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RESUMO

O Tribulus terrestris € uma erva amplamente utilizada na medicina popular chinesa com a
finalidade de tratar reumatismo, edema, hipertenséo, calculos renais, diabetes, desordens
cardiovasculares, disfuncdo erétil, além de servir ao rejuvenescimento fisico. E
adstringente, anti-helmintico, anti-inflamatério, antiespasmadico, anticarcinogénico,
diurético, imunomodulador. Diante disso, o0 presente trabalho teve por objetivo
desenvolver um sistema de liberacdo controlada de saponinas esteroidais do extrato
padronizado e enriquecido com saponinas de Tribulus terrestris, por meio da técnica de
microencapsulacdo, com possivel aplicacdo na inddstria alimenticia, farmacéutica e
cosmética. Nesse contexto, avaliou-se o potencial antioxidante do extrato padronizado e
enriquecido com saponinas das microcapsulas por meio dos testes in vitro de sequestro
de radical livre estavel DPPH, do ion Fe+3 (FRAP), do radical 6xido nitrico (NO),
peroxidacao lipidica (TBARS) e método hemolitico. Com essa pesquisa, realizou-se a
avaliacdo da atividade antiglicante pelo método da mobilidade proteica em eletroforese e
determinacdo de grupamento amino; fez-se também a quantificacdo dos fendis,
flavonoides e saponinas totais, por meio de técnicas espectrofotométricas e de andlise em
HPLC do extrato padronizado, enriquecido e dos compostos liberados pelas
microcapsulas.

Palavras-chaves: Produtos finais de glicosilagdo; Antioxidante; Flavonoides;
Microencapsulacéao.



ABSTRACT

Tribulus terrestris is widely used in Chinese folk medicine for the treatment of rheumatism,
edema, hypertension, kidney stones, astringent, antihelmintic, anti-inflammatory,
antispasmodic, anticarcinogenic, diuretic, immunomodulatory, diabetes, cardiovascular
disorders and for physical rejuvenation and erectile dysfunction. Therefore, the aim of this
work was to develop a controlled release system of steroidal saponins from the extract
standardized and enriched with Tribulus terrestris saponins by means of the
microencapsulation technique, with possible application in the food, pharmaceutical and
cosmetic industries. The antioxidant potential of the standardized and saponin-enriched
extract of the microcapsules was evaluated by in vitro tests of stable free radical DPPH, Fe
+ 3 ion (FRAP), nitric oxide (NO) radical, lipid peroxidation (TBARS) and hemolytic
method. The evaluation of the antiglican activity by the protein mobility method in
electrophoresis and amino group determination was performed. Quantification of total
phenolics, flavonoids and saponins was also performed by means of spectrophotometric
and HPLC analysis of the standardized enriched extract and the compounds released by
the microcapsules.

Keywords: Glycosylation end products; Antioxidant; Flavonoids; Microencapsulation.
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1 INTRODUCAO

Ocorre um desequilibrio entre os processos antioxidantes e oxidadivos em reacgdes
guimicas bioldgicas durante o estresse oxidativo, que se caracteriza por um aumento
significativo do potencial de reducéo no organismo pela presenca de compostos quimicos
com elevado grau de reatividade e, concomitantemente, pela insuficiéncia da contencéo
desses por compostos antioxidantes, o que acarreta danos moleculares e celulares ao
organismo (BERRA et al.,, 2006; SIES, 2015). No curso desse estresse, 0s principais
promotores sdo representados por duas classes de radicais livres, quais sejam, as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (ERN). O desequilibrio tanto
contribue para o processo de envelhecimento, para o das inflamagdes cronicas, o das
doencas neurodegenerativas e até mesmo o do diabetes e o do cancer quanto os provoca
(ROESLER et al., 2007; SILVA e GONCALVES, 2010).

Outro processo ligado ao estresse oxidativo que gera complicacGes para saude é a
glicacdo. Esta é provocada por acucares redutores que reagem com componentes
celulares, principalmente proteinas, por meio de complexas reac¢des, conhecidas como
reacoes de Maillard (BOEL et al., 1995; MUHOZA et al., 2018). O resultado final da
glicacdo é uma classe de compostos modificados denominados produtos de glicacéo
avancada (AGEs). Esses compostos e as reacfes nesse contexto estdo relacionados a
alteracGes do nivel de citocinas, hormdnios e radicais livres, além de complica¢cdes mais
sérias como cataratas, retinopatia, nefropatias e, especialmente, doencas vasculares
(RAMKISSOON et al., 2013; ADISAKWATTANA et al., 2017).

Quanto a origem dos radicais livres, sua fonte pode ser endégena, o que os leva a
ser produzidos pelo metabolismo normal, ou exdgena, gerada, principalmente, por
ingestao alimentar, inalacdo e radiagbes, especialmente as solares (ROESLER et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2014; VALENTE, 2014).

Diante do exposto, pesquisas vém demonstrando que antioxidantes de origem
vegetal tém importancia nesse contexto, com destaque para compostos fendlicos, que
podem evitar, reduzir ou até mesmo eliminar os efeitos deletérios dos processos
oxidativos, sendo considerados como uma importante fonte de compostos ativos
(KHANAM et al., 2012; SHAHIDI, AMBIGAIPALAN, 2017; KIM et al., 2018).

O presente trabalho tem por objetivo desenvolver um sistema de liberacéo
controlada de saponinas esteroidais do extrato e saponinas obtidas da espécie Tribulus
terrestris, por meio da técnica de microencapsulagéo, com possivel aplicacdo na industria

alimenticia, medicamentosa e de cosméticos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estresse oxidativo

2.1.1 Danos oxidativos no organismo

O desequilibrio entre a producéo de radicais livres (RL) e as defesas do organismo,
guando estas ndo sdo suficientes, gera condi¢cdes favoraveis a desordens que ndo s6
contribuem para o processo de envelhecimento como provoca-o (LOBO et al.,, 2010).
Além do envelhecimento, este desequilibrio pde em execucdo complicacdes bioldgicas
gue incluem alteracdes na expressdo génica cuja manifestacdo pode culminar em
doencas como cancer, aterosclerose, hipertensédo, diabetes, sindrome de dificuldade
respiratéria aguda, fibrose pulmonar e até nefropatias (LOBO et al., 2010; BIRBEN et al.,
2012). Pode ocasionar, ainda, mutacfes génicas que se acumulam no material genético,
fator desencadeador de uma reducéo dos reparos genémicos, promovendo o aumento do
namero de biomoléculas oxidadas como proteinas, carboidratos e lipideos essenciais no
funcionamento do organismo. Estes danos sdo cumulativos e ocorrem lentamente; porém,
mostram-se extremamente nocivos, com a possibilidade de Ihes sobrevirem doencas
degenerativas graves e até a morte (ROESLER et al., 2007; LOBO et al., 2010; SOSA et
al. 2013).

2.1.2 Espécies reativas

Os radicais livres (RL) sao principalmente representados por duas classes,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (ERN), caracterizando-se por &tomos
ou moléculas que apresentam elétrons ndo pareados. Os principais representantes do
grupo dos ROS sdo o anion superoxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H202), a
lipoperoxila (LOO") e a hidroxila ("OH). O grupo dos ERN é constituido pelo 6xido nitrico
(NO") e pelo anion peroxinitrito (ONOO") (ZANDALINAS, MITTLER, 2017). Ha outras
formas de radicais livres, compostos ou elementos com instabilidade eletrénica, como os
metais de transicdo. Estes sdo capazes de gerar lesdes celulares, ou media-las, como a
peroxidacdo de lipideos e a oxidacdo de proteinas, 0 que, nesse caso,
consequentemente, pode gerar a inutilizagdo de enzimas essenciais ao metabolismo,
ativar excessivamente os genes pro-inflamatérios, como as interleucinas, e causar danos
ao DNA, desse modo produzindo um aumento do risco de cancer (GONCALVES, 2014;
0OZSOY et al., 2018).
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2.1.3 Glicacéao proteica

A glicacdo proteica € um processo promovido por acgucares redutores que se ligam
em proteinas por meio de reagBes complexas, conhecidas como reacfes de Maillard. O
resultado final da glicacdo é uma classe de compostos modificados, sob a denominacao
de produtos de glicacdo avancada (AGE). Tais compostos estdo relacionados as
alteracbes no ambito de citocinas, hormdnios e radicais livres, contribuindo com a
formacdo de cataratas, retinopatia, nefropatias e, especialmente, doencas vasculares
(GOLDIN et al., 2006; STEPHANE JAISSON, PHILIPPE GILLERY, 2018).

Esta reacdo altera a estrutura das proteinas e pode ser prejudicial; contudo, em
certos casos sao reacgdes funcionais do organismo, pois estao relacionadas ao sistema
imune, sobretudo, e a conformacao da estrutura quaternaria de proteinas, como enzimas,
importante para adesao entre as células do organismo. Quase todas as moléculas
envolvidas na resposta imune inata e adaptativa sdo glicoproteinas. Sem as reacfes de
glicacdo, a manutencdo da vida de qualquer organismo seria inviavel (WAUTIER et al.,
2017).

A reacdo de Maillard é influenciada por uma série de fatores, como o pH basico,
temperaturas acima de 40°C, e a presenca de metais de transi¢do, como Cu?* e Fe?*, pois
catalisam o processo (HODGE, 1953; FINOT, 2005). Esta reacdo pode ser didaticamente
separada em trés fases: inicial, intermediaria e final. Na fase inicial ocorre a combinacéo
de um grupamento carbonila do aclUcar redutor com a amina de uma proteina, 0s
chamados produtos de Amadori, o primeiro produto estavel, mas incolor (Figura 1). Na
fase intermediaria, os produtos de Amadori originam uma série de reacdes de
desidratacdo, enolizacao e retroaldolizacao, o que resulta em compostos dicarbonilicos,
redutonas, derivados do furfural e produtos da degradacédo de aminoacidos. Com isso, €
possivel verificar a presenca de fluorescéncia e de absor¢cdo de radiacdo na regido do
ultravioleta. Ja na ultima fase, compostos muito reativos, os dicarbonilicos, reagem com
residuos da degradacdo da proteina, como o aminoacido lisina, e formam compostos
estaveis, com coloracdo marrom, degradacdo, polimerizacdo e cross-linking proteico.
Sendo irreversiveis, esses compostos absorvem luz na regido UV e sdo capazes de emitir
fluorescéncia, o que auxilia na deteccdo (HODGE, 1953, e NURSTEN, 2005; SHIBAO e
BASTOS, 2011). Esse processo, além de ser considerado oxidativo, também contribui
para a geracdo de espécies reativas, como o anion-radical superoxido (O27) (NURSTEN,
2005; SHIBAO e BASTOS, 2011; TROISE et al., 2018).
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Figura 1 - Reacédo de Maillard (glicacdo), entre glicose e proteina. Fonte: Autor

Pesquisas vém demonstrando que antioxidantes de origem vegetal tém muita
importancia para combater o estresse oxidativo e a glicacdo, com destaque para sua
composicdo em compostos fendlicos, reduzindo ou até mesmo eliminando os efeitos
deletérios dos processos oxidativos, podendo, assim, ser intensivamente empregados na
industria de alimentos, cosmética e farmacéutica (ROESLER et al., 2007; FRANCO et al.,
2018).

2.2 Espécies vegetais com potencial antioxidante

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado a relacdo do consumo de vegetais com
a reducdo do risco de doencas cardiovasculares, degenerativas e até de cancer. Partes
vegetais como raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes representam importantes
fontes de antioxidantes naturais, pois apresentam moléculas passiveis de serem liberadas
durante o processo de alimentacdo, digestdo e absorcdo (DEL RE, JORGE, 2012;
TARCITANO, MESQUITA, 2016). Estas moléculas geralmente sdo disponibilizadas em
pequenas quantidades e sé@o capazes de interromper e/ou prevenir os danos causados
pelo estresse oxidativo, principalmente por apresentar propriedades de sequestro de
radicais livres (VASCONCELOS et al., 2014).

Antioxidantes, como a vitamina C, a vitamina E, os carotenoides e flavonoides,
estdo presentes como constituintes dietéticos. Varias plantas conhecidas vém se
destacando por seu poder antioxidante e anti-inflamatorio, na perspectiva de uma

melhoria geral da saude e no retardo no processo de envelhecimento, beneficios que tém
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atraido a atencdo de muitos pesquisadores e grandes industrias, voltados a sua forma
natural ou sintética.

Algumas dessas plantas, como o acafrdo (carcuma), aveia, linhaca, azeite de oliva,
alguns chas, como cavalinha, centelha asiatica e dente-de-ledo, frutas citricas e
vermelhas, agem diretamente sobre radicais livres e em quelantes de metais,
promovendo, assim, o tratamento e/ou a prevencgao de diversas patologias associadas ao
estresse oxidativo (BRUSHAN et al., 2015; MERINO et al., 2015; LOKANATHAN et al.,
2017; FANCELLO et al., 2018; HAMED et al., 2018; KERLEY, 2018).

Dentro deste contexto, a espécie vegetal Tribulus terrestris vem despertando o
interesse de pesquisadores, inclusive brasileiros, devido a sua utilizagdo e indicacbes
farmacolégicas. Esta planta é comercializada no Brasil na forma de capsulas ou em
extrato em po para ser utilizada como suplemento alimentar e para tratamento de
diferentes patologias ligadas ao déficit hormonal e debilidade muscular (MA et al., 2015).

Na medicina tradicional e folclérica de diferentes paises, esta espécie € empregada
também no tratamento de doencas associadas ao figado, rins, do trato geniturinério e de
todos os tipos de problemas cutaneos, sendo ultimamente destacada pelo seu elevado
potencial antioxidante (PEREIRA et al., 2017).

