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RESUMO

A erva-mate é uma planta nativa da América do Sul, amplamente consumida por meio de
infusdo de suas folhas secas € moidas, conhecida como “chimarrido”, “mate” e/ou “tereré”. A
presenca de propriedades antioxidantes na erva-mate torna o estudo desta planta relevante,
podendo contribuir em pesquisas que avaliam o efeito de seus compostos na protecdo contra
estresses oxidativos que podem ocasionar doencas neurodegenerativas. Apesar de possuir
beneficios a saude, ha relatos de presenca de metais pesados em extratos obtidos a partir de
infusdo de suas folhas, sendo o ferro (Fe) encontrado em grande quantidade na erva-mate. Para
reverter efeitos cumulativos de Fe no organismo, € indicado o uso de Deferoxamina (DFX),
sendo um potente quelante deste metal. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante do extrato microencapsulado de erva-mate, o efeito do ferro, e 0s
beneficios da suplementacdo desse produto com Deferoxamina (DFX) tendo como organismo
modelo o Danio rerio (Zebrafish). A metodologia foi realizada a partir da obtencéo do extrato
liquido da erva-mate, onde foi preparado a 85°C simulando uma infusdo do chimarrdo. Para a
obtencdo de microcapsulas de erva-mate, o extrato liquido juntamente com a maltodextrina
(agente encapsulante) foram submetidas a secagem em spray dryer. Foram avaliados os efeitos
da exposicdo aguda ao extrato microencapsulado de erva-mate, erva-mate associado ao Fe,
erva-mate associado ao Fe mais a DFX e erva-mate associado a DFX, sobre o status do sistema
antioxidante enzimatico e peroxidacdo lipidica em Zebrafish. Observou-se que a suplementagéo
do extrato de erva-mate pode ser considerada benéfica para o organismo utilizado no estudo,
pois foi observada peroxidacéo lipidica, principalmente no grupo tratado com Fe + Erva + DFX,
contribuindo para o status do sistema de defesa antioxidante enzimatico, demonstrando serem
bons candidatos para a suplementacdo da erva-mate.

Palavras-chave: Danio rerio, Antioxidantes, Microencapsulado, Deferoxamina.



ABSTRACT

Yerba mate is a plant native to South America, widely consumed in the form of chimarrdo. The
presence of antioxidant properties already known in yerba mate, makes the study of this plant
something very relevant, and may contribute to research that evaluates the effect of its
compounds in the protection against oxidative stresses that can cause neurodegenerative
diseases. Despite having health benefits, there are reports of the presence of heavy metals in
extracts obtained from the infusion of its leaves, where iron (Fe) is found in large quantities in
yerba mate. To reverse the cumulative effects of Fe in the body, the use of Deferoxamine (DFX)
is indicated, being a potent chelator of this metal. In this context, the objective of this work was
to evaluate the antioxidant potential of the microencapsulated extract of yerba mate, the effect
of iron, and the benefits of supplementing yerba mate with Deferoxamine (DFX) using Danio
rerio (Zebrafish) as a model organism. The methodology was carried out by obtaining the liquid
extract of yerba mate, where it was prepared at 85°C simulating an infusion of chimarrdo. To
obtain yerba mate microcapsules, the liquid extract together with the maltodextrin
(encapsulating agent) was subjected to spray dryer drying. The effects of acute exposure to the
microencapsulated extract of yerba mate, yerba mate associated with Fe, yerba mate associated
with Fe plus DFX and yerba mate associated with DFX, on the status of the enzymatic
antioxidant system and lipid peroxidation were evaluated. Zebrafish. However, it was observed
that the supplementation of yerba mate extract can be considered beneficial for the organism
used in the study, a consequence that lipid peroxidation was not observed, especially in the
group treated with Fe + Yerba + DFX, contributing to the status of the system enzymatic
antioxidant defense, proving to be good candidates for yerba mate supplementation.

Keywords: Danio rerio, antioxidants, microencapsulated, deferoxamine.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguaiensis, St. Hill), € uma espécie nativa da América do Sul e
tem sua area de ocorréncia natural restrita a trés paises: Brasil, Paraguai e Argentina (VIEIRA
et al., 2010). Esta planta é utilizada para preparo, por meio de infusdo de suas folhas secas e
moidas, de uma bebida utilizada por grande parte da populacdo. Recebe diferentes nomes,
dependendo da regido e forma de preparo: no sul do Brasil é conhecido como “chimarrdo”, na
Argentina e Uruguai “mate”, e “tereré” no Paraguai (BRACESCO et al., 2010; HECK e MEJIA,
2007). Apresenta grande importancia cultural estado do Rio grande do Sul e nacional e
contribuindo no processo de desenvolvimento econémico, social cultural e também ambiental
(PICOLOTTO et al., 2013). A cultura da erva mate também tem um papel fundamental, em
especial, para agricultura familiar ou pequenos produtos, ou mesmo para areas de cultivo onde
a semeadura de outras culturas, como milho, soja, trigo, cevada, canola ndo sao possiveis de
serem praticas pela declividade elevada do terreno ou pelas caracteristicas fisicas e quimicas do
solo serem desfavoraveis. Ainda essa cultura pode ser cultivada em consércio com outras como
milho, feijao, soja, dentre outras, para assim se ter maximizagao do uso da terra e maior retorno
econémico ao produtor.

A erva-mate é uma planta arbdrea que apresenta em suas folhas uma diversidade de
compostos quimicos, reconhecidos por desempenharem efeitos benéficos a saide humana
(RIGO et al., 2014). Os estudos dos compostos presentes em bebidas elaboradas a partir de suas
folhas ganharam maior destaque em fun¢do da sua capacidade antioxidante (CORREA et
al.,2011).

A ingestdo de extratos de erva-mate tem potencial para que ocorra um crescimento das
defesas antioxidantes do organismo, reduzindo os ataques de radicais livres (SCHINELLA et
al., 2000). A erva-mate apresenta grande potencial antioxidante devido a presenca de polifendis
(SILVA et al., 2008), que constituem cerca de 11% do peso da matéria seca (PIZARRO et al.,
1994). As suas propriedades antioxidantes estdo associadas ao alto teor de compostos fenolicos,
principalmente o acido clorogénico e seus derivados de (3,4-diO-cafeoilquinico), (3,5-di-O-
cafeoilquinico), e (4,&cidos--S dicafeoilquinico 5-de, &cido caféico), bem como a presenca de
flavonoides como quercetina, rutina, kaempferol e luteolina (SCHMALKO e MEJIA, 2008).

Os compostos fendlicos sdo descritos como eficazes na reducdo do estresse oxidativo,
onde engloba o conjunto de condicdes intra e extracelulares, sendo relacionado com a precaucao
e retardo de doencas, em consequéncia a perda dessas espécies reativas de oxigénio (EROs)

(BASTOS et al., 2006). Contudo, pode ocorrer um estresse oxidativo devido a uma perda das



defesas antioxidantes ou um acréscimo na producgédo destas espécies reativas (HALLIWELL e
GUTTERIDE, 2010).

