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Resumo

RADUNZ, Marjana. Screening bioldgico de extrato de brdcolis (Brassica oleracea L.
var. Italica) ndo encapsulado e encapsulado por electrospraying. 2020. 150f. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduacéo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

As doencas cronicas ndo transmissiveis sdo um grave problema de saude publica,
devido ao alto grau de morbimortalidade, destacando-se a diabetes mellitus tipo II,
canceres e doencas neuroinflamatérias. Assim, surge a necessidade do
desenvolvimento de alternativas naturais para a prevencdo e 0 controle destas
doencas. O brécolis apresenta em sua composicdo compostos fendlicos e
glicosinolatos, que possuem diversos efeitos biolégicos, como acdo antioxidante,
antimicrobiana, antihiperglicémica e antitumoral. Apesar de seus beneficios, estes
compostos sdo muito instaveis a temperaturas elevadas e alteracfes de pH, sendo
assim, surge a necessidade de sua encapsulacdo a fim de melhorar a sua
biodisponibilidade. Desta forma, o objetivo do trabalho foi encapsular extrato de
brécolis pelas técnicas de electrospinning/electrospraying e realizar um screening
biolégico do extrato ndo encapsulado e do extrato encapsulado por electrospraying. A
capsula produzida por electrospraying que apresentou as melhores caracteristicas foi
avaliada quanto as suas atividades antioxidante, antimicrobiana, antihiperglicemiante,
atividade antitumoral frente a tumor de glia e atividade neuroprotetora in vitro. Os
extratos encapsulado e ndo encapsulado foram submetidos a simulagéo de digestéo e
avaliados quanto ao perfil antioxidante e antihiperglicemiante. O extrato de brécolis
apresentou em sua composicao glicosinolatos e compostos fenolicos. A técnica de
electrospinning produziu fibras e a de electrospraying produziu capsulas com
morfologia lisa, alta eficiéncia de encapsulacédo e boa estabilidade térmica. A capsula
com adicdo de 50% de extrato em relacdo a zeina apresentou as melhores
caracteristicas e foi escolhida para a avaliacdo das atividades bioldgicas. O extrato de
brécolis encapsulado e 0 ndo encapsulado apresentaram atividade antioxidante frente
aos radicais DPPH e hidroxila, ndo sendo detectada atividade frente ao radical oxido
nitrico. O extrato de brécolis apresentou halo de inibi¢cdo frente a S. aureus, E. coli e S.
Typhimurium, e auséncia de inibicdo de L. monocytogenes, as concentracdes testadas
nao foram bactericidas. Os extratos encapsulado e ndo encapsulado apresentaram alta
inibicdo da enzima a-amilase e moderada inibicdo da a-glicosidase. A simulacdo da
digestdo demonstrou que os compostos sdo degradados e tem sua concentracao
reduzida ao longo do processo digestorio, 0 que impactou significativamente em sua
atividade antioxidante e antihiperglicemiante. O extrato e a capsula apresentaram efeito
antitumoral frente a linhagem celular de glioma, ndo demonstrando toxicidade em
cultura primaria de astrécitos, além disto, apresentaram efeito neuroprotetor em
astrocitos expostos ao lipopolissacarideo, atuando na diminuicdo das espécies reativas
de oxigénio e preservando a atividade de enzimas antioxidantes. A técnica de
electrospinning/electrospraying foi eficiente para a protecdo dos compostos presentes
no extrato de brocolis. Os extratos encapsulado e ndo encapsulado apresentaram
efeitos antioxidantes, antihiperglicemiantes, antitumorais e neuroprotetores, podendo
atuar no controle de doencas crénicas nao transmissiveis.

Palavras-chave: glicosinolatos, antimicrobiano, antihiperglicemiante, antitumoral,
antioxidante



Abstract

RADUNZ, Marjana. Biological screening of broccoli (Brassica oleracea L. var. Italica)
extract unencapsulated and encapsulated by electrospraying. 2020. 150f. Thesis
(Doctorate in Food Science and Technology) - Graduate Program in Food Science and
Technology. Federal University of Pelotas, Pelotas, 2020.