De acordo com estudos recentes, foi demonstrado que a T. terrestris possui
metabolitos importantes como fitoesteroides, flavonoides, alcaloides, glicosideos e
saponinas, que podem estar diretamente correlacionados com sua acao sequestradora de
radicais livres e reguladora do estresse oxidativo (QASIM et al., 2017; PEREIRA et al.,
2018).

Em plantas ricas em saponinas, sabe-se que estes compostos apresentam
diferentes fungBes, como regulagcdo do crescimento, defesa contra insetos e patdgenos.
Essas funcdes revelam a importancia desses compostos na adaptacédo e sobrevivéncia do
vegetal em seu meio (LOPES, 2017). Ja quanto aos seus efeitos no organismo humano,
destaca-se a atividade antioxidante; elas podem também se ligar a sais biliares e
colesterol no tubo digestivo, impedindo sua absorcéo e agindo como hipocolesterolémica;
além disso, possuem acdo citotoxica (pro-oxidativa), atuando contra células tumorais
(SCHENKEL et al.,, 2007; PEREIRA CARDOSO, 2012; SARVIN et al., 2018).

Semelhantemente a T. terrestris, 0s principais alimentos onde também sao
encontradas saponinas sdo a soja e seus alimentos derivados, alfafa, espinafre,
beterraba, aspargos, acafrdo, amendoim, nozes e folhas de diferentes chas. Estes se

caracterizam por apresentar importante potencial nutricional, farmacolégico, medicinal e
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cosmetologico, sendo utilizados como alimentos funcionais, medicamentos e cosméticos
(SPARG et al., 2004; NAVARRO DEL HIERRO et al., 2018).

2.3 Tribulus terrestris

Tribulus terrestris € uma planta de origem indiana, da familia Zygophyllaceae,
considerada uma planta daninha, nativa de regides quentes, temperadas e tropicais do
Velho Mundo, como o sul da Europa, sul da Asia, ao longo da Africa e da Austrélia.
Considerada afrodisiaca e conhecida pelos europeus desde o século 17, tem sido
utilizada para tratamento de insuficiéncia hormonal em homens e mulheres (VESILADA et
al., 1995; ZHU et al., 2017). E uma herbacea rasteira, cujos troncos irradiam da coroa, por
um didmetro de cerca de 1 cm a mais de um metro, com muitas ramificagdes, geralmente
prostradas, formando arbustos planos, embora possam crescer mais verticalmente em
sombras ou entre plantas mais altas. As folhas sdo compostas por foliolos com 7 mm, em
média, de comprimento. A flor € de 4-10 mm de largura, com cinco pétalas de cor
amarela. Uma semana depois da floracéo, origina-se o fruto que libera as sementes, que
sao duras e possuem dois espinhos afiados, com 10 mm de comprimento e 4-6 mm entre

eles (Figura 2).

il 4 em
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Figura 2 - Planta e fruto de Tribulus terrestris.

Fonte:https://herbariovaa.org/taxa/index.php?taxon=37035

7

Na medicina popular chinesa, a T. terrestris € amplamente utilizada para o
tratamento de reumatismo, edema, hipertensdo, célculos renais. Além de possuir acao
adstringente, é anti-helmintica; anti-inflamatdria; antiespasmaodica; anticarcinogénica;
diurética; imunomoduladora; antidiabética. Atua favoravelmente em desordens
cardiovasculares, no rejuvenescimento fisico e na disfuncdo erétil. Atualmente o
fitoterdpico obtido desta espécie vem sendo utilizado como anabolizante natural (ROSS,

2005; AKRAM et al, 2011; SINGH et al., 2013).
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No que diz respeito a estudos cientificos, estes vém demonstrando que a T.
terrestris possui compostos ativos capazes de inibir a acetilcolinesterase. Ainda se
caracteriza por apresentar um alto potencial antioxidante no tecido nervoso, a possibilitar,
assim, sua utilizacdo tanto para o tratamento como para a prevencdo das doencas de
Alzheimer e Parkinson, e mesmo de alguns tipos de canceres (ORHAN et al., 2004;
CHAVES e AVERSE-FERREIRA, 2008; HAMMODA et al., 2013; SU et al., 2014).

O fitoterapico a base de T. terrestris apresenta diferentes efeitos farmacolégicos e
fisiologicos, pois pode estimular a liberacdo de horménio luteinizante (LH) da hipodfise e a
producdo do hormoénio do crescimento (GH), além de influenciar na sintese de
neurotransmissores importantes para a contracdo muscular (MANIKANDASELVI et al.,
2013; CHHATRE et al., 2014).

A utilizacdo do fitoterdpico de T. terrestris pode afetar a funcdo do sémen,
causando comprometimento da morfologia, motilidade e vitalidade dos espermatozoides
humanos. Componentes do extrato tem capacidade de aumentar a liberacdo de éxido
nitrico, e isto pode estar correlacionado ao tratamento da disfuncao erétil (AZADMOBINI
et al., 2017).

Diferentes fitoterapicos a base de extrato de T. terrestris vém sendo
comercializados. Além do Tribestan® e do Androsten®, que tém sido prescritos para tratar
a disfuncéo erétil e a fragilidade muscular, h4 o Tribusaponins® e o Xin-nao-Shu-Tong®,
prescritos para o tratamento de doencas cardiovasculares (JOSEPH; KOSTOVA e
DINCHEYV, 2005; LI e YANG, 2006; LACOMO et al., 2011).

Quanto a composicao fitoquimica do extrato de T. terrestris, estudos cientificos
demonstram que neste sdo encontrados compostos fendlicos (NAZ et al., 2017),
saponinas (KOSTOVA e DINCHEV, 2005), ester6is (LIU et al., 2003) e alcaloides
(CHHATRE et al., 2014). Entretanto, sabe-se que o valor medicinal e farmacol6gico desta
planta reside na presenca de saponinas esteroidais, tanto em quantidade quanto em
qualidade (MATEOS et al., 2017). Algumas saponinas esteroidais isoladas desta espécie
correspondem ao principal componente ativo de formulacdes fitoterapicas e suplementos
alimentares comercializadas no mundo e no Brasil (SEN; CHAKRABORTY et al., 2017).

As principais saponinas esteroidais presentes nos extratos de T. terrestris sao
diosgenina, espirostanol, furostanol e protodioscina (HASHIM et al., 2014). Inidmeros
efeitos e acdes medicinais e farmacologicas sao atribuidos a este grupo particular de
saponinas, como atividades antioxidante, antibidtica, anticancerigena, anticarcinogénica,
anti-helmintica, hipocolesterolémica, hipoglicemiante e no tratamento de doencas
cardiacas (MATSUURA, 2001; NEYCHEV, 2016). De modo geral, as saponinas também
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apresentam uma ampla utilizacdo na industria de alimentos e cosmeéticos, por possuirem
propriedades surfactantes, flavorizantes e por serem agentes espumantes (FUJIWARA,
2012).

Diante da diversidade e aplicabilidade do extrato e das saponinas presentes na
espécie T. terrestris, além de suas ac¢Oes farmacoldgicas e nutricionais, tanto como
fitoterdpico quanto suplemento alimentar, esta espécie vegetal tornou-se alvo de inimeros
estudos cientificos que validam tais atividades e potenciais (MATSUURA, 2001; CONRAD
et al., 2004; SISTO et al.,, 2006; CHU et al., 2012; YAZDI et al.,, 2014). Porém, a
investigacdo do ponto de vista de potencializacao e liberacdo de seus compostos ativos
por meio de sistemas de liberagcdo controlada ainda é insipiente ou mesmo ausente na

literatura cientifica.

2.4 Saponinas

2.4.1 Distribuicao de origem vegetal

As saponinas esteroidais e triterpénicas, apresentam distribuicdo diferenciada no
reino vegetal. As saponinas esteroidais neutras sdo encontradas exclusivamente em
monocotiledéneas, principalmente nas familias Liliaceae, Dioscoreacea e Agavaceae e 0S
géneros Smilax, Dioscorea, Agave, Yucca Sdo especialmente ricos nessas saponinas
(CASTEJON, 2011).

Na alimentacdo humana, saponinas esteroidais sdo encontradas na aveia, pimenta,
berinjela, semente de tomate, aspargos, inhame, feno-grego e ginseng (FRANCIS et al.,
2002). As saponinas esteroidais basicas ou alcaloidicas sdo encontradas principalmente
no género Solanum, pertencente a familia Solanaceae.

As saponinas triterpénicas séo encontradas predominantemente em dicotiledoneas,
principalmente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae,
Caryophylaceae, Primulaceae e Araliaceae (WALLACE et al., 2017). Saponinas
triterpénicas tém sido encontradas e estudadas em muitas leguminosas, como soja,
feijdes, ervilhas e também na acelga, alcaguz, quinoa, girassol e ginseng. O grupo de
triterpendides mais estudado é obtido a partir da Quillaja saponaria, uma arvore nativa da
regido dos Andes, no Chile (ELEKOFEHINTI, 2015).

2.4.2 Caracterizacéo e classificacéo
As saponinas sao substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas,
relacionadas, principalmente, com o sistema de defesa. Sdo observadas nos tecidos que

sdo mais vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos (WINA et
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al., 2005), considerando-se parte do sistema da defesa das plantas e indicadas como “fito
protetoras” (PIZARRO, 1999). Essa atividade seria devido a interagdo com os esterois da
membrana (FRANCIS et al., 2002).

As saponinas sdo classificadas em triterpenos e esteroides, com base em seus
esqueletos de carbono. Sdo comuns em uma variedade de plantas superiores e possuem
uma ampla gama de propriedades benéficas a saude (YAN et al., 2015). Estes compostos
s&o glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos. E uma estrutura com carater
anfifilico, sendo parte da estrutura com caracteristica lipofilica (triterpeno ou esteroide) e
outra hidrofilica (acucares). Essa caracteristica determina a propriedade de reducdo da
tensdo superficial da agua e suas acdes detergentes e emulsificantes que encontram
inUmeras aplicagdes importantes em diversas areas (alimenticias, farmacéuticas,
cosmeéticas, entre outras) (SCHENKEL et al., 2001; PAGUREVA et al., 2016).

A classificacao varia de acordo com o numero fundamental da aglicona, e também
conforme seu carater 4cido, bésico ou neutro. Assim, quanto a aglicona, denominam-se
saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas. O carater acido ocorre pela presenca de
grupamento carboxila na aglicona ou na cadeia de agucares. O carater basico decorre da
presenca de nitrogénio, em geral sob forma de uma amina secundaria ou terciaria, como
nos glicosideos nitrogenados esteroidais (SCHENKEL et al., 2001).

Outra classificacdo refere-se ao numero de cadeias de acUcares ligado na
aglicona. Assim, saponinas monodesmosidicas possuem uma cadeia de acgucares,
enquanto as saponinas bidesmosidicas possuem duas, a maioria com ligacdo éter na
hidroxila em C-3, e a outra com ligacao éster (WINA et al., 2005).

As atividades superficiais responsaveis pelas propriedades espumantes, bem como
algumas outras funcdes bioldgicas, incluindo atividade hemolitica, s@o atribuidas a
caracteristicas estruturais das saponinas e a sua natureza anfifilica, que resulta da
presenca de uma porcdo de acucar hidrofilico e uma genina hidrofébica (chamada
sapogenina). As saponinas podem possuir de um a trés cadeias de acUcar linear ou
ramificada, frequentemente compostas de d -glucose, | -rhamnose, d-galactose, d-acido
glucurdnico, | -arabinose, d -xylose ou d -fucose. A cadeia de agucar pode conter de um a
varios residuos de monossacarideos e € geralmente anexada em C-3 (VINCKEN et al.,
2007). O comportamento anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos
com esteroides, proteinas e fosfolipidios de membranas possibilitam acdes biolégicas
variadas (NAVARRO DEL HIERRO et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2928447/#CR122
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2.4.3 Diosgenina

A diosgenina, primeiramente descoberta por Fuji e Matsukawa, em uma Dioscorea
Tokoro Makino, em 1935, €& uma sapogenina esteroidal natural que ocorre
predominantemente em inhame, feno-grego e T. terrestris (Figura 3). Na industria
farmacéutica, a diosgenina € o principal composto precursor na fabricacdo de esteroides
sintéticos. Estudos nas ultimas décadas demonstraram que a diosgenina tem efeitos
preventivos / terapéuticos ndo apenas contra varios tipos de cancer, mas também contra
outras doencas, como distirbios cardiovasculares, diabetes tipo 2, disturbios
neurodegenerativos, doencas alérgicas, sintomas da menopausa e envelhecimento da
pele. (DJERASSI et al., 1958; RAJU et al., 2008; YUE et al., 2010).

HO

Figura 3. Estrutura quimica da diosgenina. Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov

A diosgenina é originada da hidrolise da saponina dioscina; possui uma cadeia
lateral espirocetal ligada nas posi¢des 16 e 17 do esterano e tem uma dupla ligacdo em 5-
6, e tem um grupo hidroxilo na 32 posicdo. Grupos hidroxila sdo encontrados
principalmente combinados com acuUcares, tornando os compostos sollveis em agua e
altamente saponaceos (JESUS, et al., 2016). Refere-se a uma sapogenina esteroide
isolada das plantas e estruturalmente semelhante ao colesterol (SHANMUGAM et al.,
2017). Pode ser obtida inteiramente de fontes naturais (inhame), embora a sintese total
de alguns farmacos esteroides tenha sido alcancada, até recentemente nenhum deles
poderia competir com o método economicamente viavel de isolamento da diosgenina a
partir de compostos naturais (REBELO, 2011).

Esta saponina € uma precursora de hormbnios sexuais (progesterona),
corticosteroides (corticosona) e contraceptivos (MEDIGOVIC et al.,, 2014). Mais de 50
espécies foram cultivadas até agora para a extracdo comercial do composto. A diosgenina
estd entre as dez fontes mais importantes de esteroides e € também o medicamento de
origem vegetal mais frequentemente prescrito. Outra acdo deste composto é a inducéo de

apoptose em ceélulas cancerigenas, por regulacdo positiva da ciclooxigenase, e em
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células Hela, pela via da caspase (SARKAR; MAHATO, 1984; HUO et al., 2004; CHEN et
al., 2015).