O estresse oxidativo tem seus danos minimizados pelo sistema de defesa antioxidante
ndo enzimatico ou enzimatico, sendo este ultimo representado principalmente pelas enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidade (GPx) e também a
glutationa-redutase (GR) (BONNEFOQY et al., 2002). A SOD ¢é uma metaloenzima abundante
em células aerébicas como os neurénios que dismuta o radical superdxido a peroxido de
hidrogénio. Ja a CAT é uma ferrihemoenzima que tem como principal funcdo dismutar o
peroxido de hidrogénio, formando &gua e oxigénio molecular (FRIDOVICH, 1998).

Embora receba atencdo devido ao elevado teor de compostos bioativos, a erva-mate
pode ter seus efeitos reduzidos por fatores externos e internos, devido a alta sensibilidade destes
compostos a temperatura, oxidacdo, pH e luz (DE CAMPOS et al., 2007; SHINELLA et al.,
2000), condices de clima, de solo, de cultivo, dentre outros. Neste contexto, houve avango em
estudos com o objetivo de aprimorar a composic¢ao do extrato aquoso de erva-mate, com 0 Uso
de tecnologias de concentracao, devido a grande diversidade de fitoquimicos com propriedades
funcionais, como os compostos fenolicos, alcaloides, flavonoides e terpendides (MURAKAMI
etal., 2011; PRUDENCIO et al., 2012; BOAVENTURA et al., 2013). Este avanco possibilitou
sua aplicacdo na producdo de medicamentos e cosméticos, bem como, no desenvolvimento de
novos produtos e ingredientes de suplementacgéo alimentar (DONADUZZI et al., 2000; VIEIRA
et al., 2008). Berté et al. (2011) elaboraram extratos de erva-mate aplicando a tecnologia spray
drying e indicaram, com base na analise da capacidade antioxidante e da composicdo
fitoquimica do produto obtido, que com o a utilizacdo dessa tecnologia é possivel compor uma
fonte de matéria prima para industria.

O consumo de biocompostos de erva-mate propicia efeitos positivos na manutencéao a
salde e sdo capazes de modular a fisiologia do organismo, promovendo a¢fes neuroprotetoras
(CITTADINI etal., 2019; COLPO et al., 2016), atuando na reducdo da inflamacao e do estresse
oxidativo (PETRILLI et al., 2016), na diminuig&o de perfil lipidico (BRACESCO, et al., 2019).
Para manter e melhorar sua disponibilidade pode ser empregado processos de
microencapsulamento, uma tecnologia que vem crescendo e devido a capacidade de contornar
problemas relacionados a estabilidade dos compostos bioativos e ao desempenho de sua
atividade antioxidante (AUGUSTIN e HEMAR, 2008; DE VOS et al., 2010). Um requisito
importante neste processo € a eficiéncia do encapsulamento, que esta diretamente relacionada
ao ndcleo e ao material da parede escolhidos. E essencial escolher um sistema que considere a

afinidade entre os ativos e a parede, bem como a finalidade e o mecanismo de libera¢éo (DE



VOS et al., 2010). A liberacdo controlada do material encapsulado pode ocorrer em funcdo de
diferentes condic¢bes, como pH, temperatura e umidade, sendo capaz de ocorrer de forma
gradativa ou instantanea (WANG et al., 2007). Assim, vém sendo utilizado em processos de
microencapsulacdo materiais de parede como a maltodextrina, por produzir microcapsulas mais
estaveis, permitir uma maior protecdo aos agentes encapsulados contra a oxidagdo e também
por apresentar propriedades fisico-quimicas desejaveis, como por exemplo, a alta solubilidade
em agua, baixa viscosidade, e producéo de solugdes incolores (GHARSALLAOUI et al., 2007;
ELNAGGAR et al., 2010).

Embora a erva-mate possua beneficios a salde, ha relatos da presenca de altos niveis de
metais pesados em extratos obtidos a partir de infuséo de suas folhas (BORTOLI et al., 2018).
Isto deve-se ao fato de a erva-mate crescer naturalmente em solos com pH acido, o que promove
um aumento da biodisponibilidade de ions, que sdo facilmente solubilizados na forma de sais
basicos, como é o caso do ferro (Fe) (GAIAD et al., 2006).

O Fe esta presente em grande quantidade na erva-mate, sendo um componente vital da
hemoglobina e participando da producéo e liberacdo de energia no corpo. E fundamental para
a homeostase celular, importante para o metabolismo energético, sintese de DNA e
indispensavel para o transporte de oxigénio (LUNDBLAD e DAVIES, 2016). Porém, quando
em excesso € depositado em tecidos por todo o corpo, podendo ocorrer sintomas e complicaces
caso acumule nos 6rgaos enddcrinos (especialmente o pancreas, as gbnadas e a hipdfise), no
figado e no coracdo (KAUR et al 2003). No cérebro, a principal forma de armazenamento de
ferro € na forma orgénica, sendo leve e ndo- reativa a L-ferritina, onde estabiliza o complexo
oxidante ferro-catalisado, promovendo um armazenamento duradouro de (BEARD, 2001).

Para reverter este efeito cumulativo do Fe, a Organizacdo Mundial da Saude recomenda
0 uso da Deferoxamina (DFX), comumente empregada para o tratamento de varias doencas
hematoldgicas. A DFX tem um bom perfil de seguranca e € um potente quelante de ferro, onde
tem sido estudado em eventos cardiovasculares (HURN et al., 1995) e na sepse (RITTER et al.,
2004). Ha indicativos que a DFX diminui o dano oxidativo e a mortalidade apos a indugéo de
sepse (RITTER et al., 2004), podendo prevenir ou até mesmo reverter os efeitos da producao
de radicais livres (VULCANO et al., 2000). Segundo Halliwell e Gutteride (2010), os
antioxidantes ndo enzimaticos também fazem parte do complexo antioxidante de manutencao
do estado redox, como a deferoxamina.

Boaventura et al. (2015) mostram uma melhora nos sistemas antioxidantes de defesa e
peroxidacdo lipidica em individuos saudaveis que ingeriram 200 mL de infusdo de cha mate

concentrada em jejum. Amostras de sangue destes individuos apresentaram aumento
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significativo das enzimas antioxidantes catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase
e de glutationa reduzida e melhora na capacidade antioxidante sérica sem promover efeitos pro-
oxidantes. Pereira et al., (2017) obtiveram resultado semelhante ao tratar ratos Wistar fémeas
na perimenopausa com 20 mg de cha mate/dia. Foi obtida uma reducao no estresse oxidativo,
ocasionado pela ativacdo de enzimas antioxidantes como superoxido dismutase e glutationa
peroxidase e reducdo de malondialdeido, ou seja, nos niveis de peroxidacéo lipidica.