Chronic non-communicable diseases are a serious public health problem, due to the
high degree of morbidity and mortality, especially type Il diabetes mellitus, cancers, and
neuroinflammatory diseases. Thus, there is a need to develop natural alternatives for
the prevention and control of these diseases. Broccoli has glucosinolate and phenolic
compounds in its composition, which have several biological effects, such as
antioxidant, antimicrobial, antihyperglycemic, and antitumor action. Despite their
benefits, these compounds are very unstable at elevated temperatures and pH
changes, so there is a need for encapsulation in order to improve their bioavailability.
Thus, the objective of the work was to encapsulate broccoli extract by
electrospinning/electrospraying techniques and to perform a biological screening of the
unencapsulated extract and the encapsulated extract by electrospraying. The capsule
produced by electrospraying that showed the best characteristics was evaluated for its
antioxidant, antimicrobial, antihyperglycemic, antitumor activity against glial tumor, and
neuroprotective activity in vitro. The encapsulated and non-encapsulated extracts were
subjected to digestion simulation and evaluated for antioxidant and antihyperglycemic
profile. The broccoli extract presented glucosinolates and phenolic compounds in its
composition. The electrospinning technique produced fibers and the electrospraying
technique produced capsules with smooth morphology, high encapsulation efficiency,
and good thermal stability. The capsule with the addition of 50% of extract in relation to
zein presented the best characteristics and was chosen for the evaluation of biological
activities. The encapsulated and unencapsulated broccoli extract showed antioxidant
activity against DPPH and hydroxyl radicals, with no activity detected against the nitric
oxide radical. The broccoli extract showed an inhibition halo against S. aureus, E. coli,
and S. Typhimurium, and the absence of inhibition of L. monocytogenes, the tested
concentrations were not bactericidal. The encapsulated and unencapsulated extracts
showed high inhibition of the a-amylase enzyme and moderate inhibition of a-
glucosidase. The simulation of digestion demonstrated that the compounds are
degraded and their concentration is reduced throughout the digestive process, which
significantly impacted their antioxidant and antihyperglycemic activity. The extract and
the capsule had an antitumor effect against the glioma cell line, showing no toxicity in
primary astrocyte culture, in addition, they had a neuroprotective effect in astrocytes
exposed to lipopolysaccharide, acting on the reduction of reactive oxygen species and
preserving the activity of enzymes antioxidants. The electrospinning/electrospraying
technique was efficient for protecting the compounds present in the broccoli extract. The
encapsulated and unencapsulated extracts showed antioxidant, antihyperglycemic,
antitumor, and neuroprotective effects, and can act in the control of chronic non-
communicable diseases.

Keywords: glucosinolates, antimicrobial, antihyperglycemic, antitumor, antioxidant
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1. INTRODUCAO

Atualmente as doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) séo responsaveis por
mais de 70% das mortes ndo acidentais no Brasil. Dentre as DCNT destacam-se
diabetes mellitus tipo Il, doencas cardiovasculares, doencas respiratorias e doencas
neuroldgicas, que apresentam entre si quatro fatores de risco em comum: alimentacao
inadequada, baixa frequéncia de atividade fisica, consumo excessivo de alcool e
tabagismo (BRASIL, 2014).

Devido a alta morbimortalidade das DCNT sdo necessarias alternativas que
estimulem a promocao e a prevencdo destas, como a utilizacdo de compostos naturais
oriundos do metabolismo especializado de plantas, como técnicas nutracéuticas
auxiliares para a diminuicdo da incidéncia destas doencas. Dentre os compostos que
possuem atividades biolégicas, destacam-se os glicosinolatos e compostos fendlicos
presentes nas hortalicas do género das Brassicas, como o broécolis.

Os glicosinolatos sdo compostos de protecdo das Brassicas, que em situacdes de
estresse da planta, como dano mecéanico, ou pela propria coccdo do alimento, sdo
hidrolisados por enzimas mirosinases formando subprodutos como isotiocianatos. Os
isotiocianatos e o0s compostos fendlicos presentes no brécolis possuem diversas
atividades no organismo humano como efeito antitumoral, antioxidante, anti-
hiperglicEmico, antimicrobiano, entre outros (VILLARREAL-GARCIA & JACOBO-
VELAZQUEZ, 2016; WU et al., 2017; THOMAS et al., 2018). Entretanto, estes
compostos possuem baixa estabilidade térmica a temperaturas elevadas, mudancas de

pH e luminosidade restringindo suas atividades (LELARIO et al., 2012).
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Desta forma a encapsulagdo surge como uma alternativa para a preservacéo de
compostos bioativos. Entre as diversas técnicas de encapsulacdo, destacam-se o0
electrospinning e o electrospraying, que nédo utilizam temperaturas elevadas no
processo, aumentando a eficiéncia de encapsulagdo, a estabilidade térmica e
promovendo a formagéo de fibras ou capsulas com morfologia uniforme e em escala
nanométrica (BUSHANI & ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