Ainda possui propriedades antioxidantes e atividade anticolesterolémica, além de
estar envolvida na producao da Desidroepiandrosterona (DHEA), que € responsavel pela
formacédo de 50 horménios no organismo, ajudando, assim, a prevenir o envelhecimento
precoce das células e aumentar o nivel do colesterol HDL do sangue (SHANMUGAM et
al., 2017).

Vérios estudos pré-clinicos investigaram os efeitos da diosgenina como agente
guimiopreventivo/terapéutico contra diferentes tipos de cancer e isso demonstrou o alto
interesse dessa molécula como potencial agente antitumoral (LOPEZ et al., 2017;
CHIANG et al., 2018).

O efeito anticancerigeno da diosgenina tem sido estudado em varias linhagens de
células tumorais e foi evidenciado que esta bioatividade depende tanto do tipo celular
guanto da concentragédo. Assim, por exemplo, a diosgenina tem atividade antiproliferativa,
nomeadamente, no cancer da prostata (células PC-3 e DU-145); no carcinoma do célon
(células HCT-116 e HT-29); na eritroleucemia (células HEL); no carcinoma escamoso
(células A431, Hep2, e RPMI 2650); no carcinoma hepatocelular (células HepG2 e HCC);
no cancer gastrico (células BGC-823); no cancer de pulméo (células A549); no cancer de
mama (MCF -7); e na leucemia miel6ide cronica (LMC) humana (células K562) (LEPAGE
et al., 2011; CHEN, TANG, 2015).

No que diz respeito a diabetes, a diosgenina pode ser (til no tratamento,
promovendo a diferenciacdo dos adipdcitos e inibindo a inflamacédo nos tecidos adiposos.
Portanto, pode ser util para melhorar a condicao do paciente com desordem metabdlica
da glicose associada a obesidade (UEMURA, MIZOGUCHI, 2010).

A diosgenina livre de acucar é utilizada para a sintese de cortisona, pregnenolona e
progesterona. A diosgenina € uma precursora de varios horménios, comec¢ando com o
processo de degradagcdo do marcador, e isso inclui a progesterona, que, por sua vez foi
utilizada em pilulas contraceptivas orais combinadas precocemente (SATO et al.,,
2016). O esteroide ndo modificado tem atividade estrogénica e pode reduzir o nivel de
colesterol sérico. A diosgenina pode se comportar como pro-farmaco a progesterona
(PABON et al., 2013; SHANMUGAM et al., 2017).



27

2.4.4 Protodioscina

A protodioscina € encontrada em varias espécies de plantas, principalmente nas
dos géneros Tribulus , Trigonella e Dioscorea (Figura 4). E considerada o composto ativo
da T. terrestris com atividade afrodisiaca, pois atua sobre células de sertoli (producédo de
espermatozoides), proliferacdo de células germinativas e crescimento de tabulos
seminiferos (GAUTHAMAN et al., 2002). Libera também Oxido nitrico no tecido do corpo
cavernoso (DINCHEYV et al., 2008; SALGADO et al., 2016). Somados a isso, estudos com
extratos padronizados contendo protodioscina demonstraram produzir efeitos pro-eréteis
em tecidos isolados e a¢ao afrodisiaca em varias espécies animais (WEST; KRYCHMAN,
2015). Esta atividade também pode estar associada a capacidade desta saponina em
causar um aumento na imunorreatividade do receptor de androgénio, o que significa que
aumenta a concentracao de receptores androgénicos nas células, tornando o organismo
mais sensivel a androgenos como a testosterona e a DHT (SALGADO et al., 2016).

A protodioscina foi sintetizada pela primeira vez a partir de diosgenina, o que
garantiu o material para futuras pesquisas e aplicacdbes em medicina, principalmente
devido a eficAcia deste composto na manutencdo da pressdo sanguinea saudavel,
melhorando, assim, o fluxo de sangue oxigenado aos 6rgdos sexuais, além de demonstrar
também atividade anti-hiperlipidémica, anticancer e acao reparadora e protetora sobre
lesdo renal (WANG et al.,, 2010; ZHANG et al.,, 2016). Em estudos que avaliaram esta
saponina para a atividade anticancer in vitro, foi observada uma acédo citotoxica em
células de tumores sdlidos, como as de célon e mama. No entanto, este composto
apresentou uma moderada citotoxicidade em células de leucemia (NING et al., 2015;
SHEN et al., 2016).
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Figura 4: Estrutura quimica da protodioscina. Fonte: https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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2.4.5 Furostanol

Estudos realizados com furostanol demonstraram efeitos anabdlicos combinados
com o controle dos niveis de colesterol por reduzir a concentracdo de colesterol
plasmatico, particularmente Gtil para atletas e pessoas submetidas a treinamento de forca
(SAUVAIRE et al., 1991, HASHIM et al., 2014; MOTAAL et al., 2015). O furostanol possui
propriedades imunoestimulante, luteinizante e € capaz de aumentar os niveis de
testosterona e espermatogénese, sem apresentar toxicidade hepatica, renal e
hematolégica (MAJEED; PRAKASH, 2007; ZHOU et al., 2017). Esta saponina pode ser
utilizada na indastria de alimentos, pois ndo € tOxica para 0s seres humanos, mesmo
guando ingerida apoés isolamento das suas fontes naturais (SKHIRTLADZE et al., 2011;
MOTAAL et al., 2015).

Na nutricdo esportiva, os efeitos anabodlicos das saponinas furostanélicas podem
aumentar os niveis de testosterona, refletindo diretamente na deposi¢do de proteina nos
musculos, levando ao aumento da massa e forca muscular (FARO e RUSSO, 2017). Esta
saponina age sobre o comportamento alimentar e pode alterar funcbes enddcrinas e
metabodlicas em ratos diabéticos levando a um ganho de massa muscular (PRAKASH,;
MAJEED, 2007; MOTAAL et al., 2015).

As saponinas furostanol podem ser definidas como saponinas bidesmosidicas que
possuem duas cadeias de acucares, sendo uma ligada em C3 e outra ligada através de
uma ligacdo éter em C26 com uma D-glucose3 (Figura 5). Esta é precursora biogenética
de seus analogos de espiros; as porcdes de acucar das saponinas delas isoladas séo
oligossacarideos, que contém de 2 a 4 tipos diferentes de acUcares, a saber, glicose,

rhamnose, galactose e xilose, dependendo da origem da planta (HASHIM et al., 2014).

Furostanol
HO

Figura 5: Chemical Structure of Furostanol Saponins. Fonte: https://glosarios.servidor-

alicante.com/quimica/saponina-esteroidal
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2.4.6 Espirostanol

Vérias atividades biologicas sao atribuidas aos espirostanos, derivadas de sua
capacidade de complexacdo com esteroides, proteinas e fosfolipidios. Dentre as
atividades biol6gicas apresentadas por estes metabdlitos secundarios destacam-se as
atividades hemolitica, molusquicida, anti-helmintica, espermicida, hipocolesterolemiante e
anti-inflamatoéria. Estas saponinas podem ser encontradas em diferentes espécies
vegetais, como o0 alcacuz (Glycyrrhiza glabra), o ginseng (Panax ginseng) e a caléndula
(Calendula officinalis) (SCHENKEL et al., 2007; ZHU et al., 2015). A espécie T. terrestris €
rica em saponinas esteroidais espirostanol, Gteis na industria de esteroides como matéria-
prima para sintese de corticosteroides (NETO et al., 2006; HASHIM et al., 2014).

Trabalhos cientificos tém demonstrado que a saponina espirostanol guarda
associacdo com analogos da vitamina D e que também apresenta efeito citotéxico sobre
culturas de células cancerigenas, principalmente devido a sinalizacdo no processo de
apoptose (QUAN et al., 2005; WANG et al., 2013). Além disso, caracteristicas estruturais
desta saponina vém revelando uma atividade antifungica significativa e de amplo espectro
(CONRAD et al.,, 2003; SADEGHI et al., 2013). Em razdo de suas semelhancas
estruturais com esteroides animais, sdo usados na sintese de hormonios.

Os espirostanos tém uma estrutura com 27 atomos de carbono dispostos em seis
anéis (A, B, C, D, E e F) e 4 metilagdes localizadas em atomos de carbono 10, 13, 20 e
25. A juncao entre os anéis A e B pode ser cis ou trans (5p ou 5a), e 0s metilos nos
carbonos 10 e 13 estdo sempre na posicdo p (Figura 6). A juncdo entre os anéis A e B
pode ser cis ou trans (5p ou 5a) e os metilos nos carbonos 10 e 13 estdo sempre na
posicdo p. Também apresentam um hidréxido de carbono em 3, onde eles estédo ligados

a carboidratos em saponinas.

HO
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Figura 6: Estrutura geral dos espirostanos. Fonte:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sarsasapogenina.png.
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2.5 Microencapsulacéao

Entre as tecnologias possiveis para o estudo da potencializacdo e da liberacéo de
compostos ativos, a microencapsulacéo destaca-se, pois este processo resulta em maior
protecdo, melhora a especificidade do produto final, e otimiza a acdo destes compostos
em sitios alvo, devido ao fato, por exemplo, de alguns principios ativos apresentarem
comportamento instavel na presenca de outros compostos medicinais, alimenticios ou
cosmetologico (VEN et al., 2012; FUJIWARA, 2012; SIMEONI et al., 2014).

A microencapsulacdo pode prolongar a estabilidade do composto e,
consequentemente, o "shelflife" do produto, permitindo que seu valor medicinal e / ou
nutricional ndo seja significativamente diminuido entre as datas de produgcdo e de
consumo (AZEREDO, 2005; KUANG et al., 2010).

Na industria farmacéutica, a microencapsulacédo proporciona o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, cuja substancia ativa protegida € liberada
gradativamente por meio de estimulos adequados, tais como mudanca de pH,
rompimento fisico, intumescimento, dissolugdo, entre outros (FREIBERG; ZHU, 2004;
STORPIRTIS et al., 2009). Essa liberacao controlada € um processo que esta relacionado
as formas farmacéuticas com liberacdo modificada, a qual pode ser retardada ou
prolongada (SUAVE et al., 2009; STORPIRTIS et al., 2009). O controle da liberacédo do
material encapsulado esta diretamente relacionado ao material encapsulante, estrutura
guimica, espessura, porosidade, solubilidade, tamanho e a distribuicdo dos poros nas
microparticulas (CORREA, 2008).

Na industria de alimentos, a microencapsulacdo permite a protecdo de compostos
volateis responséveis pelo aroma e sabor, corantes, acidulantes enzimas, vitaminas,
microorganismos probidticos e agentes antiftingicos (SANTOS et al., 2008; CORREA,
2008). No setor agroquimico, o processo permite a liberacdo controlada dos defensivos
agricolas, importante para evitar a sua utilizacdo excessiva (SUAVE et al., 2006). (KRIS-
ETHERTON et al., 2002; SECOLIN, 2014).

Atualmente, o desenvolvimento de alimentos funcionais por meio da adicdo de
compostos bioativos detém muitos desafios tecnoldgicos. Muitos compostos bioativos sao
altamente lipofilicos e, consequentemente, apresentam baixa solubilidade em agua, o que
faz com que sua adicdo na maioria dos alimentos seja dificultada (SILVA et al., 2015;
VIALTA e MADI et al., 2017). Além disso, a baixa solubilidade também significa menor
absorcdo no trato gastrointestinal e, por conseguinte, sua biodisponibilidade torna-se
limitada. Assim, na industria alimenticia, tornou-se evidente a necessidade imediata do

desenvolvimento de sistemas para proteger e liberar os compostos bioativos presentes
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nos alimentos funcionais (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; DONSI et al., 2011; SILVA et
al, 2015).

A microencapsulacdo é uma técnica relativamente recente. Trata-se de uma
tecnologia que permite o revestimento fino de particulas sélidas, liquidas e dispersoes,
com um filme protetor. No entanto, vem ganhando espaco em aplicagcbes nas mais
diversas éareas, tais como a farmacéutica, alimentar e cosmética (SUAVE et al., 2006).
Seu conceito tem como base a idealizacdo do modelo celular, no qual o nucleo é
envolvido por uma membrana semipermeavel que o protege do meio externo e, ao
mesmo tempo, controla a entrada e saida de substancias na célula (RE, 2006).

Assim, a microencapsulacdo compreende um processo em que ocorre a
incorporacdo de substancias de interesse (nucleo ou material ativo) em um sistema de
revestimento (material de parede, carreador ou agente encapsulante), obtendo-se
microcapsulas com um diametro que varia entre 1 e 1000 micrémetro (MADENE et al.,
2006; OBEIDAT, 2009; TIWARI, et al., 2010).

As substancias que serdo encapsuladas se apresentam, geralmente, no estado
liguido ou sélido, podendo também ser gasosas (TRINDADE et al., 2008). A tecnologia
associada a modificacdo da liberacdo de principios ativos, como farmacos e pesticidas,
corantes, aromatizantes entre outros, é vasta. Entre essas tecnologias, os sistemas
matriciais poliméricos sdo amplamente aplicados na forma de microparticulas
(ARIYARATHNA et a., 2016; XIA et al., 2017).

As microparticulas sdo subdivididas em microesferas e microcapsulas, segundo a
sua estrutura. S&o denominadas microesferas as particulas compactas constituidas por
uma rede polimérica, na qual a substancia ativa se encontra distribuida no seu estado
sélido ou molecular. J& as microcipsulas sdo as particulas constituidas por um nucleo
interno contendo o agente ativo recoberto por uma camada de polimero de espessura
variavel. A Figura 7 representa a estrutura de uma microesfera e de uma microcapsula
(MATTE e ROSA, 2013; VESPERINI et al., 2017).
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A Membrana polimérica B
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Agente ativo na matriz polimérica Agente ativo encapsulado
Figura 7 - Estrutura de microparticulas: (A) microesfera: o agente ativo esta distribuido
em uma matriz polimérica; (B) Microcapsula, o agente ativo est4 envolvido pelo agente

encapsulante. Fonte: https://www.researchgate.net/publication/228663357.

