procedimento de lavagem do DNA, transferindo a coluna para um tubo de
recolha limpo, somando a 500 pL de solugdo tampao S5—Wash Buffer Concentrate e
centrifugando a 14000 rpm/1 minuto. Todo fluxo de passagem foi descartado e o tubo foi
novamente submetido a centrifugagdo, para total eliminacdo do tampdo de lavagem
utilizado.

O ultimo passo da extracdo foi a eluicdo do DNA retido na coluna, transferindo a
mesma para um tubo limpo e estéril, adicionando 100 uL de tampao de eluicdo (S6—FElution
Buffer) para posterior incubagdo em temperatura ambiente por 1 minuto. A coluna e o tubo
foram centrifugados a 14000 rpm/1 minuto apos a incubacao. O material contido no tubo
depois da centrifugagdo foi o DNA extraido e purificado (a coluna foi descartada). O mesmo
foi armazenado em ultrafreezer em temperatura de -80 °C para utilizacdo em longo prazo,

conforme orientagao do kit de extragao.

Quantifica¢dao do material genético dos microrganismos pela técnica de qPCR

A execuc¢ao das analises de qPCR foram realizadas em equipamento QuantStudio™

3 Real-Time PCR Systems. O volume total da reagdo da qPCR foi de 10 pL, 5 pL de
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PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Fischer Scientific), 0,5 pL de cada iniciador
para cada bactéria, 1 pL. de amostra e 3 pL. de dgua livre de DNAse e RNAse.

As condigdes para qPCR utilizadas para reacdo de todos os microrganismos foi
desnaturagdo por 2 minutos a 50°C, seguidos de 2 minutos a 90°C e 15 segundos a 95°C. Na
sequéncia, anelamento durantel minuto a 60°C e Curva Melting (95°C por 15 segundos,
60°C por 1 minuto e finalizando com 15 segundos e 95°C), considerando 40 ciclos para
execu¢ao da corrida. Para tal, foram consideradas as sequéncias dos iniciadores, conforme

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores utilizados nos testes de qPCR

Iniciador Sequéncia Referéncia  Amplicon

Prevotella sp. (F) GAA GGT CCCCCACATTG CHACARet 786
al, 2018.

Prevotella sp. (R) GCA CTT AAG CCG ACA CCT CHACAR et 786
al, 2018.

Lactobacillus sp. (F) ~ GAGGCAGCAGTAGGGAATC POZUELO et 126
TTC al 2012.

Lactobacillus sp. (R)  GGCCAGTTACTACCTCTATC POZUELO et 126
CTTCTTC al 2012.

Bifidobacterium sp. (F) GGG TGG TAA TGC CGG CHACAR et 513
ATG al, 2018.

Bifidobacterium sp. (R) CCA CCG TTA CAC CGG CHACAR et 513
GAA al, 2018.

Fonte: elaborado pela autora (2020)

Andadlise estatistica

A andlise estatistica foi determinada com programa Statistic, utilizando ANOVA e
aplicagdo do teste de Tukey. O valor de (p) inferior a 0,05 foi considerado como uma

diferenga significativa.
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Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Passo Fundo (UPF) sob registro 025/2018.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Tratamento da matéria-prima

A matéria-prima utilizada consistiu em amostragens de folhas da erva-mate in
natura, as mesmas foram submetidas aos processos de branqueamento, secagem e
armazenamento. Uma das dificuldades da utilizagdo das folhas in natura é a acdo das
enzimas peroxidase (PODs) e polifenoloxidas e o6xido redutases (PPOs), que sdo as
principais enzimas do mate e sdo responsaveis por mudancas indesejaveis, percebidas
principalmente na colora¢do da erva-mate. As PODs e PPOs catalisam a oxidacdo de
monofendis em difendis removendo hidrogénio de suas ramificacdes e originando as
quinonas, as quais polimerizam e produzem melaninas, reduzindo a concentragao dos
compostos fendlicos (NABECHIMA, G. H. et al.,, 2014). Neste sentido, constitui-se
importante a adog¢do de um método de inativacdo das mesmas. O branqueamento ¢
conhecido por inativar estas enzimas com temperaturas em torno de 85°C (NEVES;
VIEIRA; SILVA, 2012), neste estudo utilizou-se temperatura de 95°C, garantindo a
eficiéncia do procedimento e a manuten¢do dos padrdes de qualidade como concentragdo de

compostos fendlicos e potencial antioxidante durante o armazenamento da matéria-prima.