O uso de organismos modelos é uma ferramenta que permite avaliar o efeito do consumo
de substancias com potencial antioxidante, como o extrato de erva-mate microencapsulado,
sobre pardmetros comportamentais e bioquimicos. O Danio rerio, conhecido popularmente por
peixe-zebra ou zebrafish, tem grande potencial de uso como organismo modelo, devido a sua
rapida capacidade reprodutiva, seu genoma sequenciado e seus processos definidos de
desenvolvimento (SUN et al., 2015).

Neste estudo foi determinado o potencial neuroprotetor do consumo do extrato
microencapsulado de erva-mate em zebrafish, avaliando conjuntamente uma possivel
influéncia do Ferro (Fe) presente na erva-mate, sobre o status do sistema antioxidante
enzimatico, por meio da determinacdo da atividade da Superdxido dismutase (SOD) e Catalase
(CAT), e da Peroxidacdo Lipidica através de TBARS e FOX. Adicionalmente, avaliou-se o
efeito do consumo do extrato microencapsulado de erva-mate associado a Deferoxamina (DFX)
e seu papel para prevenir ou estimular o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, e 0s

efeitos benéficos da suplementacdo na erva-mate.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar o potencial antioxidante do extrato microencapsulado de erva-mate, o
efeito do Fe, e os beneficios da suplementacdo da erva-mate com Deferoxamina
(DFX) usando como modelo experimental o Zebrafish;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito da exposicdo aguda ao extrato microencapsulado de erva-mate
sobre o status do sistema antioxidante enzimatico e peroxidacdo lipidica em
Zebrafish (Danio rerio);

e Avaliar o efeito da exposicdo aguda ao extrato microencapsulado de erva-mate
associado ao Fe sobre o status do sistema antioxidante enzimatico e peroxidacao
lipidica em Zebrafish;

e Auvaliar o efeito da exposicdo aguda ao extrato microencapsulado de erva-mate
associado ao Fe mais DFX sobre o status do sistema antioxidante enzimatico e
peroxidacao lipidica em Zebrafish;

e Avaliar o efeito da exposicdo aguda ao extrato microencapsulado de erva-mate
associado a DFX sobre o status do sistema antioxidante enzimético e

peroxidacdo lipidica em Zebrafish.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 ERVA-MATE

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, € uma planta de
espécie nativa da América do Sul pertencente a familia das Aquifoliaceae, sendo principalmente
cultivada no Uruguai, Argentina, Paraguai e Brasil. As folhas e talos, uma vez processados, sao
utilizados na preparacdo de chas e bebidas, que podem ser consumidos como uma infusao
preparada com agua fria ou quente, chamada de "mate" no Uruguai e na Argentina, "tereré" no
Paraguai e "chimarrdo" no Brasil (Figura 1). O consumo nesses paises tem uma conotacdo
cultural, sendo uma tradicdo adquirida das populacfes nativas locais. Os consumidores podem
beber de 1 a 2 L da infusdo por dia, fomentando a sua cadeia produtiva (DARTORA et al.,

2011; DELADINO et al., 2008; DELADINO et al., 2013; HECK e DE MEJIA, 2007).

Figura 1: Frutos (A), Folhas (B) e forma de consumo (C) de erva-mate (llex paraguariensis).

O cultivo da erva-mate pode ser por meio do sistema de producdo extrativista, em que
é colhida de plantas provenientes exclusivamente da regeneracdo natural conduzidas sob a
sombra de espécies arbdreas nativas (erva-mate nativa) ou de plantios monoespecificos e

equianeos com espacamento definido e a pleno sol (erva-mate plantada). Na maior parte dos
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casos, ocorrem, situacfes intermediarias com ervais nativos adensados ou entdo plantios com
espécies arboreas nativas ou exoticas plantadas no intuito de proporcionar sombra para a cultura
(EMBRAPA, 2014). O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) reconhece essa
diferenca de acordo com a origem da producdo; os dados sobre a erva-mate nativa séo
publicados no documento Producdo do Extrativismo Vegetal e da Silvicultura (PEVS) e o0s
dados sobre a erva-mate plantada séo publicados no documento Producgédo Agricola Municipal
(PAM).

De acordo com dados publicados pela PAM em 2018, no Brasil a area plantada ou
destinada a colheita de erva-mate em 2017 foi de 75.810 hectares, com producao de 619.003
toneladas e, valor de producdo de R$ 501.633,00, conforme demonstrado na Figura 2 (IBGE,
2018).

700.000
600.000
500.000
400.000
300.000
200.000
100.000

0
Area destinada a colheita Quantidade Produzida Valor da Produgdo (RS)
(hectares) (KG)

Figura 2: Dados da Producdo Agricola Municipal (PAM) 2017 de erva-mate plantada.
Fonte: IBGE, (2018).

A erva-mate ndo é consumida como um produto bruto, sendo necessario processamento
antes de chegar ao consumidor. A sua produgéo industrial pode ocorrer de diferentes maneiras,
mas de forma geral o processamento consiste nas etapas de colheita, torrefacdo/branqueamento
ou sapeco, secagem, moagem, envelhecimento e embalagem. Apoés a colheita (mecanizada ou
manual) a erva-mate é exposta diretamente ao fogo a temperatura entre 250 e 550°C durante
um periodo que pode variar de 20 segundos a 8 minutos, com varia¢fes de acordo com 0 pais
em que a mesma € processada. Na sequéncia as folhas sdo expostas a uma corrente de ar quente
para reducdo da umidade, sendo que, existem diferentes maneiras de se efetuar essa etapa de

secagem, podendo durar de 3 a 18 horas. Em seguida é feita a trituracdo e a erva. Em paises
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como Argentina e Uruguai, o produto é submetida ao envelhecimento, que também apresenta
variacdes, podendo ser natural (condi¢Bes naturais de temperatura e umidade por cerca de 9 a
12 meses) ou forcado (armazenado sob condi¢des controladas de temperatura, umidade e
circulacdo de ar, pelo periodo de 30 a 60 dias). Normalmente, para o0 mercado brasileiro, durante
0 beneficiamento para chimarrdo, a erva-mate é embalada e comercializada de imediato,
garantindo assim uma caracteristica apreciada pela maioria do mercado consumidor, a
coloracéo verde. Por fim, a erva é misturada e embalada (JUNIOR; MORAND, 2016; HECK;
DE MEJIA, 2007; ISOLABELLA et al., 2010; POLIDORO et al., 2016; EMBRAPA, 2014).
No processamento industrial da erva-mate podem ocorrer algumas mudangas no perfil e
concentracdo de compostos bioativos, modificando suas atividades farmacoldgicas (LOPEZ et
al., 2006). Isobella et al. (2010), demonstraram que a erva-mate apds as etapas de
processamento (Sapeco, secagem e envelhecimento) possui maior teor de principios ativos,
quando comparado a folhas verdes. A composicdo da erva-mate pode variar ndo s6 com as
diferengas no processamento, mas também com a qualidade da matéria prima e as condi¢des a
qual a planta foi cultivada (CARDOZO et al., 2007). Segundo Streit et al. (2007) a exposicao

da planta a luz solar excessiva pode levar a um aumento no nivel de polifendis.
3.2 MICROENCAPSUSLAMENTO

As substancias bioativas sdo intensamente variaveis e podem ser danificadas por varios
fatores prejudicando a sua funcionalidade no organismo. Nesse caso, micro e nanotecnologias,
como a microencapsulacdo, podem ser técnicas promissoras, vindo para agregar na protecéo de
compostos como as enzimas, células, medicamentos, cosméticos, extratos e ingredientes
alimentares (BOTELHO et al., 2016).