Contudo, para que o processo de microencapsulacdo seja vantajoso para uma
industria, um dos cinco objetivos principais, quais sejam, imobilizacdo ou aprisionamento
de substancias, protecéo, liberacdo controlada, estruturacdo e funcionalizacéo, deve ser
atingido (PONCELET, 2006; YE et al., 2018).

Na industria alimenticia, essa técnica tem solucionado limitagcdes no emprego de
ingredientes, visto que pode suprimir ou atenuar “flavors" indesejaveis, reduzir a
volatilidade e a reatividade e aumentar a estabilidade destes em condi¢des ambientais
adversas, como na presenca de luz, oxigénio e pH extremos (SILVA et al., 2015).

Diversos métodos quimicos, fisicos ou fisico-quimicos, podem ser utilizados na
realizacdo do processo de microencapsulacdo. A diferenca entre eles esta no
envolvimento ou aprisionamento do material a ser encapsulado pelo agente encapsulante.
Dessa forma, devem ser consideradas as propriedades fisico-quimicas do material a
encapsular e do agente encapsulante, a aplicacao e a finalidade, o tamanho, a textura e a
forma das microcdpsulas, bem como o mecanismo de liberacdo do material a ser
encapsulado (BANSODE et al., 2013). Deste modo, o método de microencapsulacao deve
ser simples, reprodutivel, rapido e facil de transportar em escala industrial (SILVA et al.,
2003).

No processo de microencapsulacao tem se utilizado uma diversidade de agentes
encapsulantes, responsaveis pelo revestimento dos compostos ativos e por conferir forma
a microcapsula (AZEREDO, 2005; NUNES e MENEZES, 2015). Os agentes
encapsulantes podem ser de origem natural, semissintética ou sintética, incluindo
materiais poliméricos, hidrdéfilos, hidréfobos ou uma associagdo de ambos Os agentes

encapsulantes tém por funcédo proporcionar protecdo durante 0 armazenamento
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prolongado, evitando que ocorram alteragcbes quimicas e sensoriais no material
encapsulado (SOUZA et al., 2005; ANSON, 2005; ARPAGAUS et al., 2018).

Dentre os muitos agentes encapsulantes, as maltodextrinas sdo os materiais de
parede predominantemente utilizados. Sao carboidratos provenientes da conversao
enzimatica do amido do milho e estdo disponiveis em diferentes niveis de dextrose
equivalente (DE), indicando o nivel de hidrélise do polimero de amido. Possuem varias
propriedades funcionais, como dogura, solubilidade e viscosidade (Figura 8)
(GHARSALLAQUI et al., 2007).

A dextrose equivalente (DE) € uma medida que caracteriza a extensao da hidrélise
do amido e também indica uma média do peso molecular. Conforme se aumenta o grau
de hidrdlise, a média do peso molecular diminui e a DE aumenta. Esta € uma medida
essencialmente empirica da quantidade de acucar redutor presente no produto (ARAUJO-
DIAZ et al., 2017). A dextrose usada como padrdo é o amido (DE=0) e a glicose
(DE=100), que nada mais € do que acucares simples. Entdo, a definicdo de maltodextrina
pode ser a de todo material que tenha um DE entre 3 e 20. A DE reflete, simplesmente, o
poder de reducdo, e indica sua estabilidade e sua funcionalidade (PYCIA et al., 2017).

A maltodextrina consiste de uma mistura de sacarideos com uma ampla
distribuicdo do peso molecular entre polissacarideos e oligossacarideos e esta disponivel
no mercado na forma de p6, podendo também ser encontrada como solugédo concentrada
(CAMPELO et al., 2017).

O material microencapsulado é coberto por um filme que protege o nucleo. As
maltodextrina de alta DE (15 a 20) protegem o aroma contra a oxidacdo, sugerindo a
importancia da DE na funcionalidade dos sistemas de encapsulamento, e pertencem as
matrizes mais comumente utilizadas como agente microencapsulante na éarea de
alimentos (OGASAVARA, 2004). Observa-se, também, que o material de parede,
contendo maltodextrina, gema de ovo, gelatina e caseina, mostra 6tima protecédo contra a
oxidacdo (GHARSALLAOUI et al., 2007).

As maltodextrinas com DE entre 10 e 20 sdo as mais indicadas na utilizacdo para o
encapsulamento de aromas, enquanto no encapsulamento de 6leos essenciais sao
utilizadas misturas de maltodextrina com DE entre 5 e 15 e proteina (FERNANDES et al.,
2017).
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Figura 8. Estrutura quimica da maltodextrina.

Fonte:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9b/Maltodextrin.png/800p
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Entre os agentes transportadores disponiveis, a maltodextrina é amplamente
utilizada, considerando seu desempenho satisfatorio, sabor suave, preco razoavel e o fato
de ndo apresentar docura. Em geral, a alta solubilidade em agua contribui para uma
reducdo significativa da viscosidade aparente das goticulas, o que €& favoravel a
liofilizacdo (SILVA et al., 2015; VLADIC et al., 2016). A higroscopicidade, a eficiéncia de
microencapsulacdo e a atividade antioxidante podem ser melhoradas com a adigdo de
maltodextrina durante o processo de secagem e armazenamento. O aumento da DE
aumenta igualmente a barreira de oxigénio e, portanto, a estabilidade oxidativa (ZHOU et
al., 2017).

Entre os métodos existentes para secagem e estabilizacdo das microcapsulas, a
liofilizacdo € um processo delicado de conservacdo devido as baixas temperaturas em
gue a secagem ocorre (BALLESTEROS et al., 2017). Este método consiste na secagem
de um produto previamente congelado no qual a maior parte da agua é removida por
sublimacdo. O método gera produtos de excelente qualidade, uma vez que minimiza as
alteracdes associadas a altas temperaturas (LACZKOWSKI, 2013). A mudanca de estado
fisico da dgua pode resultar em produtos com maior suscetibilidade a oxidac¢édo (PINTO et

al., 2015).

3. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e antiglicante de
saponinas esteroidais de T. terrestris. Além disso, desenvolvimento de um sistema de
liberacdo controlada do extrato rico em saponinas; quantificacdo dos polifendis,
flavonoides e saponinas totais por meio de técnicas espectrofotométricas e de analise em

HPLC do extrato, e dos compostos liberados pelas microcapsulas.
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4. Material e Métodos
4.1 Obtencéo do extrato seco padronizado de T. terrestris

O extrato seco de T. terrestris foi obtido diretamente de fornecedores de matéria-
prima farmacéutica. O extrato seco padronizado contendo 43,21% de saponinas totais foi
adquirido acompanhado da certificacdo de qualidade fisico-quimica e microbioldgica. (cf.

Anexo 1).

4.2 Obtencao do extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris

Dez gramas do extrato seco padronizado de T. terrestris foi adicionado a 250 mL
de cloroférmio, durante 1 h, sob agitacdo a temperatura ambiente. O extrato cloroférmico
obtido foi filtrado e o material vegetal novamente extraido em aparelho Soxhlet, trés
vezes, sob refluxo, com 250 mL de etanol a 70% durante 1 hora. Os extratos foram
reunidos, e o solvente removido em aparelho rotaevaporador sob pressdo reduzida. A
solucdo aquosa resultante foi congelada, liofilizada e armazenada, sendo esta
metodologia realizada de acordo com Dinchev et al. (2008) e Ren et al. (2015). Apos
realizacdo da extracdo e obtencdo do extrato seco, o rendimento total de saponinas foi

determinado em gramas.

4.3 Determinacao de polifendis, flavonoides e saponinas totais

4.3.1 Determinacdo de polifendis totais

Para a determinacdo de polifendis totais foi utilizado o método do reagente de
Folin-Ciocalteu (molibdato, tungstato e acido fosférico), utilizando-se acido galico como
padrao de comparacao. A cada 0,5 mL de amostra (extratos) foram adicionados 5 mL de
agua destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos, foi adicionado
1 mL de solucdo de Na2COs saturada a 10% e a mistura ficou armazenada por 1 hora. A
absorbancia foi medida a 725 nm em espectrofotdmetro. As analises foram realizadas em
triplicata e os resultados expressos em mg de acido galico por g de extrato seco. As
concentracOes avaliadas foram 1000 pg/mL para os extratos padronizado e enrigquecido
com saponinas. Para as microcdpsulas a concentracao foi de 10.000 pg/mL, assim como

para o produto de liberacdo das microcdpsulas.

4.3.2 Determinacgéo de flavonoides totais
A determinacdo dos teores de flavonoides totais dos extratos foi quantificada por
espectrofotometria, e as amostras foram preparadas de acordo a metodologia de Zhishen

et al. (1999), baseado na complexacdo dos flavonoides com AICls, ocorrendo o
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deslocamento das bandas de absorcdo para maiores comprimentos de onda. Uma
aliquota de 250 pL dos extratos em diferentes concentracdes foi misturada com 1,25 mL
de agua destilada e 75 uL de uma solugdo de NaNO2 a 5%. Apos 6 minutos, 150 uL de
uma solucéo de AICI3/H20 a 10% foi adicionada. Depois de 5 minutos, 0,5 mL da solucéo
de NaOH 1M foi adicionada e, entdo, o volume total completado com 2,5 mL de agua
destilada. As amostras foram agitadas em vértex; a absorbancia, mensurada a 510 nm.
Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados obtidos expressos em mg
de rutina por g de extrato. As concentracbes avaliadas foram de 1000 pg/mL para os

extratos padronizado e enriquecido com saponinas.

4.3.3 Determinacdo de saponinas totais e preparo do extrato e padrdes para
anélise em HPLC-DAD/MS

O extrato enriguecido com saponinas seco foi previamente preparado. Para tanto,
200 mg foram dissolvidos em 1,0 mg/mL de Metanol PA grau HPLC. A solugéo foi levada
ao banho ultrassénico por 5 min. Apés dissolugdo do extrato em metanol, a amostra foi
aplicada em cartucho de SPE de 0,45 pm (Macherey-Nagel Chromabond® C18 EC) para
ser filtrado. Uma aliquota de 2 uL foi injetada no sistema de analise LC/DAD/MS para
coleta dos dados cromatograficos.

Para preparacdo dos padrées de saponinas, a diosgenina foi diluida em 1 mL de
etanol grau HPLC, com a concentracao final de 2,6 mg/mL, e com o auxilio de ultrassom e
centrifugacéo por 2 min a 100 rpm, utilizando para a analise o sobrenadante. O padrao de
protodioscina foi diluido em 1 mL de etanol grau HPLC, com a concentracao final de 1
mg/mL.

Para infusdo direta dos padrées em Espectrometria de Massa foi utilizado um
eppendorf de 2 mL, 5 pL da solucdo obtida na preparacdo para o HPLC. Estas foram
diluidas em 995 pL de solucéo de infusdo Metanol: Agua (1:1).

A andlise foi realizada utilizando um HPLC Shimadzu® Prominence: sistema
modular binéario, contendo: duas bombas LC-20AD, desgaseificador de fase movel DGU-
20A3R, amostrador automatico SIL-20AHT, forno para colunas CTO-20A, detector de
arranjo de diodos SPD-M20A e software Bruker Daktonics, DataAnalysis, Versao 4.,
acoplado a um espectrometro de massas: Bruker® Amazon, com configuragdo ESI-IT-
MS.

A separagéao por HPLC foi realizada em uma coluna Luna C18 (250 x 4.6 mm 5 pm)
(Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA). Fase movel: acetonitrila + 0,1% Ac. Férmico (A) e

Agua + 0,1 % de Ac. Formico. Gradiente: 05-100% de A em B em 40 min. A cromatografia
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foi realizada a 40°C com fluxo de 1 mL/min. As amostras foram monitoradas por detector
PDA na faixa de 200-800 nm.

Os parametros de ionizagcédo foram: tensdo capilar 4500V; tensdo da placa final -
500 V; nebulizacdo de gas de nitrogénio a 50,0 p.s.i.; gas de secagem de 10l/min de
nitrogénio a 300°C. A faixa de aquisicao foi de 50 a 1500 m/z. Os espectros de MS-MS
foram gravados no modo auto-MS-MS. A amplitude de fragmentacgéao foi ajustada para 1,0
V. Os espectros de massa foram adquiridos simultaneamente usando ionizagao por

eletropray nos modos de ionizacao positiva.

4.4 Microencapsulacao

4.4.1 Microencapsulacao dos extratos em Maltodextrina

A metodologia utilizada na microencapsulacdo do extrato padronizado e
enriquecido contendo saponinas de T. terrestris foi realizada de acordo com a proposta
por Laczkowski (2013) com adaptacbes laboratoriais. Foram preparadas solucdes
contendo 0,5, 1,0 e 2,0 gramas de extrato, dissolvido em 5 mL de etanol, formando
solugdes de 10%, 20% e 40%. Em seguida, foram pesadas as quantidades de 5, 10 e 20
gramas de maltodextrina DE20, dissolvida em 80 mL de agua destilada a 60°C. Apés a
dissolucdo completa da maltodextrina, a solucédo foi resfriada a temperatura ambiente,
sendo adicionada a solucéo contendo o extrato. A solugéo foi agitada separadamente em
agitador mecanico por um periodo de 30 minutos a 2500 rpm. ApOs o periodo de
agitacado, a solucdo contendo as microcapsulas foi concentrada em rotaevaporador. Cada
uma das solucbes, obtidas com as respectivas proporcdes, de ambos os extratos, foi
previamente congelada e submetida a processo de secagem em liofilizador. Apds o
periodo de secagem, obteve-se um p6 seco e fino, por meio de moagem do liofilizado. Os
pos de maltodextrina com as microcapsulas foram avaliados por meio dos testes
antioxidante do DPPH e FRAP, de acordo com a descricdo efetuada nos subitens 3.5.1 e
3.5.2, respectivamente, e foram determinados os polifendis totais conforme indicado no
subitem 3.3.1.