Obtengao e caracterizagdo do extrato liofilizado

A condicao de extracao de compostos fenolicos utilizada foi 90 £2 °C por 5 minutos.
Gao e colaboradores (2013) utilizaram metodologia similar no preparo de extrato, realizando
uma infusdo com agua de acordo com método usual para consumo humano, uma importante
caracteristica visto que o estudo de interesse trata-se de modelos in vivo. Diferentes
solventes como metanol, etanol, acetona podem ser utilizados para a extragdo maxima de
constituintes ativos, porém o uso de solventes organicos torna as aplicacdes subsequentes

desses extratos limitadas para adi¢do em alimentos, experimentos em humanos ou animais
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devido aos seus residuos toxicos (MURAKAMI et al., 2011). A temperatura utilizada varia
de acordo com a propor¢ao solido/solvente e com o tipo de composto que se deseja extrair
(SILVA; ROGEZ; LARINDELLE, 2007).

O extrato de erva-mate obtido apos a extracao foi liofilizado e caracterizado através
da quantificacdo dos seus compostos fendlicos totais e perfil antioxidante, os resultados

estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizag@o do extrato de erva-mate liofilizado

Ensaio Extrato liofilizado
Fendlicos Totais (mg EAG/mL) 10,17+0,22
ABTS (umol Trolox/mL) 52,96+0,86
FRAP (umol Trolox/mL) 64,534+0,26

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Fonte: elaborado pela autora (2019).

A comunidade cientifica infere o beneficio dos polifendis para a saude, indicando a
importancia de boas quantificacdes destes compostos e sua atividade antioxidante. A
modulag¢do da microbiota intestinal ¢ um exemplo destes beneficios, no entanto, os efeitos
das interagdes especificas entre os polifendis e os microrganismos do intestino permanecem
amplamente ndo caracterizados (LAPARRA; SANZ, 2010).

As concentragdes de compostos fenolicos mostram uma correlagdo com sua
capacidade antioxidante total (HECK; MEJIA, 2007), nos ensaios realizados a quantificacao
de compostos fenolicos totais de 10,17 mgEAG/mL de amostra foi equivalente a
quantificagdes de atividade antioxidante de 52,96 umol Trolox/mL para ABTS e 64,53 umol
Trolox/mL para ensaios de FRAP, realizados no extrato de erva-mate liofilizado. Relatos
cientificos demonstram que a capacidade antioxidante avaliadas in vitro através de ensaios
FRAP e ABTS de extratos de erva-mate sdo comparaveis a resultados obtidos de vinho tinto
ou chd (JUARISTI et al., 2018), e estes favorecem o aumento das contagens de géneros
bacterianos benéficos do intestino como Bifidobacterium e Lactobacillus (LAPARRA;
SANZ, 2010).

A caracterizagdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando dois diferentes
métodos. Tan e Lim (2015) mencionam a utilizacdo de mais de uma metodologia para
avaliacdo antioxidante como a chave para confiabilidade na eficacia de resultados. A Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e a AOAC Internacional afirmam que os

resultados entre diferentes métodos sdao dificilmente comparados, pois cada um deles ¢
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baseado em um diferente mecanismo, levando em considera¢do o solvente e matriz de
amostras.