O microencapsulamento pode proteger compostos, tendo como principal intuito reduzir
perdas, proteger o material encapsulado, controlar o tipo de liberacao, encobrir odor e/ou sabor
do composto de interesse, a fim de melhorar a sua processabilidade (FANG et al., 2010; LAINE
et al., 2008). Os fitoquimicos tidos como bioativos, a exemplo dos compostos fendlicos, podem
ser protegidos por diferentes materiais de parede empregados no processo de encapsulagao.

Conforme descrito por Risch e Reineccius (1995), uma das primeiras aplicacdes na
industria alimenticia foi 0 encapsulamento de aromatizantes por spray dryer, na década de 30.
Desde entdo a tecnologia de encapsulacdo tem sido utilizada e, em decorréncia das inimeras
atribuicBes benéficas, segue em rapida expansdo. Em consequéncia disso o uso dos

componentes encapsulados pode trazer beneficios a satde dos consumidores (AUGUSTIN e



15

HEMAR, 2008; DESAI e JIN PARK, 2005; FANG; BHANDARI, 2010) e, propriedades
adicionais a ingredientes e embalagens de alimentos.

De acordo com Kwak (2014) a microencapsulacdo é a tecnologia na qual os materiais
de nucleo enriquecido com compostos de interesse sao embalados em materiais de parede para
formar um sistema de protecdo. Esta tecnologia pode ser aplicavel para materiais sélidos,
liquidos ou gasosos. Os materiais, encapsulados ou ndo, com tamanho superior a 5000 pm séo
denominadas macro, entre 0,2 a 5000 um micro, e menores que 100 nm, materiais nanométricos
(AUGUSTIN e HEMAR, 2008; SILVA et al., 2014; TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Quanto a sua morfologia, os encapsulados sdo constituidos por duas partes, chamadas
de nacleo e parede, sendo que o nucleo consiste no material de interesse que se deseja
encapsular e a parede confere a sua protecdo ao ambiente externo, através da reducdo da taxa
de evaporacdo e de transferéncia de material do nicleo para 0 meio circundante. Uma grande
variedade de materiais de revestimento pode ser utilizada nas formulages, e estes materiais séo
classificados em quatro categorias: polimeros soltveis em agua, polimeros insolUveis em agua,
material ndo polimérico solivel em agua e material ndo polimérico insollvel em &dgua (FANG
e BHANDARI, 2010).

No encapsulamento para aplicagdes em alimentos, de modo geral, utilizam-se proteinas,
carboidratos, gorduras, surfactantes de baixo peso molecular e co-polimeros. A estrutura
molecular destes materiais e como eles podem ser montados em microestruturas fisicas
demonstra sua utilidade como encapsulantes relacionando-se a suas propriedades
emulsionantes, sua viscosidade e formacéo de redes de gel (AUGUSTIN e HEMAR, 2008). Os
carboidratos (amido, amidos modificados e gomas) sdo 0s materiais mais utilizados para a
encapsulacdo em decorréncia de sua aptiddo em uma gama de compostos, além de sua
diversidade e em alguns casos, baixo custo (RUTZ et al., 2013).

A maltodextrina ou amidos hidrolisados sdo amplamente utilizados na
microencapsulacdo por spray drying de ingredientes alimenticios, onde estes carboidratos séo
formados pela hidrolise parcial, por agdo de &cidos ou enzimas, do amido de milho e encontram-
se disponiveis em diferentes dextroses equivalentes (DE), na qual indicam o nivel de hidrdlise
do polimero de amido (GHARSALLAOUI et al., 2007). Maltodextrina tem uma grande
utilizacdo como material de parede devido a fatores como o baixo custo, auxilio na secagem de
alimentos dificeis de desidratar, como sumos de frutos, baixa higroscopicidade, e por possuirem
propriedades antioxidantes e de retencdo de compostos volateis (SOUZA et al., 2015). Sendo
assim, é desejavel a aplicacdo de maltodextrina como material de parede e com o objetivo de

obter uma microencapsulacdo por spray drying eficaz, uma boa protecdo contra a oxidacéo,
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com alta retencdo do material ativo e alta eficiéncia de encapsulacdo a baixo custo (JAFARI et
al., 2008).

Mais uma vantagem desta tecnologia de microencapsulamento é a capacidade de
camuflar possiveis odores e sabores desagradaveis na estruturacdo de novos produtos, o
encapsulante se torna eficiente em reduzir as interag@es entre o nucleo e fatores externos, tendo
uma diminuig&o tanto nas rea¢fes que possam vir a causar em perdas no aroma e sabor, quanto
reduzir prejuizos em valores nutricionais dos alimentos (BORGOGNA et al., 2010).

O emprego desta técnica foi ampliado e estudos como o de Deladino et al. (2008)
concluiram que a encapsulacdo permitiu adaptar a liberacdo de antioxidantes naturais de erva-

mate.
3.3 ORGANISMO MODELO

O Danio rerio conhecido popularmente como zebrafish e/ou paulistinha é um pequeno
peixe teledsteo de dgua doce medindo em torno de trés a quatro centimetros, pertencente a
familia Cyprinidae (Figura 3) (SPENCE et al., 2008). O zebrafish pode ser considerado um
interposto entre os seres humanos, por exemplo, tornando-se oportuno para a pesquisa nas areas
da genética, farmacologia e na toxicologia (MAXIMINO et al, 2011, GRUNWALD e EISEN,
2002).

- - ‘_~,
Figura 3: Organismo modelo usado no presente estudo: Danio rerio.

Além da alta semelhanca do genoma com a espécie humana, que compreende entre 70
a 80%, essa espécie ainda possui inimeros sistemas de neurotransmissores semelhantes aos dos
mamiferos (HOWE et al., 2013). Este teledsteo possui grande sensibilidade quando exposto a
ensaios toxicologicos, podendo demonstrar, por exemplo, alteragdo em seu comportamento

guando expostos a determinado toxicante, desde o inicio da vida até a idade adulta (KALUEFF
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et al., 2016). Apesar de ser um modelo relativamente novo, o aumento de metodologias
desenvolvidas ou adaptadas ao zebrafish podem impulsionar ainda mais o seu uso (REOLON
etal., 2017).