4.4.2 Avaliacdo das microcépsulas

4.4.2.1 Eficiéncia da encapsulacéao de acordo com compostos fendélicos (%).

Foi considerada como eficiéncia de encapsulacdo a relacdo existente entre a
guantidade de compostos fendlicos ndo encapsulados, presentes na superficie das
microparticulas, e o total de compostos fendlicos que foi microencapsulado. O

experimento para determinar a eficiéncia da encapsulacéo foi dividido em duas partes,
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sendo a primeira a de extracdo dos compostos fendlicos que nao foram
microencapsulados, e a segunda, apos a ruptura e liberagcdo das microparticulas, para
guantificacdo dos compostos fendlicos que nelas estavam contidos. A eficiéncia de
encapsulacéo foi calculada utilizando-se a seguinte equacéo: Eficiéncia de encapsulacao
(%) = (FT- FS) / ST x 100, onde ST (polifendis totais apds a ruptura) é a quantidade de
compostos polifendlicos de uma quantidade conhecida de microcdpsulas e FS
(compostos polifendlicos da superficie), a quantidade de compostos fendlicos

(saponosidico) contida ha mesma quantidade de microcapsulas.

4.4.2.2 Ruptura das microparticulas para liberagcdo dos compostos

Para a liberacdo dos ativos das microcapsulas produzidas com maltodextrina D20
(ME20), sua estrutura de revestimento foi completamente rompida de acordo com método
proposto por Robert et al. (2010), com adaptacfes. As microcapsulas foram pesadas de
acordo com o teor de sélidos totais (ST), onde ST= [(MD20+Extrato TT) - MD20 inicial]. As
microcapsulas foram dispersas em 1 mL de solucdo de etanol, acido acético e agua
(50:8:42 viviv). Esta disperséao foi agitada utilizando-se o agitador Vértex por 1 minuto e,
em seguida, sonicada com frequéncia de 50Hz, duas vezes por 20 min (com intervalo de
5 minutos). O sobrenadante foi centrifugado a 10.000 G durante 5 min e, em seguida,
filtrado em filtro Millipore (0,45 um). A solucdo resultante da liberacdo das microcdpsulas
foi avaliada por meio dos testes antioxidante do DPPH e FRAP, de acordo com a
descricao realizada nos subitens 3.5.1 e 3.5.2, respectivamente, e foram determinados os

polifendis totais, conforme subitem 3.3.1.

4.4.2.3 Andalise das microcapsulas por diferencial de varredura em
espectrofotometria

A analise das microcapsulas por diferencial de varredura em espectrofotdmetro foi
executada de acordo com a metodologia empregada por Sousdaleff et al., (2013), para a
determinacdo do pico de absor¢cdo das microcapsulas. As mesmas foram diluidas em
agua e etanol PA na concentracdo de 0,05 g/mL para cada formulagdo de microcéapsulas.
Aliguotas de 1 mL foram retiradas para leitura em espectrofotbmetro UV-VIS, com
absorbancia de 200 a 800 nm e com intervalo de 50 nm, utilizando-se como branco a
solucdo de éagua e A&lcool etilico PA. Como padrbes de varredura foram utilizados
maltodextrina e extrato padronizado seco de T. terrestris. Os espectros foram realizados

em triplicata. Todos os procedimentos foram mantidos protegidos da luz.
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4.4.2.4 Analise estrutural das microcapsulas em microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

A estrutura e a morfologia das microcdpsulas foram observadas em MEV. Para
tanto, pequenas quantidades de amostras de microcdpsulas foram colocadas na
superficie de fita dupla face e fixadas em "stubs". A amostra foi observada

sistematicamente sob ampliagées a 1500, 2000, 3000 e 4000 vezes.

4.5 Avaliacdo da Atividade Antioxidante para os extratos (padronizado e
enriguecido); microcapsulas contendo os extratos e produto da liberacdo das

microcapsulas

4.5.1 Atividade sequestradora do radical DPPH

A atividade antioxidante do extrato para o radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) foi avaliada conforme metodologia descrita por Blois, (1958). Os
experimentos foram realizados em triplicata para fins estatisticos, utilizando-se a solucéo
de 1 mL de tampé&o acetato (pH 5,5 e 100 mM), 1,25 mL de etanol P.A., 250uL de solugao
de DPPH (500 uM) e 50 uL das amostras. Os extratos reagiram com o radical DPPH por
um periodo de 30 minutos em ambiente de pouca luminosidade e em seguida foram
submetidos ao espectrofotbmetro UV-Vis a um comprimento de onda de 517 nm. O
calculo da atividade antioxidante foi efetuado de acordo com a férmula: Atividade
antioxidante (%) = [(Acontrole-Aamostra) / Acontrole] X 100, onde Acontrole € @ absorbancia do
controle (contém todos o0s reagentes exceto a amostra) e Aamosta € a absorbancia da
amostra ap6s 30 minutos. O acido galico foi aplicado como controle positivo na
concentragéo de 100 pg/mL.

As concentracdes avaliadas dos extratos padronizado e enriquecido com
saponinas foram de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pug/mL. Ja para as microcapsulas

e para o produto de liberacao das microcapsulas, a concentracao foi de 10.000 pg/mL.

4.5.2 Poder de reducao do Ferro (FRAP)

Para a determinacao da atividade antioxidante por meio da reducéo do ferro (FRAP
Ferric Reducing Antioxidant Power) (RUFINO et al., 2006), o reagente FRAP foi
preparado no momento da analise, por meio da mistura na concentracdo de 10:1:1 de
tampé&o acetato (300 mM, pH 3,6), solugdo TPTZ (10 mM TPTZ em 40 mM HCI) e FeCls
(20 mM) em solugédo aquosa, respectivamente. Uma aliquota de 90 pL da solucéo de

extrato foi adicionada a 270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP e incubada
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a 37°C em banho-maria por 30 minutos. As absorbancias foram medidas apds esse
tempo a 595 nm e o espectrofotometro zerado com o reagente FRAP. Os resultados
foram expressos em uM equivalente de Trolox (ET) por g de extrato seco.

As concentracdes avaliadas dos extratos padronizado e enriquecido com
saponinas foram de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL. Ja para as microcapsulas

e para o produto de liberacdo das microcipsulas, a concentracao foi de 10.000 pg/mL.

4.5.3 Inibicdo da peroxidacao lipidica

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da peroxidacéo lipidica
foi empregada a metodologia do TBARS (tiobarbituric acid reactive species), descrita por
Guimaraes et al. (2010), com algumas modificagdes. A gema de ovo foi homogeneizada
(1%, p/v) em tampédo PBS (20 mM / pH 7,4). Deste homogenato, 1 mL foi sonicado e
homogeneizado com 0,1 mL dos extratos padronizado e enriquecido com saponinas
diluidos em diferentes concentrac¢des (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL) ou
controle positivo (Trolox 140 pg/mL). A peroxidacao lipidica foi induzida pela adi¢éo de 0,1
mL de solugdo de 2,2’-azobis-2-amidinopropano (AAPH; 0,12 M), durante 30 min em
banho-maria a 37°C. Apés o resfriamento em temperatura ambiente, foram adicionadas
as reacoes 0,5 mL de &cido tricloroacético (15%) e 0,5 mL de acido tiobarbittrico (0,67%),
aquecidos em banho-maria a 97°C por 15 minutos. Apés este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 1200 rpm durante 10 minutos e, em seguida, incubadas em banho-de-
gelo por mais 15 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi determinada em
espectrofotometro a 532 nm, e o0s resultados, expressos em porcentagem de TBARS

formadas apenas por AAPH sozinho (controle positivo de lipoperoxidacéo).

4.5.4 Atividade sequestradora de 6xido nitrico

Para a avaliacdo da capacidade sequestradora de 6xido nitrico (NO), utilizou-se a
metodologia descrita por Marcocci et al. (1994), com modificacdes. O NO foi gerado por
decomposicdo espontanea de nitroprussiato de sodio (NPS) em tampéo fosfato salino
(PBS) e quantificado pela reagéo colorimétrica de Griess, onde ocorre a formacdo de um
cromoforo réseo durante a diazotagdo do nitrito com a sulfanilamida e a subsequente
complexacdo com o natftiletilenodiamino (Green et al., 1982). Uma mistura reacional
contendo 320 pL de solucdo dos extratos padronizado e enriquecida com saponinas
diluidas em diferentes concentracdes (5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 pg/mL), 360 pL
NPS (25 mM/ PBS pH 7,4) e 215 L de reagente de Griess foi adicionada em tubos de
ensaio e incubada em banho-maria a 37°C por 2 horas, na auséncia de luz. A
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absorbancia do teste foi determinada em espectrofotdmetro a 540 nm. Os resultados
alcancados foram submetidos a uma equacdo da reta, obtida pela regresséo linear de
uma curva de calibracdo padréo de nitrito de sddio, atingida sob as mesmas condi¢des do

teste, e os resultados foram expressos em quantidade de nitrito formado (UM/mL).

4.5.5 Método hemolitico

4.5.5.1. Obtencéo de Eritrocitos

Todos o0s procedimentos realizados neste protocolo de estudo receberam
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista — UNESP
— Campus Assis — SP (Processo n°® 833.386, aprovado em 16/09/2014) (Anexo 2). O
sangue foi coletado em tubos com EDTA de um voluntério sadio, do sexo masculino, por
puncdo venosa, com idade variando entre 30 e 40 anos. Logo apos, centrifugou-se o
material (2500 rpm/5min, a temperatura ambiente) para se alcancar a fracao
correspondente aos eritrocitos. Os eritrécitos foram lavados trés vezes em solucéo
tampdo PBS (pH=7,2) por meio do processo de centrifugacdo (2500 rpm/5min).
Posteriormente, realizou-se a diluicdo para a obtencao da suspensao de eritrocitos a 10%

em tampéo PBS.

4.5.5.2 Ensaio de hemdlise oxidativa

Para o ensaio de hemolise oxidativa recorreu-se ao método descrito por Yang et al.
(2006) e Banerjee et al. (2008), com modificacbes. Uma suspensao de eritrécitos a 10%
foi incubada com AAPH (50 mM) na presenca ou auséncia dos extratos em diferentes
concentracOes (extratos padronizados foram de 500 e 1000 pg/mL e extrato enriquecido
com saponinas 3000, 5000 e 10.000 pg/mL) por 6 horas em banho-maria a 37°C. A cada
60 minutos, aliquotas de 400 pL foram retiradas, transferidas para tubos eppendorf,
centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos. Em seguida, realizou-se a leitura
espectrofotométrica do sobrenadante. A hemolise péde ser determinada pela leitura da
absorbancia de hemoglobina a 540 nm e calculada de acordo com a equacgéao: Hemolise
(%) = [(Aamostra-Acontrole negativo) / Acontrole positvo - Acontrole negativo]X100, onde Aamostra € a
absorbancia do teste na presenca do extrato; Acontrole positivo € @ absorbancia do controle
positivo (suspensao de eritrocitos 10% + AAPH 50 mM) e representa 100% de hemdlise;
Acontrole negativo € @ absorbancia do controle negativo (suspensédo de eritrocitos 10% +
tampdo PBS) e representa auséncia de hemolise. Realizou-se o experimento em triplicata

para a analise estatistica e os resultados foram expressos em porcentagem de hemdlise.
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4.6 Avaliacao da atividade antiglicante

4.6.1 Mobilidade relativa em eletroforese (MRE)

A MRE po6de ser avaliada de acordo com a metodologia descrita por Miura et al.
(1994). O BSA (0,3 mg/mL de proteina) foi diluido em 10 mM tampéao fosfato (PBS),
ribose (400 mM) e aminoguanidina (1 mM) a 37°C durante 24h, na presenca e auséncia
dos extratos (0,1 mg/mL). A SDS-PAGE foi realizada com 5% de gel de empilhamento e
8% de gel de separacdo. Uma aliquota de solugdo de BSA glicada foi misturada com um
volume igual de SDS tampéo de amostra (20 mg/mL de SDS, 30% glicina, 0,25 M tampé&o
Tris-HCI, pH 6,8) e fervida por 3 minutos. Da solucdo mista, 15 pL foram aplicados no gel
de empilhamento, e executou-se o gel de separagcdo em uma corrente constante de 30
mA, por aproximadamente 3 horas. Apés a finalizacdo da eletroforese, foi fixado o gel
com &cido acético e, em seguida, corado com Coomassie-Blue (R-250). Os resultados
foram observados na MRE empregando-se o BSA nativo como base. As concentracdes
finais de aminoguanidina (1 mM) e de BSA (0,3 mg/mL de proteina, sem adicdo do

extrato) foram utilizadas como os controles positivos e negativos, respectivamente.

4.6.2 Determinacao de grupos de amina livres

Os grupos de aminas livres das amostras glicadas foram determinados pelo
método de ortoftaldialdeido (OPA) (FAYLE et al., 2001; LEDESMA-OSUNA et al., 2008).
O reagente OPA foi preparado com 25 mL de borato de so6dio 0,1 M; 2,5 mL de SDS a
20%; 100 uL de 2-mercaptoetanol; 40 mg de OPA (dissolvido em 1 mL de metanol) e
ajustado a um volume de 50 mL com agua destilada. Uma aliquota das amostras, depois
de aquecidas, passada por didlise por 24 horas e contendo 50 pg de proteina foi
misturada com 1 mL de reagente OPA, incubada durante 2 minutos a temperatura
ambiente; em seguida, mensurou-se a absorcdo a 340 nm contra um branco contendo o
reagente OPA. O BSA tratado com ribose foi considerado tendo maxima reducao de
grupos amina disponiveis. Para a determinacdo da atividade utilizou-se a férmula,
expressa em porcentagem de reducao de glicacdo, RG% = ((AbSamostra — AbScontrole) /
AbScontrole)X100, onde AbsSamosta € 0 tratamento que inclui BSA com ribose e o agente
antiglicante (Aminoguanidina ou extrato), e Abscontrole € 0 tratamento com BSA e ribose
apenas.