Além da quantificagdo dos seus compostos fenolicos totais e perfil antioxidante o
extrato de erva-mate liofilizado também foi avaliado em relagdo a presenca de compostos
bioativos. Padrdes de cafeina, acido 5-cafeoilquinico, teobromina, isomeros de &cido
clorogénico e rutina foram injetados para andlise. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Identifica¢do de compostos bioativos do extrato de erva-mate

Composto Quantificacao (g/100g) do extrato liofilizado nm
de erva-mate

Teobromina 0.67 £0.06 280

Cafeina 2.76 £0.19 280

Acido 5- 2.58+0.01 320
cafeoilquinico

Isdmeros cle Amdo 14.22 + 0.39 320
Clorogénico

Rutina 2.31+0.15 360

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Fonte: elaborado pela autora (2019).

Compostos fitoquimicos ativos podem ser identificados na erva-mate, dentre tantos,
0s compostos com presenga mais significativa nesta planta sdo os polifendis (4cido
clorogénico) e xantinas (cafeina e teobromina), seguido pelos alcaldides (acido cafeico,
acido 3,4-dicaffeoylquinic, acido 3,5-dicaffeoylquinic), flavondides (quercetina, kaempferol
e rutina), (HECK; MEJIA, 2007).

Os autores Tan e Lim (2015) explicam que a técnica de HPLC apresenta limitagdes
em matrizes complexas, como extratos brutos de plantas, tornando importante a purificagdo
da amostra, removendo qualquer componente que prejudique a identificagdo das substincias
de interesse.

Estudos cientificos vem sugerindo a relagdo do metabolismo de compostos apds a
sua ingestdo, a formacdo de metabolitos bioativos e produtos catabolicos, seguido pela
interacdo com a microbiota intestinal e seus beneficios diretos e indiretos neste contexto
(GOWD et al., 2018; JUARISTI et al.,, 2018). Martin-Pelaez e colaboradores (2017)
avaliaram em seus estudos realizados com cacau, que a xantina mais abundante encontrada
nesta matriz ¢ a teobromina, seguida pela cafeina, investigacdes utilizando uma dieta com

10% de cacau em roedores modificou a composicdo da microbiota intestinal dos mesmos,
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diminuindo a propor¢ao de Staphylococcus sp. e Clostridium histolyticu, além de alterar a
producdo de acidos graxos de cadeia curta.

Os compostos observados em maior quantidade na caracterizagao do extrato de erva-
mate foram o acido clorogénico com 14,22 gramas, seguido da cafeina com 2,76 gramas e
acido 5-cafeoilquinico com 2,58 gramas. Estudos realizados por Bhandarkar; Brown e
Panchal (2019) demonstram ag¢des benéficas relacionadas ao acido clorogénico, em dietas
hiperlipidicas o mesmo atenuou alteragdes cardiovasculares, hepaticas e metabdlicas,
sugerindo o potencial deste bioativo. Outras investigagdes utilizando café evidenciaram o
aumento da producdo de 4cidos graxos de cadeia curta devido ao efeito de 4cido cafeico e
acido clorogénico, essa constatacdo aconteceu em funcdo da acdo de metabolizacio
realizada pela microbiota intestinal (COWAN et al., 2014).

Os acidos graxos de cadeia curta sdo os principais produtos finais da fermentacao
microbiana no intestino, acetato e lactato sao relacionados com a fermentagao realizada pelo
género de Bifidobacterium, considerado benéfico a saide humana. Pérez-Burillo e
colaboradores (2020) evidenciaram essa relagdo a partir da ingestdo de café e
correlacionaram a mesma com a presenca de acidos fenolicos, dentre eles, o &cido
clorogénico.

Investigagdes realizadas por Ma e Chen (2020) declaram que suplementacdo com
polifendis estimula a abundancia bactérias intestinais promotoras de satde, como os géneros
de  Lactobacillus e Bifidobacterium  em  paralelo a  inibicdlo do  género
patogénico Clostridium na microbiota intestinal de seres humanos.

Compostos fitoquimicos e seus produtos metabolicos, dentre eles, todos os
identificados na caracterizagdo do extrato de erva-mate, exercem efeitos similares aos
prebidticos, promovendo desta forma a modulacdo do microbioma intestinal (LAPARRA;
SANZ, 2010), demonstrando o potencial desta planta para seletividade dos microrganismos
intestinais.