Um grande interesse na pesquisa com o zebrafish € 0 seu uso para determinagdo das
mutacdes e identificagdo de genes funcionalmente importantes. Por isso, uma das suas
principais vantagens apoia-se no fato de seu genoma haver sido inteiramente sequenciado e de
possuir homologos em mamiferos (BRIGGS, 2002).

Seus hébitos sdo especialmente diurnos, no qual durante o periodo da manha mostram
seus maiores niveis de atividade, estes animais dormem com frequéncia, embora ndo tdo
somente durante a noite e este claro processo circadiano de atividade, € responsavel por
administrar tanto seus processos fisiologicos, bioguimicos, como comportamentais
(DAMMSKI et al., 2011).

Pesquisas com zebrafish mostraram que 0s contaminantes presentes na agua podem
atrapalhar o sistema antioxidante, aumentando a suscetibilidade ao dano oxidativo (SACHETT
et al. 2018; VALADAS et al. 2019). Estudos demonstraram que o ferro presente na agua pode
ser absorvido pelo peixe via branquias, pele ou alimentacdo (ROEDER e ROEDER, 1966;
ANDERSEN, 1997). Também, esse teledsteo oferece um excelente sistema para a analise de
genes envolvidos no metabolismo do ferro (FRAENKEL, 2005). Seus principais componentes
com homologia em humanos j& foram descritos, como o Transportador bivalente de Metal 1,
(DMT1), (DONOVAN, et al. 2002), o Receptor de Transferrina (TfR), (WINGERT, et al.
2004), Ferroportina (Fpnl), (DONAVAN et al, 2000), também conhecida como IREG1
(MCKIE etal., 2000) e MTP1 (ABBOUD e HAILE, 2000). Estas e outras caracteristicas tornam
a analise da metabolizacdo do ferro possivel neste modelo animal.

34 FERRO

O ferro (Fe) é um elemento necessario para o equilibrio do organismo, ja que participa
de maltiplos processos metabolicos como cofator para inUmeras enzimas, no transporte de
oxigénio, na sintese de DNA e em rea¢des quimicas de oxidag¢do-reducdo (DOMINGOS, 2007).
Este metal tem sido descrito como um elemento importante na patogénese dos mecanismos da
neurodegeneracdo, sendo um dos metais mais abundantes na terra e essencial para todos os
organismos (BURY, 2003). O entendimento do seu metabolismo e das disfuncdes relacionadas
ao estresse oxidativo e fundamental para desvendar a fisiopatologia de doencas
neurodegenerativas, como Doenca de Parkinson (DP) e Doenca de Alzheimer (DA), cada vez
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mais prevalentes no nosso meio devido ao aumento da expectativa de vida (FERNANDEZ et
al., 2007). Em estudos prévios do grupo de pesquisa, foi determinado um elevado teor de ferro,
em uma concentracao de 22,05 mg/L, em extratos aquosos de erva-mate obtidos a temperatura
de 85°C (BORTOLLLI, et al., 2018).

A sua absorc¢do pode ser apontada com base em dois tipos de ferro: ferro heme e ferro
ndo heme. A ingestdo do ferro heme, que constitui a menor porcéo de ferro alimentar, ocorre
principalmente através de fontes animais que sao provenientes de por¢des heme das hemacias
do sangue desses animais. O ferro ndo heme, é adquirido a partir das fontes vegetais e animais,
onde é a maior parcela de ferro alimentar (SANTQOS, 2010).

A absorcao de ferro acontece em duas etapas: inicialmente, a absorcdo dos ions de ferro?*
do lumen intestinal para a mucosa intestinal, e posterior transferéncia para o plasma onde se
liga a transferrina, para ser transportado para os locais de armazenamento (LIMA, et al., 2001).
Os fons ferro®*, ou seja, no estado trivalente, provenientes dos vegetais e cereais, necessitam
serem convertidos em ferro?* pela acdo do citocromo B duodenal (Dcytb), logo apds esta
conversdo, estes sdo absorvidos pela acdo do transportador de metal bivalente-1 (DMT-1).
Também, o ferro heme é absorvido pela proteina condutora do heme-1 (HCP1), que esta

localizada na membrana apical das células do duodeno (Figura 4) (GROTTO, 2008).
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Figura 4: Metabolismo do Ferro em humanos.
Fonte: Grotto, 2008.



19

Segundo Falangola et al (2007), existe duas vezes mais ferro na neurdpila de pacientes
com Doenca de Alzheimer do que em pacientes que ndo possuem deméncia. A Ferritina
aumenta com a idade, sendo seu acumulo considerado fator de risco para DA (QUINTANA
2006). Sabe-se que o peptideo Beta-amiloide (AP) tem sitios de ligagdo com ions metais ¢ que
a interacdo entre AP ¢ ferro ¢ um dos elementos causadores pela agregacgio e deposito do AP
(FALANGOLA et al., 2005; HUANG et al., 2004).

Quando ocorre a escassez de ferro pela perda crénica de sangue, devido em especial a
auséncia progressiva dos estoques de ferritina e hemossiderina, a eritropoiese estimulada,
reduzida ingestdo dietética de ferro, a inibi¢do da absorcdo intestinal e a inibi¢do da liberacéo
do ferro da mesma forma, contribuem para a esta deficiéncia (HORL, 2008).

Por outro lado, o excesso de ferro predispde a uma deposi¢do nociva, e em sua forma
aguda pode haver acidose, insuficiéncia hepatica e choque (BRAGA et al, 2006). Doencas como
a Hemocromatose Heriditéaria, identificada por distirbio do metabolismo do ferro (COUTO,
2007), onde h& uma mutacdo nas proteinas HfE (Hemocromatose cléssica tipo 1), Fpnl
(Hemocromatose tipo IV, também conhecida como doenca da ferroportina), dentre outras,
ocasiona acumulo de ferro no figado e outros tecidos como coracdo, glandula pituitaria e
cérebro (FERNANDEZ et al., 2007). Estudos demonstraram que a absor¢éo de ferro a partir do
intestino delgado desses pacientes é altamente elevada (POWELL et al., 1970).

Zhang et al. (2005) evidenciaram o papel neuroprotetor de um quelante de Fe em um tipo
de degeneracdo nigral induzido por inibidor de proteossomo, onde ocorreu uma menor perda
de neurdnios dopaminérgicos e diminuiu a presenga de a-sinucleina em corpos de Lewy. A
deferoxamina (DFX) é um &cido tri-hidroxamico, usado como agente quelante hexadentado em
intoxicagOes por metais, sendo um deles o ferro (BOSQUE et al., 1995).

A DFX quela o ferro, incluindo completamente a superficie do Fe®*, estruturando um
complexo estavel (com blindagem completa do metal), onde impede a reacdo entre
biomoléculas e o0 metal, o qual iria proporcionar a formacao de radicais livres. A quelagdo com
o Acido etileno diamina tetra-acético (EDTA) recobre apenas parcialmente a superficie do Fe**
levando a formacdo de um complexo aberto (blindagem incompleta) que proporciona a
realizacdo de determinadas reac6es (Figura 5) (FLORA e PACHAURI, 2010).
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Segundo Alves et al. (2019), a deferoxamina foi eficaz na redugdo da toxicidade de
metais, quando adicionada ao grupo exposto com aluminio e ferro, os resultados obtidos foram

semelhantes aos atingidos no grupo controle, em especial ao grupo pré-tratado com DFX.
Fonte: Flora e Pachauri, 2010.