4.6.3 Determinacéao da fluorescéncia de AGEs

A mesma mistura reacional utilizada para determinacdo de aminas livres foi
incubada em estufa a 37°C por 7 dias. A formagéo de AGEs foi determinada pela medida

de suas caracteristicas fluorescentes utilizando a excitacédo e emissdo maxima de 360 e
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460 nm, respectivamente. A leitura foi realizada em duplicata e os resultados expressos

por porcentagem de inibicdo de formacao de AGEs.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados pelo software BioEstat, versao 5.0, por meio da
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey como post hoc teste. Em
todos os casos, as diferencas puderam ser consideradas significativas quando p<0,5.

5. Resultados e Discusséao

5.1 Rendimento de compostos saponinicos do extrato enriquecido

Apos realizacdo da extracdo direcionada para obtencéo do extrato enriquecido com
saponinas, o rendimento total do extrato seco foi de 2,45 g de extrato, de acordo com o
método descrito no subitem 3.2. Resultados de rendimento semelhantes foram
demonstrados por Dinchev et al. (2008) e Ren et al. (2015), que padronizaram a

metodologia de enriquecimento com saponinas em extratos de T. terrestris.

5.2 Determinacdo de polifendis, flavonoides e saponinas totais

Na tabela 1 estdo apresentados os valores da determinacdo de polifendis e
flavonoides totais presentes nos extratos padronizado e enriquecido com saponinas.
Tanto para o0 extrato padronizado como para 0 enriguecido com saponinas foram
avaliados o conteudo total de polifendis e flavonoides na concentracdo de 1000 pg/mL. O
extrato padronizado de T. terrestris apresentou 220,58 mg de polifendis totais,
equivalentes ao acido gélico/g de extrato, e 25,67 mg de flavonoides totais, equivalentes a
rutina/g de extrato. Para o extrato enriqguecido com saponinas, foram obtidos 258,00 mg
de polifendis totais, equivalentes ao acido galico/g de extrato, e 155,13 mg de flavonoides
totais, equivalentes a rutina/g do extrato. O extrato enriquecido apresentou
aproximadamente 17% a mais de compostos polifendlicos; porém, a extracao utilizada
para a sua obtencdo visou 0 enriquecimento dos compostos saponosidicos. Contudo,
para a determinagéo de flavonoides totais foi observado um aumento de 6 vezes para o
extrato enriquecido em comparacao ao extrato padronizado, demonstrando, assim, que a
extracdo direcionada para compostos saponosidicos também resultou no aumento de
flavonoides totais neste extrato. Resultados semelhantes foram observados por Granato

et al, (2013); Cartaxo-Furtado et al. (2015) e Qasim et al. (2017), que demonstraram a
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presenca de diferentes compostos polifendlicos, entre eles, os flavonoides em extratos

desta espécie.

Tabela 1 — Determinacdo do conteudo polifendlico e flavonoides totais nos extratos

padronizado e enriquecido com saponinas de T. terrestris.

Tribulus terrestris Polifendis Totais Flavonoides Totais (mg
(1000 pg/mL) (mg EAG/g" de extrato seco) ER/g™ de extrato seco)
Extrato padronizado 220,58 25,67
Extrato enriquecido 258,00 155,13

* EAG = Equivalente a Acido gélico; ** ER = Equivalente Rutina

As saponinas totais do extrato enriquecido foram determinadas por HPLC-MS. Os
perfis estdo apresentados na Figura 9, assim como a deteccdo da presenca de outros
compostos, como flavonoides e acucares. Foi possivel observar a presenca das
saponinas protodioscina e diosgenina descrevendo 0 mesmo tempo de retencao e peso
molecular que os padrdes utilizados. Além destas duas saponinas, foi observada também
a presenca da hecogenina e gitogenina, tanto em perfil cromatografico quanto peso
molecular avaliado em espectro de massa, sendo que esta Ultima se apresentou como
saponina majoritaria no extrato enriquecido. Resultados semelhantes foram relatados por
Mulinacci et al. (2003); Nifio et al. (2007); lvanova et al. (2014), utilizando extratos obtidos

de diferentes partes vegetais da espécie T. terrestris.
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Figura 9: Perfil cromatogréafico por HPLC/MS do extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris. A — perfil da Gitogenina; B — perfis da
Hecogenina, Diosgenina e Protodioscina
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5.3 Eficiéncia da encapsulacéo de acordo com compostos polifendlicos totais

Na tabela 2 estdo expressos os valores da porcentagem de eficiéncia de
encapsulacdo do extrato padronizado de T. terrestris, de acordo com a determinag&o do
conteudo de polifendlicos antes de encapsular, encapsulado e apés a liberacdo das
microcapsulas. Foi possivel constatar que o protocolo utilizado para o processo de
encapsulacéo do extrato obteve eficiéncia variando entre a porcentagem de extrato e
maltodextrina, sendo que a maior eficiéncia foi observada para a diluicdo de 2 g do extrato
padronizado de T. terrestris, onde a eficiéncia média foi de 90,44%, levando-se em
consideracdo as diferentes diluicbes de maltodextrina. Foi possivel notar que a diluicdo
somente contendo maltodextrina ndo apresentou contetdo de polifendlicos detectado pelo
método de determinacao utilizado neste estudo. Semelhantemente, na tabela 3 estédo
expressos 0s valores da porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo do extrato
enriquecido com saponinas de T. terrestris. No entanto, foram avaliadas somente as
diluicbes de 0,5 g de extrato e 5 g de maltodextrina, e 1,0 g de extrato e 10 g de
maltodextrina, nas quais foi possivel observar uma eficiéncia de 100% de encapsulagéo
para ambas diluicdes. E possivel constatar também que o contetido de polifendlicos apos
a ruptura e liberacdo das microcédpsulas foi maior que o extrato sem encapsular. Este
aumento pode estar relacionado com a liberacdo de compostos polifendlicos durante a
realizacdo do protocolo de liberacdo e com a maior concentracdo de polifendis e
flavonoides observada no extrato enriqguecido em comparacdo ao extrato padronizado
(Tabela 1). Resultados semelhantes de eficiéncia de encapsulacdo foram demonstrados
por Robert et al. (2010) e Negrdo-Murakami et al. (2017), que estudaram a eficiéncia e
estabilidade de microcdpsulas de maltodextrina contendo diferentes compostos
polifendlicos (6leos esséncias, terpenos, saponinas, flavonoides e taninos).
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Tabela 2 - Determinacdo da porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo do extrato
padronizado de T. terrestris, obtida por meio da dosagem dos compostos polifendlicos
totais, antes de encapsular, encapsulado e ap6s a liberacdo das microcapsulas, em

diferentes diluicdes de extrato e maltodextrina.

Polifendis totais (mg EAG/g)

Extrato padronizado % Eficiéncia

Sem . -
(10000 pg/mL) + MD2o (g) encapsular Encapsulado Liberado  Encapsulagao
05+5 10,01 2,20 9,33 71,22
0,5+ 10 5,20 - 4,10 78,84
0,5+ 20 1,86 - 1,20 64,51
10+5 15,50 - 15,21 98,00
1,0+ 10 4,20 - 3,52 83,80
1,0+ 20 9,10 2,30 5,25 32,41
20+5 29,24 - 26,40 90,28
2,0+ 10 26,30 - 25,90 98,47
2,0+ 20 18,90 1,99 17,60 82,59
0,0+5,0 - - - -
0,5+0,0 135,20 - - -

* EAG = Equivalente a Acido galico de extrato seco

Tabela 3 - Determinacdo da porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo do extrato
enriquecido com saponinas de T. terrestris, obtida por meio da dosagem dos compostos
polifendlicos totais, antes de encapsular, encapsulado e ap6s a liberacdo das

microcapsulas, em duas diluicBes de extrato e maltodextrina.

Polifendis totais (mg EAG/g” de extrato seco)

Extrato enriquecido % Eficiéncia

Sem . ~
(10000 pg/mL) + MD2o (@) encapsular Encapsulado Liberado  Encapsulagéo
05+5 15,20 - 82,6 100
1,0+ 10 6,80 - 29,6 100
0,0+5,0 - - . )
0,5+0,0 235,00 - - -

* EAG = Equivalente a Acido galico

5.4 Andlise das microcapsulas por diferencial de varredura em espectrofotometria
Nas figuras 10 e 11 estdo apresentados os valores das absorbancias pelo
comprimento de onda alcancados no espectrofotdmetro de varredura para as
microcapsulas obtidas com extrato padronizado de T. terrestris, diluidas em agua e etanol
PA, respectivamente, na concentracdo de 10.000 pg/mL e em diferentes diluicdes em

proporcdo de extrato com maltodextrina. Para o extrato padronizado e diluido em agua
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(Figura 10), é possivel perceber uma absorbéancia seguida de espalhamento de luz em
comprimento de onda menor que a luz visivel, estando na regido do ultravioleta (200 a
400 nm). De acordo com o comportamento espectrofotométrico da absorbancia, é
possivel constatar que a solucdo encontra-se com grande numero de particulas
dispersas, dificultado a propagacdo da luz pelo meio, evidenciando, assim, a baixa
diluicdo das microcépsulas contendo extrato.

Para as microcdpsulas de extrato padronizado diluido em etanol (Figura 11), o
perfil de varredura demonstra que a absorbancia e o espalhamento de luz foi menor,
principalmente em comparacdo com o extrato padronizado, sem incorporacdo da
maltodextrina, evidenciando, desse modo, a alta capacidade de diluicdo das
microcapsulas no etanol. Este método de analise de diluicdo de particulas esta de acordo
com o descrito por Paschoal et al., (2003), e os resultados obtidos com os compostos
polifendlicos encapsulados estdo em conformidade com Silva et al., (2013) e Matos et al.,
(2016), que demonstraram o comportamento de diluicdo de diferentes compostos
polifendlicos pelo perfil espectrofotométrico de varredura. Ainda sobre a capacidade de
diluicho do extrato padronizado e diluido em etanol, é possivel observar que a
maltodextrina DE20, além de promover a encapsulacdo, aumentou a capacidade de

diluicdo do extrato e de seus componentes.

mMD 5g +TT 0,59
aMD5g +TT 1g
MD 5g + TT 2g
t =MD 10g + TT 0,5g
35 =MD 10g + TT 1g
3 MD 10g + TT 2g
25 =MD 20g + TT 0,5g
2 : mMD 20g+ TT 1g
15 mMD 20g+ TT 2g

Absorbancia

mMD 5g

uMD 10g
s MD 20g
mTT 0,59
=TT 1,09

550 ¢
600 ¢

200 250
%Y 300 350
> 400 450

500

Comprimento de onda (nm)

Figura 10: Valores das absorbancias, pelo comprimento de onda, alcancados no
espectrofotometro de varredura para as microcapsulas obtidas com extrato padronizado
de T. terrestris (10.000 pug/ mL), diluidas em &gua em diferentes diluicbes em proporcéo
de extrato com maltodextrina.
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Figura 11: Valores das absorbancias, pelo comprimento de onda, alcancados no
espectrofotobmetro de varredura para as microcapsulas obtidas com extrato padronizado

de T. terrestris (10.000 pg/mL), diluidas em etanol em diferentes diluicdes em proporcéo
de extrato com maltodextrina.

5.5 Andlise estrutural das microcapsulas em microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

Na figura 12 sdo exibidas as imagens correspondentes as particulas produzidas
com diferentes concentracdes de extrato enriquecido em saponinas e maltodextrina. De
modo geral, as microcdpsulas revelaram formato com superficies irregulares, havendo um
espacamento entre elas, o que é caracteristico das particulas produzidas pelo processo
de liofilizacdo. Para obter os espectros de absorcédo 6ptica, a frequéncia de modulacéo da
luz foi fixada em 25Hz . O tamanho variou entre 10 um e 100 um e aumentos de 500 e
2000 vezes. Maiores concentracfes de maltodextrina resultaram em uma melhor
visualizacdo e regularidade na estrutura das microcapsulas, como pode ser constatado
nas figuras 12 C e 12 D. Resultados semelhantes foram observados por Tonon et al.
(2009); Ferrari et al. (2012) e Santiago-Adame et al. (2015), que apresentaram a

microestrutura das microcapsulas formadas por maltodextrina, porém obtidas a partir da
técnica de spray dryer.
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Figura 12: Micrografias eletrbnicas das microcapsulas de maltodextrina DE20 contendo
extrato enriquecido em saponinas de T. terrestris em diferentes concentracdes: A e B=0,5
g de extrato + 5,0 g de Maltodextrina, e C e D= 1,0 g de extrato + 10 g de maltodextrina,
em diferentes aumentos, quais sejam, A e C em 500 vezes e B e D em 2000 vezes.