Apesar dos beneficios dos compostos presentes no brécolis, ndo existem, até o
presente momento, estudos que visam encapsular estes compostos pelas técnicas de
electrospinning e electrospraying utilizando zeina como material de parede, bem como
avaliar os efeitos antioxidantes, antimicrobianos, antitumorais, antihiperglicemiante e

neuroprotetores dos encapsulados.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Realizar um screening biologico de extrato de brocolis ndo encapsulado e encapsulado

pela técnica de electrospraying.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Produzir extrato de brécolis rico em glicosinolatos e compostos fendlicos;

- Produzir cépsulas contendo extrato de brécolis pela técnica de electrospraying
utilizando zeina como material de parede;

- Produzir fibras contendo extrato de brécolis pela técnica de electrospinning utilizando
zeina como material de parede;

- Caracterizar capsulas e fibras quanto a condutividade elétrica, eficiéncia de
encapsulacao, estabilidade térmica, grupos funcionais e morfologia;

- Definir a técnica e a concentracdo de extrato mais apropriado para realizar as
analises biologicas;

- Avaliar a atividade antioxidante pelos métodos de inibicdo dos radicais DPPH,
hidroxila e 6xido nitrico do extrato de brocolis ndo encapsulado e do extrato de brocolis
encapsulado;

- Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de brdcolis ndo encapsulado e do extrato
de brécolis encapsulado pelos métodos de disco de difusdo, concentracao inibitoria
minima e concentracdo bactericida minima frente a bactérias do género
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella

Typhimurium;
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- Avaliar o efeito citotoxico do extrato de brocolis ndo encapsulado e do extrato de
brécolis encapsulado frente a cultivo primario de astrocitos;

- Avaliar o efeito antitumoral do extrato de brécolis ndo encapsulado e do extrato de
brécolis encapsulado frente a linhagem celular de glioma GL261,

- Avaliar o efeito da simulacéo da digestao sobre o perfil de compostos do extrato de
brécolis ndo encapsulado e do extrato de brocolis encapsulado;

- Avaliar o efeito antihiperglicemiante do extrato de brécolis ndo encapsulado e do
extrato de brocolis encapsulado por meio da inibicdo das enzimas a-amilase e a-
glicosidase;

- Avaliar o efeito neuroprotetor in vitro do extrato de brocolis ndo encapsulado e do
extrato de brécolis encapsulado frente a insulto excitotoxico induzido por

lipopolissacarideo em astrocitos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 DOENGAS CRONICAS NAO TRANSMISSIVEIS

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sao consideradas problemas
graves de saude publica devido ao seu alto indice de morbimortalidade, principalmente
em individuos em situagc&do de vulnerabilidade social e idosos (MALTA et al., 2011). As
principais DCNT segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sdo diabetes
mellitus tipo Il, canceres, doencas cardiovasculares, doengas respiratorias e doencas
neurolégicas, que possuem como principais fatores de riscos o tabagismo, 0 excesso
de peso, o sedentarismo e a ma alimentagdo (BRASIL, 2014).

No Brasil, o Ministério da Saude langcou em 2011 o Plano de Ac¢des Estratégicas
para o Enfrentamento das Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (2011-2022) que visa
atuar frente os fatores de risco para DCNT (BRASIL, 2011). Baseado no Plano de
Acdes, em 2013 surgiu a Pesquisa Nacional de Saude (PNS), que revelou que as
DCNT atingem cerca de 40% da populacao adulta brasileira levando a diminuicdo da
qualidade de vida e causando 70% das mortes ndo acidentais no pais (BRASIL, 2014).
A PNS também indicou que h& um consumo de sal e gorduras acima das
recomendacgfes diarias e um baixo consumo de frutas e hortalicas (apenas 37% da
populacdo possuia um consumo adequado de 400 gramas diarias) e baixa atividade

fisica, todos fatores de risco para o surgimento de DCNT (BRASIL, 2014).