O extrato de erva-mate liofilizado também foi avaliado em relacdo ao seu
comportamento frente a diferentes condi¢des de pH, simulando as condi¢des do trato

gastrointestinal, conforme os resultados apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Avaliacdo do extrato de erva-mate liofilizado em diferentes pHs

Condicao de pH da amostra mg EAG/mL
2,0+ 1,0 9,43+0,55%
5,5+ 1,0 11,62+0,23°
7,5+ 1,0 11,2140,10P

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem

significativamente pelo Teste Tukey (P > 0,05). Fonte: elaborado pela autora (2019).

O extrato liofilizado de erva-mate demonstrou uma reducdo do teor de compostos
fendlicos quando submetidos a pH mais baixo, simulando pH estomacal. Faria, Marques e
Mercadante (2011) obtiveram resultados semelhantes constatando que a capacidade
antioxidante, avaliada pelo radical ABTS, em extrato funcional de jambolao variou de
acordo com os valores de pH, com tendéncia a aumento da atividade em valores de pH mais
elevados.

Chen e colaboradores (2017) observaram este mesmo comportamento com folhas de
batata, correlacionando a estabilidade de compostos fenolicos e atividade antioxidante com
pH e interagdes enzimaticas ocorridas durante a digestdo gastrointestinal. Os estudos
mencionadas também encontram resultados similares para pHs de transicao e basicos. No
caso da llex paraguariensis, estima-se que o resultado encontrado em pH 5,5 (11,62
mgEAG/mL) tenha sido propiciado por estar proximo ao pH do extrato in natura, obtendo

desta forma uma boa quantifica¢ao de fenolicos.

Avaliagdo da ac¢do moduladora de extrato de erva-mate livre e microencapsulado na

microbiota intestinal

Para avaliar a capacidade de modula¢do da microbiota intestinal através da ingestao
de extrato de erva-mate livre e microencapsulado foi realizada uma suplementacdo in vivo
com ratos Wistar por 45 dias. Amostras de fezes individuais dos animais foram analisadas
antes e depois da suplementagdo através da técnica de qPCR para monitoramento dos
microrganismos Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e Prevotella sp.

Os resultados obtidos em termos de quantificacdo de material genético para o género

Lactobacillus, Bifidobacterium e Prevotella podem ser observados através da Figura 1.
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Figura 1 - Avaliacdo da quantificacdo do material genético de Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. e
Prevotella sp. em relacao aos diferentes grupos de estudo

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp.
3,00E+08

&

Molecdas ONA/UL amostra

b

2506408 1 . '

| aw
2,006+08 1
1508408 ~ = Antes Suplementagio W Lroed Supiementaho

& Apds & Suplementagio [ W 4001 8 Sopiemertagle
1,00E+08 !
»

! 1

5,00E+07
s ca
0,00€+00 + T Srpos e o
EL A

Grupos de Entudo

Prevotella sp.

3.00€+08 °
g 2,50€+08
§ 2
ﬁ 2006408 + . '
- 3
< N )
F3 1,506+08 = Ames Suplemerzacho
g 1006408 s Apds a Suplementagio
= L]

0,00€+00 + -

18 CA
Grupos ce Estudo

EL: grupo de animais que recebeu suplementacdo de extrato livre. CA: grupo de animais que recebeu
suplementacdo com agua, grupo controle. Os grupos de estudo (n=10) foram suplementados desde o dia 0 at¢ o

dia 45 (1x ao dia) com dose efeito de 3,29mg de compostos/animal. Fonte: propria autora (2020)

Os valores estdo expressos em forma de exponencial, obtidos através da média de
avaliagdo dos animais de cada tratamento (n=10). Foi possivel perceber o desempenho do
extrato de erva-mate na modulagdo do microbioma intestinal para os microrganismos
mencionados. Estes dados corroboram com as investigagdes existentes na literatura, citadas
ao longo desta discussdo, sobre a a¢dao de compostos bioativos de diferentes matrizes
alimentares na modulag¢do intestinal, inserindo a [llex paraguariensis neste contexto e
comprovando a efetividade da dose equivalente a 3,29 mg de compostos
fenolicos/animal/dia utilizados ao longo deste estudo.