5.6 Atividade antioxidante para os extratos padronizado e enriquecido (DPPH,
FRAP, TBARS e NO)

Para o teste antioxidante por meio da atividade sequestradora do radical DPPH,
utilizou-se o extrato padronizado diluido em diferentes concentracdes, que variaram de 5
a 1000 pg/mL. A tabela 4 mostra que as maiores atividades antioxidantes foram
observadas nas concentra¢gdes de 500 (82,22%) e 1000 pg/mL (92%). Quanto ao controle
positivo (acido galico), percebeu-se uma atividade de 74,56% na concentracdo de 100
pHg/mL. Os valores observados para as concentracbes de 500 e 1000 pg/mL néo
apresentaram diferenca estatistica entre si e em comparacao ao controle positivo. Apos
realizacdo do céalculo do EC50, foi possivel constatar que 436,59 pg/mL sdo necessarios
para sequestrar em 50% o radical DPPH. Semelhantemente ao observado no teste do
DPPH, a atividade antioxidante avaliada pelo teste FRAP mostrou que o maior potencial
redutor também ocorreu na concentracdo de 1000 pg/mL, que apresentou um valor de
79,56 UM ET/g de extrato seco, significativamente diferente da concentracdo de 500 uM
ET/g de extrato seco (tabela 4).
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Para o ensaio da atividade inibidora da peroxidacao lipidica TBARS, os menores
niveis de TBARS foram observados para a concentracdo de 250 (37,76%) e de 1000
pg/mL  (32,49%), enquanto a concentracdo de 500 pg/mL revelou 45,77%. Esta
diminuicdo foi semelhante ao verificado para o controle positivo (Trolox), que exibiu
49,59% na concentracdo de 1000 pg/mL. No entanto, os valores obtidos com as
diferentes concentragbes avaliadas nao apresentaram diferengas significativas entre si e
em comparac¢ao com o controle positivo (tabela 4).

Quanto a avaliacdo da capacidade sequestradora do radical 6xido nitrico (NO), o
extrato padronizado de T. terrestris expds 35,91 uM/mL de nitrito para a concentracdo de
250 pg/mL; 39,69 uM/mL de nitrito para a concentracdo de 500 pg/mL, e a maior
formacgéo de nitrito foi na concentracdo de 1000 pug/mL, apresentando 45,14 pM/mL de
nitrito (tabela 4). Estes resultados demonstraram que a concentracdo de 250 pg/mL
evidenciou maior capacidade de sequestrar o NO. Entretanto, os valores obtidos com as
diferentes concentragbes avaliadas ndo apresentaram diferengas significativas entre si.
Resultados semelhantes foram relatados por HONG et al., (2002) e SUEISHI et al.,
(2013), que analisaram extratos vegetais com potencial antioxidante pelo sequestro do ion
NO.

Tabela 4 - Atividade antioxidante do extrato padronizado de T. terrestris e controle
positivo acido gélico e Trolox por meio dos testes DPPH, FRAP, TBARS e NO.

Concentracgao Atividade Antioxidante
(g/mL) DPPHY FRAP2 TBARS®" NO*
50 17,77+0,01a ND ND ND
100 25,77+0,01b ND ND ND
250 35,55+0,01c ND 37,76+10,59a 35,91+3,54a
500 82,22+0,01d  28,74+05,01a 45,77+02,65a 39,69+2,17a
1000 92,00+0,01d  79,56+13,47b 32,49+07,17a 45,14+0,36a
AcidoGalico’/Trolox™  74,56+0,01d ND 49,59+0,00a
ECso 436,59 pug/mL

Valores apresentados como médiatdesvio padréo; "Padrdo utilizado como referéncia no teste do DPPH;
"Padrao utilizado como referéncia no teste do TBARS; 1 = % Atividade Antioxidante; 2 yM Equivalente
Trolox/g de extrato; 3 - %TBARS; 4 - nitrito em pM/mL. ND = ndo determinado; Médias e desvio padrdo
seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 0,5% de
probabilidade.

A tabela 5 mostra os valores do teste do DPPH realizado com o extrato enriquecido
avaliado em diferentes concentracdes (de 5 a 1000 pg/mL). As maiores atividades
antioxidantes foram observadas nas concentragbes de 25 pg/mL (36,14%) e 50 pg/mL
(54,45%). Quanto ao controle positivo (acido galico), foi notada uma atividade de 74,56%

na concentragcédo de 100 pg/mL. Os valores observados para as concentracdes de 25 e 50
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pMg/mL apresentaram diferencas estatisticas entre si e em comparagdo ao controle
positivo. Apés realizacdo do calculo do EC50, foi possivel constatar que 44,08 pg/mL séo
necessarios para sequestrar 50% do radical DPPH. Semelhantemente ao percebido no
teste do DPPH, a atividade antioxidante avaliada pelo teste FRAP mostrou que o maior
potencial redutor também ocorreu na concentracédo de 50 ug/mL (499 uM ET/g de extrato
seco), sendo significativamente diferente da concentracéo de 25 pg/mL (255uM ET/g de
extrato seco) (tabela 5).

Ja para o ensaio da atividade inibidora da peroxidacao lipidica (TBARS), os
menores niveis de TBARS foram observados para a concentracdo de 1000 pg/mL
(56,70%) e de 500 pg/mL (66,18%), enquanto a concentragcdao de 250 pg/mL expds
79,42%. Contudo, todos os valores obtidos com as diferentes concentragfes avaliadas
apresentaram diferencas significativas entre si e em comparacdo ao controle positivo
(Trolox) (tabela 5).

Quanto a avaliacdo da capacidade sequestradora do radical 6xido nitrico (NO), o
extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris revelou 15,13 pM/mL de nitrito para a
concentracéo de 250 pg/mL; 17,93 uM/mL de nitrito para a concentracao de 500 pug/mL, e
a maior formacao de nitrito foi na concentragcdo de 1000 pg/mL, apresentando 19,33
UM/mL de nitrito (tabela 5). Estes resultados demonstraram que a concentracao de 250
pg/mL evidenciou maior capacidade de sequestrar o NO; porém, os valores obtidos com

as diferentes concentragdes avaliadas n&do apresentaram diferengas significativas entre si.

Tabela 5 - Atividade antioxidante do extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris e
controle positivo Acido Galico e Trolox por meio dos testes DPPH, FRAP,TBARS e NO.

Concentragao Atividade Antioxidante
(ug/mL) DPPHY FRAP? TBARS®” NO*
5 24,51+9,67a 109+0,0l1la ND ND
10 27,22+10,91a 140+0,01b ND ND
25 36,14+16,04a 255+0,00c ND ND
50 54,45+£26,90b 499+0,02d ND ND
250 ND ND 79,42+0,00a 15,13+0,03a
500 ND ND 66,18+0,00b 17,93+0,00a
1000 ND ND 56,70+0,03c 19,33+0,01a
Acido Galico*/Trolox**  74,56+0,00b 49,59+0,00c
ECso 44,08 pg/mL

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo; ‘Padrao utilizado como referéncia no teste do DPPH;
“Padrdo utilizado como referéncia no teste do TBARS; 1 = % Atividade Antioxidante; 2 uM Equivalente
Trolox/g de extrato; 3 - %TBARS; 4 - nitrito em pM/mL. ND = ndo determinado. Médias e desvio padrao
seguidas de letras iguais na mesma coluna nédo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 0,5% de
probabilidade.
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A avaliacdo antioxidante dos extratos padronizado e enriquecido de T. terrestris,
utilizando os testes de DPPH, FRAP, TBARS e de sequestro do NO, demonstrou que 0s
mesmos apresentam compostos com atividade antioxidante tanto na condicdo de
sequestrantes de radicais livres e de quelantes de compostos indutores de oxidacdo como
também na de inibidores da peroxidacéo lipidica proporcionada pelo AAPH. Contudo, o
extrato padronizado mostrou-se mais eficiente quanto ao sequestro do radical DPPH na
concentracdo de 1000 pg/mL; nesta circunstancia, a atividade resultante foi de 92%. No
entanto, aplicando este mesmo teste o extrato enriquecido obteve mais de 50% de
atividade sequestradora, uma concentracdo vinte vezes (50 pg/mL) menor que a
concentracdo do extrato padronizado. Em acréscimo, apds o célculo da ECso foi possivel
constatar que o extrato enriquecido necessita de uma dose aproximadamente dez vezes
menor (44,08 pg/mL) para sequestrar 50% dos radicais DPPH em comparacdo com o
extrato padronizado (436,59 pg/mL). Esta constatacdo pode ser observada também na
interpolacdo dos resultados dos outros testes antioxidantes (FRAP, TBARS e NO) na
questdo de concentracdo e atividade maxima obtida. De modo geral, e para ambos 0s
extratos, os resultados obtidos de DPPH e FRAP foram semelhantes aos realizados por
Hammoda et al. (2013) e Naz et al. (2017), que demonstraram uma grande capacidade
sequestradora de radicais livres nos extratos desta espécie, classificando a mesma como
uma rica fonte de compostos antioxidantes.

Resultados oriundos deste estudo, empregando o teste do TBARS, tanto com
extrato padronizado como enriquecido de T. terrestris estdo de acordo com o0s
apresentados por Sailaja et al., (2013), os quais demonstraram o efeito inibitério da
lipoperoxidacdo pelo teste TBARS (in vivo) para extrato aquoso obtido de frutos de T.
terrestris. No que diz respeito aos resultados revelados com o extrato enriquecido, é
possivel constatar que os mesmos estdo em conformidade com McAnuff et al., (2003) e Xi
et al., (2013), cujos procedimentos indicaram que extratos enriqguecidos em saponinas,
principalmente em saponinas esteroidais, apresentam um maior potencial antiperoxidagao
lipidica, tanto in vitro como in vivo. De modo geral, outros autores, como Boulanouar et al.
(2013) e Sousa et al. (2015), evidenciaram a importancia de avaliar extratos de origem
vegetal na prevencgdo e/ou inibicdo da atividade antiperoxidagéo lipidica, como método de
assegurar e validar as atividades dos extratos sobre o estresse oxidativo e sobre os
danos causados em moléculas biologicas.

Os valores encontrados no teste do sequestro do NO observados no presente
estudo, tanto para o extrato padronizado como o enriquecido, assemelham-se aos que

foram relatados por Hemalatha e Hari (2013), que demostraram a expressiva atividade



54

sequestradora do NO por extratos e fracbes de saponinas obtidos de T. terrestris. Outros
estudos, realizados por Bhat et al, (2012) e Dakshayini e Basha (2018), também
comprovaram a eficacia em sequestro do NO; porém, avaliaram diferentes extratos

derivados do fruto de T. terrestris.

5.7 Atividade antioxidante para os extratos padronizado e enriquecido (Método
Hemolitico)

Apos obtencdo dos resultados com os testes antioxidantes do DPPH, FRAP,
TBARS e NO, as concentracfes de 500 e 1000 pg/mL do extrato padronizado de T.
terrestris foram selecionadas para realizacdo do ensaio anti-hemolitico em sangue
humano. Na Figura 13 estdo apresentados os resultados da atividade antioxidante pelo
método de inibicdo da hemdlise oxidativa em eritrocitos humanos. Observou-se que o
extrato padronizado inibiu a acdo hemolitica do AAPH. Para a concentracao de 500 pg/mL
nas 32 e 62 horas, revelou uma inibicdo da acdo hemolitica de 93,08% na 32 hora e de
90,27% na 62 hora, em comparacdo ao controle positivo (AAPH). Para a concentracéo de
1000pg/mL, foram notadas uma hemdlise de 11,41% na 52 hora e outra, de 8,78%, na 62
hora, resultando, assim, uma inibicdo hemolitica de 88,59% na 52 hora e outra, de
91,22%, na 62 hora. O controle positivo apresentou um indice de hemolise médio de
94,62% nas seis horas observadas. Os resultados alcancados sugerem um potencial de
atividade anti-hemolitica do extrato padronizado, como relatado por Schmitz et al. (2008),

gue avaliaram diferentes extratos de plantas medicinais por meio do teste hemolitico.
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Figura 13 - Atividade antioxidante pelo método de hemdlise do extrato padronizado de T. terrestris durante
6 horas de incubacdo nas concentracdes de 500 pg/mL e 1000 pg/mL, mensurada a 540nm em
espectrofotdbmetro.
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Na avaliacdo da atividade antioxidante pelo método hemolitico do extrato
enriquecido de T. terrestris, ndo foi possivel observar atividade inibidora do AAPH em
hemolisar eritrcitos sanguineos, pois os valores de hemolise foram maiores que 100%.
Este resultado pode estar correlacionado com a alta capacidade e especificidade das
saponinas em promover hemolise em eritrocitos, como indicado por Baumann et al.,
(2000) e Bissinger et al., (2014). Esta constatacdo também evidencia a presenca
majoritaria de saponinas no extrato enriquecido de T. terrestris preparado e utilizado neste

estudo.

5.8 Atividade antioxidante das microcapsulas contendo os extratos padronizado e
enriquecido (DPPH e FRAP)

Apoés determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo de cada extrato avaliado, e com
a finalidade de constatar a presenca de compostos fendlicos ndo encapsulados, as
amostras das microcapsulas obtidas foram avaliadas pelo teste antioxidante de sequestro
do radical DPPH e do teste FRAP. Na tabela 6, estdo expressos os resultados das
porcentagens antioxidante e redutora de ferro das amostras de microcapsulas
conseguidas com extrato padronizado em diferentes diluicbes, e em dois solventes
distintos (dgua e etanol PA). Por meio da avaliacdo antioxidante realizada foi possivel
verificar a auséncia de compostos fendlicos antioxidantes ligados a parede externa das
microcapsulas ou livres da encapsulacdo, pois somente a diluicAo das microcapsulas
preparadas, 0,5 g de extrato e 5 g maltodextrina em &gua, apresentou atividade
antioxidante mensuravel pelo método do DPPH; porém, esta diluicdo apresentou 6,27%
de atividade antioxidante maxima, sendo que o extrato padronizado sem encapsular e na

mesma diluicéo revelou 89,77%.
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Tabela 6 — Atividade antioxidante de microcapsulas de maltodextrina contendo extrato
padronizado de T. terrestris (10000 pg/mL), em diferentes diluicbes e solventes (agua e
etanol PA).