3.1.1 DIABETES MELLITUS TIPO I

Diabetes mellitus tipo Il (DMII) é considerada um distdrbio metabdlico caracterizado

por um processo hiperglicémico resultante de defeitos na secrecdo e/ou acdo da
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insulina (DIRETRIZES SBD, 2017). Esta doenca possui alto grau de morbimortalidade,
sendo considerada a terceira maior causa de morte prematura no mundo (OMS, 2016).
Segundo a Federacédo Internacional de Diabetes, no ano de 2015, cerca de 8,8% da
populacdo mundial adulta era diabética, sendo 75% desta incidéncia em paises em
desenvolvimento (IDF, 2014).

No ano de 2015, o Brasil foi considerado o quarto pais com maior numero de
individuos portadores de diabetes (14,3 milhdes de pessoas), perdendo apenas para a
China, India e Estados Unidos (IDF, 2014). Destes, os individuos mais afetados
segundo a Pesquisa Nacional de Saude de 2013, sdo mulheres e individuos com baixo
grau de escolaridade (BRASIL, 2014).

A DMIl apresenta carater poligénico associado a hereditariedade e aos fatores
ambientais, como baixa atividade fisica e habitos alimentares inadequados que levam a
obesidade. A adiposidade visceral central, caracteristica de acumulo de gordura
visceral, é um fator de risco importante para a DMII, pois nestes casos o tecido
encontra-se hipertrofiado, e por consequéncia ocorre a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias que levam a resisténcia a insulina (DIRETRIZES SBD, 2017).

A DMII, além da hiperglicemia, esta associada a hiperglucagonemia, disfuncao
incretinica, aumento da lipdlise, resisténcia insulinica dos tecidos periféricos, aumento
da producdo hepatica de glicose e de &cidos graxos livres, aumento da reabsorcao
renal de glicose e deficiéncia da sintese e na secregdo de insulina pela célula
pancreética (DIRETRIZES SBD, 2017).

As enzimas a-glicosidase e a-amilase estao relacionadas ao desenvolvimento de

DMII, pois sé@o responsaveis pelo metabolismo de compostos glicoconjugados, atuando
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na absorcao da glicose nos enterdcitos, onde ocorre a hidrélise de ligacdes glicosidicas
a-1,4 da amilose e amilopectina do amido por agao da a-amilase, e dos dissacarideos
pela acdo da a-glicosidase (YAMAGISHI et al., 2009; WILLIAMSON, 2013; YIN et al.,
2014).

A a-amilase pancredtica, enzima secretada pelo pancreas, é responsavel pela
clivagem das ligagdes glicosidicas a-1,4, promovendo uma hiperglicemia pos-prandial.
A degradacgdo de amido, principal fonte energética da alimentacéo, inicia-se na boca
pela acdo da a-amilase salivar. Quando chega ao intestino delgado, entra em agao a a-
amilase pancreética que completa a conversdo dos polissacarideos em dissacarideos.
A a-glicosidase é uma enzima presente na borda em escova do intestino delgado, que
atua quebrando, apdés a agao da a-amilase, os dissacarideos em monossacarideos,
como glicose, que serdo absorvidos e enviados a corrente sanguinea (ANDRADE-
CETTO et al., 2008; OBOH et al., 2011; WU et al., 2011).

A inibicdo parcial dessas enzimas pode ser uma alternativa para o controle da
DMII, pois promove o retardo da absorcao da glicose no intestino delgado, reduzindo a
glicemia pos-prandial. Existem diversos medicamentos no mercado, como a acarbose,
gue atuam inibindo a agdo destas enzimas, promovendo um retardo da absor¢cao de
glicose. Apesar dos beneficios, a acarbose promove uma gama de distarbios
gastrointestinais, tais como flatuléncia, distensdo abdominal, diarreia e meteorismo,
qgue diminuem a qualidade de vida dos individuos portadores da doenca (JAIN &
SARAF, 2010; OBOH et al., 2011; WU et al., 2011). Desta maneira, estudos tem se
voltado para a busca de novos inibidores naturais das enzimas que sejam seguros e

com baixos efeitos adversos.
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3.1.2 CANCERES

O cancer € uma doenca crbnica ndo transmissivel que apresenta elevada
morbimortalidade e acomete uma grande parcela da populacdo. No Brasil estima-se
gue a cada ano, surjam 600 mil novos casos da doencga, sendo em 2018 os tumores de
préstata (31,7%), traqueia/brénquios/pulméao (8,7%), célon/reto (8,1%) e estdbmago
(6,3%) os mais prevalentes em homens; e os de mama (29,5%), célon/reto (9,4%), colo
de utero (8,1%) e traqueia/brénquio/pulmao (6,2%) mais prevalentes em mulheres
(INCA, 2019).