Os animais inseridos no grupo de estudo que recebeu suplementacdo com extrato
livre de erva-mate obtiveram desempenho consideravel no aumento de Lactobacillus sp.,
Bifidobacterium sp. e Prevotella sp.. Uma elevacdo na quantidade de moléculas de DNA/uL.
de amostra pode ser verificada ao final do estudo em comparacdo as avaliacdes realizadas
antes do inicio da ingestdo da llex paraguariensis. Na avaliagdo para o género Lactobacillus

sp. uma quantidade de 6,73x10” moléculas de DNA/uL de amostra foi observado antes do
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consumo de extrato de erva-mate, apos 45 dias, este nimero foi elevado a 2,31x10%
moléculas de DNA/uL de amostra, demonstrando uma diferenca significativa na modulacao
deste microrganismo. Também foi possivel verificar diferenca significativa nas respostas
encontradas para Prevotella sp. onde a quantidade de moléculas de DNA/uLL aumentou de
6,58x107 para 2,83x10%. Com relacio ao género Bifidobacterium sp. o aumento na
quantificagdo das moléculas de DNA/puL de amostra foi observado, apesar de ndo
significativo, verificou-se uma elevagio de 4,40x10° para 5,33x10°.

Algumas avaliagdes in vitro contidas na literatura indicam a boa performance dos
compostos bioativos sobre a microbiota intestinal, Owolabi e colaboradores (2020) testaram
a agdo de amido ndo digerivel e metabolitos fenolicos de arroz roxo no microbioma,
concluindo que ambos estdo correlacionados ao aumento das quantidades de
Bifidobacterium e Lactobacillus. Sao encontrados também estudos in vivo relatando o
comportamento de compostos fendlicos na microbiota intestinal, Li e outros (2020), apos
induzir uma dieta hiperlipidicas em caes entenderam que os filos Firmicutes e Bacteroidetes,
os mais abundantes no intestino, estdo envolvidos na relacdo de simbiose ou disbiose
intestinal, caracterizando obesidade e doencas cronica, todavia, efeito contrario foi
observado nos animais que receberam juntamente na sua dieta compostos fenodlicos
provenientes de cha verde.

A caracteristica probidtica dos polifendis ¢ bastante consolidada na comunidade
cientifica, indicando modulagdo principalmente nos géneros de bactérias benéficas,
como Bifidobacterium e Lactobacillus (QUATRIN et al, 2020), ambos avaliados
positivamente no estudo com erva-mate.

Sdo inexistentes na literatura trabalhos que incluam a Ilex paraguariensis como
moduladora intestinal, os relatos encontrados contemplam matrizes que possuem compostos
em sinergia com a erva-mate, como por exemplo, cha verde, citado anteriormente. Zhu e
colaboradores (2020) estudaram as agdes do chd verde na microbiota de roedores,
confirmando as descrigdes ja existentes, indicando aumentos da cepa de Lactobacillus
reuteri em consonancia a redugdo da familia Clostridiaceae, utilizando em seus estudos
doses de 6,7 mg de compostos fenodlicos/animal/dia durante 140 dias. Nossas investigagoes
com erva-mate totalizaram 45 dias com dose de compostos fendlicos inferiores, o que nos
indica o potencial desta planta, propondo que pode haver melhores resultados se
suplementada em maior quantidade durante mais tempo de estudo, expandindo as

investigagdes para outros microrganismos, promotores de disbiose, por exemplo.
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E possivel encontrar relatos disponiveis na comunidade cientifica, de autores que
indicam menor performance nas investigagdes para modulacdo do género Prevotella. Larsen
et al (2019) mencionam que apesar de positiva, uma menor abundancia foi encontrada com
relacdo a este microrganismo apds a ingestdo de fibras de batata, quando comparado a
Bifidobacterium, por exemplo. Atribui¢des semelhantes foram relatadas por Li e
colaboradores (2020), em seu estudo com a utilizagdo de cha verde, ndo caracterizando
diferenca significativa em alguns géneros, dentre eles, Prevotella sp.