]f Interacio biomolécula-metal J
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Figura 5: Formagéo de dois complexos entre o0 metal (M) e o agente quelante (C). Na estrutura A ocorre
a formacdo de um complexo estavel onde impede a interagdo com biomoléculas (B). Na estrutura B ocorre

uma formag&o de um complexo que permite reacfes com as biomoléculas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Nota ética

Os procedimentos experimentais com o organismo modelo Zebrafish tém parecer
favoravel da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Federal do Rio Grande do Sul
(CEUA/IFRS) conforme protocolo n® 7849300320 (ANEXO).

4.2 Obtencéo do extrato de erva-mate

A erva-mate escolhida para este trabalho € originada de uma empresa da regido norte do
estado do Rio Grande do Sul. Seu processo de industrializacdo passa por etapas que sao
descritas segundo Bendlin (2003):

e Colheita: manual ou mecanizada;

e Sapeco: onde a erva-mate disposta na parte superior e recebe as chamas pela base,
a erva-mate circula pelo cilindro até a parte inferior, por onde sai sapecada;

e Secagem: desidratacdo por corrente de ar quente;

e Moagem: realizada por um equipamento chamado de soque (moagem pelo pilao);

e Beneficiamento: realizado visando adequar o produto aos padres de mercado, a
erva passa por peneiras, ventiladores, filtros e coletores de pd, com a finalidade
de separar a erva cancheada em po, folhas, talos e paus. Apds, as fraces sdo
misturadas na proporcdo correta de acordo com o tipo comercial e por fim

embalada.

Para obtencdo do extrato liquido, foi utilizada uma proporcao de erva-mate beneficiada
tipo chimarrdo e agua de 1:3 (p/v), e mantida em decocc¢do durante 30 minutos a temperatura
de 85 °C, (adaptado de Burgardt, 2000). Logo ap6s foi filtrada através de papel de filtro a
temperatura ambiente e transferida para tubos falcon protegidos por papel aluminio para evitar

a passagem da luz.
4.3 Microencapsulamento (Secagem em spray-dryer)

As diferentes solugdes (extrato liquido + agente encapsulante) foram submetidas a
secagem em spray dryer para obtencdo das diferentes microcdpsulas de erva-mate. As
condicBes operacionais de secagem foram temperatura do ar de entrada 185 °C e de saida 83

°C, com pressdo do ar de 4,5 bar, fluxo do ar de secagem com 5,5 m¥h e vazdo maxima de
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alimentacdo de 200 g/minuto. As solugdes foram mantidas a 40 °C durante a alimentacdo sob

agitacéo.
4.4 Procedimentos do Danio rerio

Neste trabalho foram utilizados 180 peixes adultos (150-180 dias) de ambos 0s sexos
(50/50) do tipo selvagem de zebrafish (Danio rerio). Os mesmos foram aclimatados em
aquarios de 50 L antes de serem expostos, mantidos sob fotoperiodo natural (14 horas de luz/10
horas escuro). A densidade foi de aproximadamente 2 peixes/L. A temperatura da agua foi
mantida entre 26 e 28°C; pH proximo a 7,0; oxigénio dissolvido em 6,5 £ 0,4 mg/L e aménia
total de <0,01 mg/L. A alimentacdo foi controlada, onde os peixes receberam racéo indicada
para a espécie duas vezes ao dia, as 8:00 horas e as 17:30 horas até a saciedade, no horério da

alimentacéo pela parte da manhd, eram realizadas as exposi¢6es aos tratamentos.
45 Tratamento Agudo

Os peixes foram expostos durante sete dias a nove diferentes tratamentos (Figura 7),
cada tratamento tinha um namero de 20, totalizando 180 peixes. A exposicdo aos tratamentos
foi realizada na parte da manha a cada 24 horas. Os peixes foram distribuidos nos seguintes
grupos: grupo A (somente agua), grupo B (contendo Maltodextrina), grupo C (Ferro), Grupo D
(Ferro e erva-mate), Grupo E ( Ferro, erva-mate e Deferoxamina), grupo F (Ferro e
Deferoxamina), grupo G (somente Deferoxamina), grupo H ( Deferoxamina e erva- mate) e o

grupo | (contendo somente erva-mate).
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n= 180 peixes
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Figura 6: Exposicdo aguda do organismo modelo Zebrafish aos diferentes tratamentos.

4.6 ANALISE ENZIMATICA
4.6.1 Preparo do extrato

Ap0s o término do tratamento, os peixes foram anestesiados em banho de gelo, em
seguida, eutanasiados em nitrogénio liquido por 30 segundos. Logo apds, foram dissecados,
retirando-se o cérebro e armazenado o corpo, o0s quais foram utilizados para o preparo do
extrato. Um pool de quatro cérebros de peixes foi homogeneizado em 1mL de Tampdo Tris
HCI (50 mM e pH 7,4) para as analises de CAT, SOD e TBARS. Apos foram centrifugados a
7000 rpm (rotagdes por minuto) por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi retirado e armazenado a
-80°C para posteriores analises. Ja para a analise de FOX, 0,1 gramas de corpo triturado foi
homogeneizado em 2000 pL de alcool metilico (1:20) e centrifugada a 1000 g por 10 minutos
a 4°C.

3.6.2 Atividade da Catalase (CAT)

A enzima catalase catalisa a decomposi¢do do perdxido de hidrogénio nos produtos agua
e oxigénio. Sua concentracdo é avaliada pela determinagéo espectrofotométrica da velocidade
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de decomposicdo do peroxido de hidrogénio (0,3 M) adicionado a amostra. Tal velocidade é
diretamente proporcional a atividade enzimética, a qual obedece a uma cinética de pseudo
primeira ordem. A atividade da enzima CAT foi determinada seguindo o protocolo de

HODGES (1997). Os resultados foram expressos em unidades de U/mg de proteina/min.
4.6.3 Anélise da peroxidacao lipidica (TBARS)

A andlise de peroxidacdo lipidica foi realizada conforme o método descrito por Wills

(1987). Os resultados obtidos foram expressos em nmoles por mg de proteina.
4.6.4 Andlise Superoxido Dismutase (SOD)

A determinacdo da enzima SOD baseia-se na inibicdo da reacdo do radical superoxido
com aadrenalina. A SOD presente na amostra estudada compete pelo radical superoxido através
do sistema de deteccdo de acordo com Mc CORD e FRIDOVICE, 1969 e FRIDOVICH, 1974.