A incidéncia e a mortalidade de tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) vém
crescendo nos ultimos anos, ocupando a 10° posi¢cao para homens e 9° para mulheres,
representando 2,7% dos casos de canceres para ambos 0s sexos. O principal cancer
do SNC é o glioma (40-60% dos casos), um tumor agressivo e de dificil tratamento
devido a seu grau de infiltracéo, levando a morte em 92% dos casos (DEIGHTON et al.,
2010; LATHIA et al., 2015).

O processo carcinogénico divide-se em trés estagios: iniciacdo, promoc¢do e
progressdo. A iniciacdo consiste na acdo de agentes cancerigenos sobre as células
saudaveis, que promovem mudancas em nivel de DNA causando danos irreversiveis,
bem como a ativacdo de oncogenes e/ou inativagdo de genes supressores da
formacdo de tumores. O estadgio da promocdo ocorre quando as células que ja
sofreram a¢do dos agentes cancerigenos comecam uma transformacao lenta e gradual
para célula maligna. Por fim, a progressédo ocorre com uma multiplicacdo irreversivel e
sem controle das células modificadas, que sofrem aumento de tamanho e comecam a

invadir tecidos saudaveis e produzir metastase. Apesar deste crescimento desenfreado
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de células carcinogénicas, os sintomas clinicos podem demorar a aparecer, diminuindo
as chances de tratamento e cura (VENDRAMINI-COSTA & CARVALHO, 2012).

As células tumorais surgem apdés o0 acumulo de diversas mutacdes, como
substituicdo de aminoé&cidos ou duplicacbes de genes causadas por fatores genéticos e
ambientais, que além de favorecerem a proliferacdo celular, diminuem as respostas
apoptoticas, tornando a célula maligna mais resistente a morte celular, com replicacao
ilimitada, proliferacdo autossustentada e com caracteristica invasiva metastatica
(BECKER et al., 2010; HANAHAN et al., 2011; MUSICCO et al., 2013).

Devido ao alto grau de morbimortalidade dos tumores, buscam-se alternativas
naturais para o controle destas doencas. De 1981 a 2014 dos 174 medicamentos
anticancer produzidos, 100 eram baseados em produtos naturais (NEWMANN &

CRAGG, 2016).

3.1.3 DOENCAS NEUROLOGICAS E INFLAMAQAO

As doencas neurolégicas vém ganhado destaque nos Uultimos anos devido ao
aumento da expectativa de vida da populacdo, destacando-se as doencas de
Parkinson (DP) e de Alzheimer (DA). Estas apresentam elevada morbidade e quadro
clinico irreversivel, restando apenas tratamentos paliativos realizados por equipe
multidisciplinar (JELLINGER, 2009; GIACOPPO et al., 2015).

A neuroinflamacdo € considerada um processo importante que ocorre nessas
doencgas neurodegenerativas, sendo definida como uma resposta inflamatéria originada
no SNC apds uma injuria e que leva a uma ativacdo de células da glia (MORALES et

al.,, 2014). Uma resposta aguda é considerada benéfica, uma vez que contribui para o
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reparo tecidual, minimizando danos adicionais (WILKINS et al.,, 2014). Entretanto,
guando essa resposta persiste, isto €, torna-se crbnica, pode desencadear alteracfes
no funcionamento cerebral, contribuindo para a disfuncdo e morte neuronal
(AGOSTINHO et al., 2010; CALSOLARO & EDISON, 2016).

Os principais tipos celulares envolvidos no processo neuroinflamatério sdo os
astrocitos e a microglia (WILKINS et al., 2014). Quando os neurbnios sofrem alguma
lesdo por um agente toxico, as células da micréglia sao ativadas e promovem a
liberacdo de fatores pro-inflamatérios como as citocinas e as quimiocininas (HIRSCH &
HUNOT, 2009).