Na figura 1 podemos perceber o resultado alcancado apos a suplementagdo com /llex
paraguariensis para o microrganismo Prevotella sp., a abundancia encontrada ¢
relativamente superior nos animais que receberam extrato de erva-mate livre apos 45 dias de
estudo. A quantificacio maxima detectada antes da suplementagio foi de 6,58x10’
moléculas de DNA/uL de amostra, com relacdo a quantificagdo encontrada apds a
suplementacdo com extrato de erva-mate, os valores encontrados foram de 2,83x10% de
DNA/uL de amostra. Essa resposta ¢ estatiscamente significativa e indica o bom
desempenho da erva-mate na modulagdo intestinal deste género.

Na avaliacdo do grupo controle apds os 45 dias de estudo, para os microrganismos
Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp. as maiores quantificagdes sdo 1,27x10% e 8,99x10° de
moléculas de DNA/uL de amostra, respectivamente. Esses resultados sdo inferiores, quando
comparados aos animais suplementados com Ilex paraguariensis (2,31x10% e 5.33x10°,
respectivamente), embora essa resposta ndo se apresente forma significativa para o género
Bifidobacterium, indica que a quantificacao foi maior para os animais que receberam erva-
mate. Ao observar estes mesmos grupos, antes e apos o tempo de tratamento, a caracteristica
¢ uma reduc¢do na abundancia dos microrganismos avaliados, mesmo que esta reducdo nao
seja estatiscamente significativa. A hipdtese que explica este comportamento ¢ indugdo de
estresse nos animais durante todo o periodo de estudo. Levando em consideragdo que todos
os individuos foram submetidos as mesmas condigdes € o grupo controle ndo obteve como
apoio em sua dieta compostos capazes de promover simbiose, neste sentido, sob estresse,
resultaram na disbiose observada.

Neste contexto, Shi e colaboradores (2019) verificaram em suas investigagdes com
aves, que os animais submetidos a estresse, os quais continham elevacdes na quantidade do
hormoénio cortisol em seus organismos, apresentaram alteragdes significativas na
composi¢ao da microbiota intestinal, como aumento do filo Firmicutes e redu¢des do filo

Bacterioidetes, caracterizando uma situagao de disbiose intestinal. Ainda sobre a influéncia
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do estresse na populacdo microbiana, Audet (2019) faz uma abordagem bastante interessante
sobre a propensdo da ocorréncia da disbiose em mulheres quando comparadas aos homens,
devido as flutuagdes hormonais e estresse a que sao submetidas biologicamente ao longo da
vida. Audet relata que o estresse ocasionado pelos hormdénios femininos ¢ capaz de
impulsionar crescimento e reducdo de cepas especificas na microbiota intestinal das
mulheres, tendo fortes implicagdes na modulagdo do seu microbioma.

O extrato obtido a partir da infusdo das folhas da llex paraguariensis teve efeito
modulador sobre a microbiota intestinal de ratos, confirmando a hipotese de que seus
compostos fenodlicos possuem acdo seletiva sobre os microrganismos presentes no intestino e
propondo a possibilidade da realizagdo de novas investigagdes, com outros modelos

experimentais, contemplando microrganismos patogénicos do microbioma intestinal.

CONCLUSAO

A quantificagdo de compostos fendlicos no extrato de erva-mate evidencia o
potencial antioxidante desta matéria-prima;

O extrato de llex paraguariensis tem efeito na modulagdao da microbiota intestinal de
ratos para os microrganismos estudados, Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp., e Prevotella
sp. quando avaliados antes e ap6s a ingestdo do extrato de erva-mate.

A simbiose da microbiota intestinal promovida pelos microrganismos Lactobacillus
sp., Bifidobacterium sp., e Prevotella sp. evidenciam mais um beneficio da utilizagdo da Ilex
paraguariensis na dieta. Os resultados obtidos foram em modelo roedor, o que nao

descaracteriza a possibilidade deste comportamento ser estendido para o modelo humano.
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