Os resultados obtidos foram expressos em pmol/min/mg de proteina.
4.6.5 Andlise da peroxidacao pelo FOX

A analise da peroxidagdo através da técnica de FOX foi baseada na oxidagio do Fe*?
por lipoperéxido em um pH &cido na presenca de um corante, o laranja de xilenol. Dessa forma,
a reacdo do perdxido de hidrogénio com Fe*2em pH acido na presenca de laranja de xilenol
induz a formag&o de um complexo, o Fe*laranja de xilenol. Em solugéo écida, o corante mostra
somente um pico a 560 nm e a absorbancia cresce linearmente com o aumento da concentragao
do corante. A analise avalia, portanto, a concentracdo de hidroperoxido lipidico na amostra

segundo (JIANG et.al.; 1991). O resultado foi expresso em nmoles por mg de proteina.
4.6.6 Analises estatisticas

Os dados obtidos, foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) de uma via (one-
way) complementada pelo teste pos hoc Tukey. Paratal, utilizou-se o software Graphpad Prism

7.0, na significancia de p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 ANALISES EM ZEBRAFISH
5.1.1 Atividade da Catalase (CAT)

Os resultados demonstram que o uso de Fe+DFX apresentou melhor resultado para a
atividade da enzima CAT ao se comparar com o0s demais tratamentos testados. Os demais
tratamentos, inclusive a testemunha ndo apresentou diferencas estatisticas ao se comparar todos

entre si (Figura 8).
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Figura 7: Atividade da enzima CAT (U/mg de proteina/minuto) em cérebro de Zebrafish ap6s

exposicao cronica ao extrato microencapsulado de erva-mate, Fe e DFX.
5.1.2 Andlise Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade da enzima SOD (Figura 9) foi aumentada em 59% no grupo C (Fe), 106,5%
no grupo D (Fe + erva) e 91% no grupo H (DFX + Erva) ao se comparar esses grupos com o
controle em que se usou somente agua (grupo A). O Grupo C exposto ao Fe, teve um aumento
na atividade da enzima de 55% em relagéo ao grupo E (Fe + Erva + DFX), 47% ao grupo F (Fe
+ DFX), 20,4% ao grupo de exposicdo G (DFX) e 28% ao | (Somente Erva). Os grupos D (Fe
+ Erva) e G (DFX + Erva) apresentaram uma inibig&o na atividade da enzima SOD de 30 e
39%, respectivamente, quando comparados ao grupo C (Fe). Ainda, os grupos D (Fe + Erva) e
H (DFX + Erva) tiveram um aumento significativo sobre a atividade da enzima quando

comparado com todos os demais grupos. Para o grupo D (Fe + Erva) houve um aumento da
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atividade de 55% em relacdo do grupo B (Controle Malto), 65% grupo E (Fe + Erva + DFX),
59% grupo F (Fe + DFX), 39% grupo G (DFX), e 44,5% em relagéo ao grupo | (Erva). Enquanto
que o grupo H (DFX + Erva) apresentou uma ativacdo da SOD correspondente a 58% em
relacdo ao grupo B (Controle Malto), 68% ao grupo E (Fe + Erva + DFX), 62% ao grupo F (Fe
+ DFX), 43% ao grupo G (DFX), e 48% em relagdo ao grupo | (Somente Erva),

respectivamente.
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Figura 8: Atividade da enzima SOD (umol/min de proteina) em cérebro de Zebrafish, apds

exposicao cronica ao extrato microencapsulado de erva-mate, Fe e DFX.
5.1.3 Andlises de peroxidacao lipidica (TBARS)

Os niveis de peroxidacdo lipidica em cérebro de Zebrafish na exposi¢cdo aguda (Figura
10, A) foram reduzidos nos diferentes grupos de exposi¢do, como segue 15% C (Fe), 47% D
(Fe + Erva), 59% E (Fe + Erva +DFX), 73,5% F (Fe + DFX), 52% G (DFX), 62% H (DFX +
Erva) e 59% | (somente Erva), quando comparados ao grupo A (Controle, somente agua). A
peroxidacado lipidica de corpo (Figura 10, B) foi aumentada no grupo D (Fe + Erva) quando
comparado ao grupo controle (A) de 50%, grupo B (Controle Malto) de 62%, grupo C (Fe) de
61%, grupo E (Fe + Erva + DFX) de 59%, grupo F (Fe + DFX) de 42,5%, grupo G (DFX) de
36%, e grupo H (DFX + Erva) de 58%, respectivamente.
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Figura 9: Analise do nivel de peroxidacéo lipidica (nmol de MDA/mg de Proteina) em cérebro

(A) e corpo (B) de Zebrafish em exposicéo cronica ao extrato microencapsulado de erva-mate,

Fe e DFX.
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5.1.4 Andlise da peroxidacao pelo FOX (oxidacéo do ferro por xilenol laranja)

Nas analises utilizando a técnica de FOX para determinacdo da lipoperoxidacdo em
corpo de Zebrafish (Figura 11), ndo foram observadas alteracdes significativas entre os

diferentes grupos de exposicéo.
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Figura 10: Atividade da peroxidacao pelo FOX (oxidacdo do ferro por xilenol laranja) (CHP/g
peso Umido) em corpo de Zebrafish ap6s exposi¢do crdnica ao extrato microencapsulado de

erva-mate, Fe e DFX.



29

6 DISCUSSAO

Os niveis elevados de EROs promovem danos a diversas moléculas, dentre as quais o
DNA, proteinas, carboidratos e lipidios, desencadeando alteracGes fisiologicas que acometem
0 organismo Vivo, estando associadas ao envelhecimento precoce e ao desenvolvimento de
doencas cronicas (COMINETTI et al, 2011), como as doencas neurodegenerativas (Parkinson,
Alzheimer e Huntington), cardiovasculares e até mesmo alguns tipos de cancer (LOPEZ-
ALARCON e DENICOLA 2013).

O desequilibrio de EROs nas células é resultante da geracdo exagerada de radicais ou
quebra da velocidade de remogdo destes, conduzindo, assim, a oxidacéo de biomoléculas com
decorrente perda de suas acdes bioldgicas e/ou instabilidade homeostatico, cuja manifestacao
se da a partir do dano oxidativo contra as células e tecidos (BARBOSA et al, 2010). Sabe-se
que a linha de defesa antioxidante do organismo conta com o sistema nao-enzimatico, onde
estédo envolvidos compostos antioxidantes encontrados na alimentacéo e/ou suplementacao, e
com o sistema antioxidante enzimatico, onde atuam enzimas antioxidantes para a catalise de
compostos prejudiciais para o organismo em compostos inertes (HERCBERG et. al, 2004).

Na atividade da enzima Catalase o grupo tratado com Ferro + DFX foi modulado
positivamente. Esta ativacdo pode estar relacionada a excessos de metais que podem alterar a
atividade da CAT, devido a alteracGes conformacionais na estrutura da enzima dependendo das
concentracdes de determinadas moléculas no meio de reacdo (SILVA, 2007). Neste contexto,
a ativacdo da CAT impediu maiores danos causados pelo excesso da EROs nas membranas,
pois quando se analisa 0 mesmo grupo quanto a peroxidacdo lipidica ndo se observa alteracdes
em relagéo ao controle.