Extrato padronizado DPPH!  DPPH! FRAP?(uM/mL) FRAP? (uM/mL)
(10000 pg/mL)+ MD2o (g)  Etanol Agua Etanol Agua
0,5+5 6,27 5,72 - -
0,5+10 - -
0,5+ 20 - - - -

1,0+5 - - - -
1,0 + 10
1,0 + 20 - - - -

2,0+5 - - - -
2,0 + 10 - - - -
2,0 + 20 - - - -
0,0 +5,0 - - - -

05+00 89,77 28,0 520,33 8,44
1 = % Atividade Antioxidante e 2 = yM Equivalente Trolox/g de extrato

Para as microcapsulas contendo extrato enriquecido com saponinas de T.
terrestris, pbde-se observar, nas diluicbes em etanol PA avaliadas, uma atividade
antioxidante, tanto na avaliacdo pelo método do DPPH como na do FRAP. As diluicdes
avaliadas nao apresentaram diferencas significativas entre si, em ambos o0s testes;
entretanto, diferiram significativamente em comparacdo com a amostra de extrato

enriquecido diluido e sem encapsular utilizado como controle.

Tabela 7 — Atividade antioxidante de microcdpsulas de maltodextrina (MD2o) contendo

extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris (10000 pg/mL), em diferentes dilui¢des.

Extrato enriquecido DPPH FRAP (uM/mL)
(20000 pg/mL) + MD2o (@) Etanol Etanol
05+5 8,2810,6a 12,84+0,3a
1,0+ 10 8,01+0,9a 14,22+0,2a
0,0+5,0 - R
0,5+0,0 89,77+£3,2b 520,33+11,6b

Valores apresentados como médiatdesvio padréo;1 = % Atividade Antioxidante; 2 uM Equivalente Trolox/g
de extrato. Médias e desvio padréo seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste Tukey a 0,5% de probabilidade.
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Tanto os resultados obtidos com as microcapsulas contendo extrato padronizado
como com o enriquecido estdo de acordo com Negrdo-Murakami et al., (2017), que
avaliou a estabilidade e a formacdo de microcipsulas de mate (llex paraguariensis) por
meio da atividade antioxidante do DPPH e FRAP, utilizando maltodextrina D20 como

agente encapsulador.

5.9 Atividade antioxidante do produto da liberacdo das microcédpsulas (DPPH e
FRAP)

ApoOs constatar a auséncia de compostos fendlicos livres ou colados as paredes
das microcapsulas, estas passaram pelo processo de liberacdo de seus componentes
fendlicos, conforme subitem 3.4.2.2. Logo apéds, os produtos de liberacdo foram avaliados
guanto a atividade antioxidante pelos métodos do DPPH e FRAP. Na tabela 8, estdo
apresentados os valores das atividades antioxidantes dos produtos de liberacdo, onde é
possivel observar que o maior potencial antioxidante avaliado pelo teste do radical DPPH
foi nas diluicbes de 1,0 g+5 g; 2,0 g+10 g; 2,0 g+5 g, apresentando 81,45; 83,12 e
85,29%, respectivamente, sendo que ndo houve diferenca significativa em comparacao
com a amostra de extrato padronizado diluido e utilizado como controle. J4 para o teste
FRAP, houve um aumento do potencial redutor de ferro nas diluicbes de 2,0 g+10 g
(125,01 pM/mL) e 1,0 g+10 g (111,68 pM/mL), diferindo significativamente do extrato

controle, que apresentou 52,33 uM/mL.
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Tabela 8 - Atividade antioxidante do produto de liberacdo de microcapsulas de

maltodextrina contendo extrato padronizado de T. terrestris (10000 pg/mL), em diferentes

diluicdes.
Extrato padronizado DPPH! FRAP?
(10000 pg/mL) + MD2o (g) Etanol Etanol
0,5+5 29,52+1,23a 78,87x2,21a
0,5+10 52,90+3,02b 86,25+2,36a
0,5+ 20 52,14+2,96b 84,96+3,45a
1,0+5 81,45+4,62c 95,20+1,98a
1,0+ 10 74,81+2,27c  111,68+8,27b
1,0+ 20 51,88+2,53b 77,25x3,06a
20+5 85,29+4,89c 88,33+3,52a
2,0+10 83,12+3,97c  125,01+9,13b
2,0+ 20 71,53+2,44c 145,10+9,27¢c
0,0 +5,0 - -
0,5+0,0 89,77+4,86¢C 52,33+£2,08d

Valores apresentados como médiatdesvio padréo;1 = % Atividade Antioxidante; 2 uM Equivalente Trolox/g
de extrato. Médias e desvio padréo seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste Tukey a 0,5% de probabilidade.

Na tabela 9, estdo apresentados os valores das atividades antioxidantes, onde €&
possivel observar que tanto para o teste do radical DPPH quanto para o FRAP nado houve
diferenca entre si, mas apresentou diferenca significativa em comparacdo ao extrato

enriquecido utilizado como controle.

Tabela 9 - Atividade antioxidante do produto de liberacdo de microcapsulas de
maltodextrina contendo extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris (10000 pg/mL),

em diferentes diluicBes e solventes (agua e etanol PA).

Extrato enriquecido DPPH! FRAP?
(10000 pg/mL) + MD2o (g) Etanol Etanol
0,5+5 58,22+1,14a 130,52+5,49a
1,0+ 10 63,48+1,78a 121,70+6.23a
0,0+5,0 - -
0,5+0,0 89,77+4,86b 52,33+£2,08b

Valores apresentados como médiatdesvio padrdo;1 = % Atividade Antioxidante; 2 uM Equivalente Trolox/g
de extrato. Médias e desvio padréo seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente
pelo teste Tukey a 0,5% de probabilidade.
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Os resultados revelados com os testes antioxidantes, aplicados aos produtos de
liberacdo das microcapsulas obtidas, tanto do extrato padronizado como o enriquecido,
demonstraram que 0 processo de liberagcdo das mesmas mostrou-se eficiente e que
também é possivel manter a estabilidade dos compostos fendlicos e sua atividade apods
liberacdo das capsulas. Estes resultados estdo de acordo com Cilek et al., (2012), os
guais comprovaram a eficiéncia de encapsulacdo seguida de liberacdo de compostos
fendlicos, avaliados pelo teste do DPPH e pelos de Negrdo-Murakami et al., (2017), os
guais foram avaliadas a estabilidade e a formac&o de microcapsulas e a liberacado de
compostos fendlicos de llex paraguariensis por meio da atividade antioxidante do DPPH e
FRAP.

5.10 Atividade antiglicante para os extratos padronizado e enriquecido (MRE, OPA e
Determinacdo de AGES)

Apés realizacdo dos testes de avaliacdo do potencial antioxidante por diferentes
mecanismos de eliminagdo dos radicais livres, foi constatado que o extrato bruto e
enriquecido com saponinas na concentracdo de 1000 pg/mL seria avaliado quanto a
capacidade antiglicante, visando a utilizacdo deste extrato na concepcéo dos estudos de
sua microencapsulacéo e sua liberacéao.

Na Figura 14 estdo revelados os perfis eletroforético do extrato padronizado, do
extrato enriquecido com saponinas de T. terrestris e a saponina padrao Diosgenina, em
contraponto & acdo glicante da ribose e antiglicante da aminoguanidina. E possivel
observar que os extratos apresentaram atividade antiglicante com relacdo a glicacao
promovida pela ribose sobre o BSA. A amostra de BSA tratada com ribose+extrato
enriquecido com saponinas exibiu o perfil eletroforético mais semelhante que o BSA
padrdo. J4 o perfil eletroforético apresentado pelo de BSA tratado com ribose+extrato
padronizado e saponina diosgenina descreveu um perfil semelhante ao BSA tratado com
ribose+aminoguanidina. Sendo assim, é possivel evidenciar uma atividade antiglicante
dos extratos avaliados pelo método utilizado. Estudos conduzidos por Kaise et al. (2009) e
Gilabert-Oriol et al. (2015) demonstraram a importancia da investigacdo da capacidade
antiglicante de compostos naturais desta espécie, assim como de outras espécies de
origem vegetal e suas acoes, tendo em vista que 0 estresse oxidativo esta intimamente

ligado aos danos causados pela glicacdo em células e tecidos animais e humanos.
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Figura 14 - Teste de mobilidade relativa em eletroforese para avaliacdo da capacidade
antiglicacdo  pelo  sistema  A=BSA, 1=BSA+Ribose, 2=BSA+Ribose+AMG,
3=BSA+Ribose+Extrato padronizado, 4=. BSA+Ribose+Extrato enriquecido e 5=
BSA+Ribose+Diosgenina. Onde BSA=Albumina sérica bovina e AMG=Aminoguanidina.

Na figura 15 (A e B) estéo visiveis as porcentagens de aminas livres determinadas
pelo método do OPA, realizado com o extrato padronizado e enriquecido de T. terrestris
em associacdo com BSA, como proteina, e Ribose, como agente glicante; no entanto, €
possivel observar que 45,85% das aminas se encontram livres da glicacdo na presenca
da Ribose, refletindo, assim, no valor real de aminas livres dos grupos tratados com 0s
extratos. Desse modo, a porcentagem de aminas livres nos grupos tratados foi de 26,33%
para a associacdo com extrato padronizado, 85,32% para o extrato enriquecido e 30,89%
para saponina diosgenina (Figura B).

A atividade antiglicante das saponinas, tanto esteroidais como triterpénicas, vem
demonstrando sua relacdo com a reducdo das complicacbes geradas pelo diabetes
mellitus. Este beneficio possivelmente esta correlacionado com a sua acao antiglicante,
em associacdo com a atividade antioxidante destes compostos, pois, com isso, inibe a
glicacdo proteica e de outras biomoléculas, como foi demonstrado por Xi et al.,(2008 e
2010) e Bi et al., (2012). Diante disso, é possivel observar neste estudo que tanto o
extrato padronizado como o enriquecido apresentam atividade antiglicante; porém, esta
atividade € mais proeminente na associagdo com o extrato enriquecido, que apresentou
85,32% de atividade antiglicante perante o agente glicante Ribose, sendo também de

maior eficiéncia que a saponina padrao diosgenina.
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Figura 15 (A e B) — Porcentagem de aminas livres determinada pelo método do OPA para
0 extrato enriquecido de T. terrestris em associacdo com BSA como proteina e Ribose
como agente glicante.

Na figura 16 estdo apresentados os resultados da determinacdo de aminas livres
expressos por intensidade de fluorescéncia e porcentagem de inibicdo de glicagao, onde
€ possivel observar, que tanto o extrato padronizado como o enriquecido de T. terrestris
inibiram a glicacdo em aproximadamente 15%, enquanto que o controle tratado com
Aminoguanidina apresentou 22,57% de inibicdo (Figura 16-B). Estes resultados estéo de
acordo com a fluorescéncia determinadas para as amostras reacionais avaliadas (Figura
16 — A).
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Figura 16 - Resultados da determinacdo de aminas livres expressos por intensidade de
fluorescéncia (A) e porcentagem de inibicdo de glicacéo (B), TE = extrato enriquecido; TP
= extrato padronizado e AGH = Aminoguanidina.

Na figura 17 estdo expressos os valores da inibicdo da formagcdo de AGEs
determinada por fluorescéncia de AGEs com fluorescéncia avaliada em excitagdo e
emissdo maxima de 360 e 460 nm, respectivamente. A leitura determinou que tanto o

extrato padronizado quanto ao enriquecido com saponinas de T. terrestris inibiram mais
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de 50% a formacéo de AGEs, caracterizando assim os extratos como fonte de compostos

antiglicantes.
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Figura 17 - Valores da inibicdo da formacdo de AGEs determinada por fluorescéncia de
AGEs.

Diante dos resultados obtidos tanto para o teste de MRE, OPA e determinacao de
AGEs por fluorescéncia, utilizando o BSA padrdo como proteina, e Ribose como agente
glicante, foi possivel constatar que ambos os extratos de T. terrestris apresentam
atividade antiglicante, porém esta atividade torna-se mais eficiente com a extracdo e
obtencdo do extrato enriquecido, inclusive em contraponto com a saponina padrao
diosgenina. Estes resultados sdo relatados pela primeira vez com base cientifica e
avaliacdo protocolar, ndo existindo até o momento resultados semelhantes as analises
realizadas no presente estudo que sejam cabiveis de comparacédo ou interpolacdo. Porém
a frequéncia de citacbes sobre o potencial antioxidante atribuido a extratos e compostos
isolados de T. terrestris podem estar também correlacionados com a atividade
antiglicante, pois a mesma pode ser gerada pelo estresse oxidativo e o desequilibrio da

eliminacao de diferentes radicais livres (Sousa et al., 2015; Naz et al., 2017).

6 Consideracdes Finais
De acordo com os resultados obtidos, é possivel concluir que tanto o extrato
padronizado como o enriquecido com saponinas obtidas de T. terrestris apresentaram
atividade antioxidante e antiglicante pelos diferentes métodos de avaliacdo adotados.
Cabe ressaltar, que apesar do extrato padronizado constar em laudo um contetdo
de saponinas totais de 43,2 %, 0 método de extracdo e enriquecimento do extrato em

saponinas mostrou-se eficaz, principalmente em saponinas de menor interesse
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(diosgenina, protodioscina, furostanol e espirostanol) responsaveis pelas principais acoes
terapéuticas e farmacoldgicas atribuidas a espécie T. terrestris.

E possivel demonstrar que o protocolo adotado e realizado para encapsular os
extratos de T. terrestris resultou em um método eficaz de encapsulacdo com
maltodextrina DE20, e apos a liberagdo manteve a atividade antioxidante exercida pelos
diferentes extratos avaliados, podendo ser utilizado como um método de liberacao

controlada para 0s mesmos.

Concluséo

De modo geral, e em consideracdo a todos os resultados obtidos no presente
estudo, é possivel concluir gue o método de extracdo, encapsulacdo e de liberacdo de
microcapsulas, contendo extrato enriquecido de saponinas de T. terrestris conjuntamente
com a atividade antioxidante e antiglicante, tem potencialidade de ser aplicado na

industria farmacéutica, cosmética e de alimentos.
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natural sobre os eritrocitos, em ensaio ex-vivo.
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