As principais citocinas liberadas sao o fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e as
interleucinas 1B e 6 (IL-1B e IL-6) que sdo importantes para as sinaliza¢g6es autocrina
(a célula emite o sinal e este atua sobre ela mesma) e paracrina (uma célula emite um
sinal que atua sobre uma célula vizinha) das microglias promovendo a apoptose
neuronal (HIRSCH & HUNOT, 2009; PETERSON & FLOOD, 2012).

O TNF-a é uma das primeiras citocinas proé-inflamatorias a serem liberadas,
portanto sua dosagem sanguinea é considerada um marcador do processo
neuroinflamatério. Ap6s a liberacdo o TNF-a se liga ao receptor do fator de necrose
tumoral 2 (TNFR2) expresso por células gliais, promovendo um processo inflamatorio
gue pode levar a morte celular (IDRISS & NAISMITH, 2000; McCOY & TANSEY, 2008;
OLMOS & LLADO, 2014; CHEN et al., 2014).

A IL-1B é uma citocina pré-inflamatéria sintetizada pela enzima caspase-1 na
presenca de moléculas associadas a patégenos (PAMPs do inglés Pathogen-

associated molecular pattern) e moléculas associadas ao dano celular (DAMPs do
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inglés Damage-associated molecular pattern). Essa citocina atua no processo
neuroinflamatdrio, pois ativa a transcricdo de genes que codificam para as enzimas
cicloxigenase-2 (COX-2) e fosfolipase A2 (PLA2) que atuam na sintese de éxido nitrico
(SIMI et al., 2007; SHAFTEL et al., 2008; EDER, 2009).

As citocinas TNF-a e IL-13 atuam de forma sinérgica promovendo um aumento da
expressdo e atividade da COX-2 e da PLA2 responsaveis pela sintese de
prostaglandina E2 (PGE2) que em excesso possui acdo pro-inflamatoria (ROCHA et
al., 2003; DINARELLO, 2009; MILATOVIC et al., 2011). As quimiocinas também atuam
no processo inflamatdrio, pois possuem a fungéo de recrutar linfécitos T auxiliares das
CD4+ gue promovem ataque a antigenos, controlando desta forma, a resposta imune
pela liberacéo de citocinas (HIRSCH & HUNOT, 2009).

Além da expressdo de fatores pro-inflamatorios, ocorre também apds a lesado
neuronal, um aumento da expressdo dos receptores de antigenos leucocitarios
humanos pertencentes ao complexo de histocompatibilidade, responsaveis pela
identificacdo do agente invasor e por impedir que ele se espalhe pelo organismo
(HIRSCH et al., 1998).

A DP é caracterizada pela degeneracdo lenta e progressiva dos neurbnios
dopaminérgicos da parte compacta da substancia nigra. Diversos estudos indicam que
a neuroinflamacgao cronica pode ser um mecanismo desencadeador da DP. Isto pode
ocorrer devido a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, que pode levar a morte dos
neurdnios dopaminérgicos do sistema nigroestriatal danificados, e também dos
saudaveis (HUNOT & HIRSCH, 2003; BRAAK et al., 2004; LONG-SMITH et al., 2009;

MORE et al., 2013; BLANDINI, 2013; ROCHA et al., 2015; HERRERO et al., 2015).
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A DA ¢é caracterizada pela degeneracdo progressiva de algumas funcbes
cognitivas, como memoria e linguagem, devido a perda dos neurbnios piramidais
afetando as estruturas limbicas do lobo temporal (DAVIES et al., 1992). A degeneracéo
ocorre devido a formacdo de placas senis de peptideo beta-amiloide (AB) e pelos
emaranhados neurofibrilares que induzem a ativacdo das microglias e dos astrécitos
levando a um processo inflamatoério local sutil. Quando este processo vai avangando
ocorre a producdo de radicais livres e aumento do processo inflamatorio levando a
morte neuronal (HASS, 2004; SELKOE, 2005). A formagédo das placas senis e dos
emaranhados neurofibrilares ocorre devido a hiperfosforilagdo da proteina Tau
(fosfoproteinas do SNC que se encontram associadas aos microtubulos neuronais e
tem a fungcdo de atuar no processo de divisao celular), levando a um colapso da

estrutura tubular (PAULA et al., 2009).