A atividade da enzima superdxido dismutase foi modulada positivamente nos grupos
tratados com Fe (C), Fe + Erva (D) e DFX + Erva (H). Isto indica que a suplementacao da erva-
mate com Ferro e Deferoxamina de forma isolada pode ativar a enzima SOD. Observou-se que
a atividade enzimatica nao foi modulada no grupo tratado com erva-mate de forma isolada. A
enzima SOD pertence ao grupo das metaloenzimas, a qual necessita um cofator metalico para
seu bom funcionamento, este cofator em animais pode ser Cobre ou Zinco. Em um estudo de
Bortoli (2017) foram quantificadas as concentraces de metais presentes no extrato aquoso de
erva-mate nas mesmas condicOes do presente estudo, as concentragdes encontradas foram de
2,71 mg/L para Cu, 10,2 mg/L de Al, 0,37 mg/L de Pb e 22,05 mg/L de Fe. Com isso, observou-
se que quando o extrato microencapsulado de erva-mate é adicionado as exposi¢des de forma

isolada, por conta dos outros metais presentes, o0 Cu pode estar menos biodisponivel como
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cofator da enzima SOD. Quando se adiciona DFX ao extrato de erva e até mesmo quando se
adiciona DFX ao grupo de Fe + Erva (D), devido as suas propriedades quelantes para com
outros metais (Al e Fe), pode tornar o Cu mais biodisponivel para as reagdes bioguimicas.

Os niveis de peroxidacao lipidica em cérebro de peixe obtidos pelo método de TBARS
mostram que todos os grupos de exposicdo foram capazes de reduzir a taxa de peroxidacéo
lipidica das membranas, quando comparados ao grupo controle. Isto implica na preservacao da
integridade celular, o que é fundamental para a manutencdo do status saudavel do sistema
nervoso central (SOARES, 2016). Quando se analisa a taxa de peroxidacéo lipidica no corpo
dos animais, observou-se que o grupo tratado com Fe + Erva (D) teve a variavel estudada
incrementada , além da peroxidacdo, este grupo teve a atividade da SOD aumentada, como
supracitado, sugerindo que a linha de defesa enzimatica antioxidante primaria foi ativada para
reverter a situacdo da peroxidacao.

Quanto aos niveis de peroxidacdo lipidica determinados através da técnica de FOX,
percebe-se que nenhum dos grupos de tratamento teve alteracdes estatisticas, 0 que sugere que
0s extratos ndo causaram danos celulares aos organismos (ARAUJO, 2016). Provavelmente
este resultado se deva ao fato de que esta técnica € caracterizada pela percepcdo do processo
inicial de peroxidacdo lipidica. Corroboram com esses resultados os obtidos por Colpo (2017)
que identificou que estratos de erva-mate reduziram a peroxidacdo lipidica e a carbonilagédo de
proteinas, induzidos por uma dieta densa em colesterol. Ainda segundo Citadinni et al. (2019)
esses verificaram que o0s extratos de erva-mate podem ser uma fonte de agentes
quimiopreventivos em patalogias neurodegenerativas relacionadas ao estresse oxidativo.

A ingestdo da erva-mate e os seus beneficios na atividade antioxidante pode ser
explicado pela presenca de compostos bioativos redutores e seus metabolitos no plasma
(SCALBERT et al., 2005). Espera-se que no futuro a erva-mate seja incluida na dieta, seja por
formulacBes alimentares ou farmacologicas, ja que através dela encontram-se quantias
adequadas de antioxidantes que podem contribuir na prevencdo de patologias relacionadas ao
estresse oxidativo (BAEZA et al., 2017; BRACESCO, 2019).

O cenario de epidemioldgia esta sendo caracterizado por um quadro crescente e também
continuo de uma transigdo nutricional, sendo evidenciado por grandes mudancas alimentar e
nos niveis de atividade fisica. No entanto, faz-se necessario a valorizagdo e a utilizagdo de
alimentos que além de nutrir, promovam saude e funcionalidade (POPKIN e KENAN JR.,
2016). O fator saude tem se tornado uma das principais motivacdes e justificativas nas escolhas

alimentares da populacdo mundial, e € nesse contexto que se reconhece a importancia dos
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alimentos funcionas, onde a erva-mate tem se tornado grande destaque pela quantidade de
propriedades antioxidantes (MARTINS et al.; 2016).

Com o aumento de a erva-mate ser usada como uma fonte de alimentacéo, o mercado
mundial consumidor passara por transformacdes, necessitando cada vez mais de avangos
tecnoldgicos para garantir produtos de qualidade, gerando grandes oportunidades para o setor
ervateiro dos paises produtores. Com isso o presente estudo demonstra ser importante na busca
de alternativas para o0 melhoramento do produto erva mate, como a suplementacéo que pode ser

efetuada na mesma.
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7 CONCLUSAO

A suplementagdo do extrato de erva-mate pode ser considerada benéfica para o
organismo modelo usado no presente estudo (Zebrafish), visto que, ndo foi observada
peroxidacdo lipidica, principalmente no grupo tratado com Fe + Erva + DFX (E). Este resultado
foi associado a ativagdo das enzimas antioxidantes nos grupos C, D e H para SOD, e no grupo
F para CAT, concatenados a uma reducdo nos niveis de peroxidacdo lipidica em cérebro,
determinado pela técnica de TBARS, em todos 0s grupos com exce¢do dos grupos controle A
e B, eogrupo I (Erva). Desta forma, pode-se considerar que a exposicao ao Fe e a Deferoxamina
trouxe beneficios ao organismo modelo, contribuindo para o status do sistema de defesa
antioxidante enzimaético, e, portanto, demonstrando serem bons candidatos para a
suplementacdo da erva-mate. Neste contexto, devido ao habito de consumo da erva-mate ja
consolidado na sociedade regional e em crescimento no mercado internacional, o implemento
da suplementacdo com Fe e DFX pode auxiliar na reducéo dos danos oxidativos do organismo,
prevenindo doengas cronicas, sendo assim uma boa op¢do para adaptacdes dietéticas.

8 TRABALHOS FUTUROS

Para fundamentar os resultados encontrados, este estudo terd continuidade, avaliando o
status do sistema nervoso, em especial o sistema nervoso colinérgico, através da atividade da
enzima Acetilcolinesterase e de parametros comportamentais. Ainda, serdo determinados os
niveis do horménio cortisol para avaliar uma possivel resposta de estresse dos animais ao
consumo da erva-mate suplementada com Fe e DFX. Para enfim estabelecer o potencial
neuroprotetor e funcional do extrato microencapsulado de erva-mate isolado, bem como, da sua

possivel suplementacdo com Fe e DFX para o consumo.
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