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo constantemente produzidas no
organismo humano através de processos metabdlicos oxidativos, ndo apresentando
efeitos toxicos em baixas concentracfes. Entretanto, o problema ocorre quando no
organismo h& desequilibrio entre o0s sistemas pré-antioxidantes e antioxidantes,
resultando no estresse oxidativo. As EROS, quando em excesso, causam diversos
danos oxidativos em componentes celulares, favorecendo o desenvolvimento de
diversas DCNT (CHARRIER & ANASTASIO, 2011).

Os agentes antioxidantes possuem a capacidade de impedir, retardar e/ou

minimizar as alteracdes causadas pelo estresse oxidativo, podendo ser endb6genos
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como as enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase, bem como exbégenos, destacando-se alguns compostos
presentes em frutas e hortalicas (ROESLER et al., 2007).

Os mecanismos de atuacao destes compostos podem ser por duas vias: a via
priméria, onde 0os compostos atuam interrompendo a reacdo ao doarem elétrons para
as EROS, tornando-os produtos termodinamicamente estaveis; enquanto a agéo pela
via secundaria ocorre pelo sequestro de oxigénio, da complexacdo de metais, da
absorcao de radiagdo ultravioleta, de decomposicédo de hidroperoxidos ou desativagéo
de oxigénio singleto retardando assim, o inicio da autoxidacdo (ANGELO & JORGE,

2007).

3.2.1 RADICAL HIDROXILA (OH")

Dentre as diversas EROS, a mais abundante e destrutiva no organismo é o radical
OH’, que causa um dano ao DNA e atua no processo de peroxidacdo lipidica da
membrana celular (LIPINSKI, 2011). Este radical é produzido em duas etapas:

1. Primeiramente ocorre a reducédo do ion férrico em ion ferroso:

Fes+ + 02'_—> FeZ+ + 02
2. A segunda etapa é a reacdo de Fenton, onde o ion ferroso reage com o peréxido
de hidrogénio:
Fe?* + H.02 — Fe® + OH™ + OH"
Quando o radical OH" for produzido préximo ao DNA, e esse estiver ligado a um
metal, como por exemplo o ferro, pode promover modificagbes nas bases purinicas e

pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutagdo do DNA. Ainda pode ocasionar a
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inativacdo de enzimas ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) em pontes dissulfeto (-
SS). E também o principal radical envolvido na lipoperoxidacéo, levando a perda da
seletividade da membrana celular na troca iénica, liberando o conteudo de organelas e
formando produtos com potencial citotdxico, como o malonaldeido que promove a

morte celular (BEKTASOGLU et al., 2006).

3.2.2 RADICAL OXIDO NITRICO (ON)

O Oxido nitrico é responséavel por modular o processo inflamatorio, sendo benéfico
guando produzido em pequenas concentragdes. Entretanto quando este radical for
produzido em excesso, e se apresentar com um elétron desemparelhado, pode reagir
com outros radicais, além de complexar-se com metais de transicdo como o ferro,
causando diversos danos ao organismo, e atuando no desenvolvimento de DCNT,
como as de cunho neuroldgico (LUIKING & DEUTZ, 2003).

A L-arginina, nas células do endotélio vascular e na presenca de oxigénio, produz
ON e L-citrulina em um processo catalisado pela enzima éxido nitrico sintase. Apos a
producédo, o ON estimula a enzima guanilato ciclase soluvel promovendo a formacgéo de
monofosfato ciclico de guanosina intracelular, que leva a uma diminui¢do intracelular
dos niveis de calcio, que por sua vez, leva ao relaxamento do endotélio (SCHNEIDER
& OLIVEIRA, 2004; RADI, 2018).

No estresse oxidativo ocorre uma superproducéo de Oz que diminui a atividade do
ON e reage com este, produzindo peroxinitrito, um composto muito reativo e prejudicial
para as células que leva peroxidacéo lipidica (RADI, 2013; RADI, 2018):

02"+ 'ON — ONOO-
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O peroxinitrito, além de causar a peroxidacdo lipidica, promove a liberacdo de
fatores pré-apoptéticos, bem como promove um processo de inflamacdo exacerbado,

levando a morte celular (RADI, 2013).

3.2.3 RADICAL 2,2- DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZIL (DPPH)

O DPPH néo é um radical produzido pelo organismo humano, mas é muito utilizado
para determinar a atividade antioxidante, pois € um dos poucos radicais estaveis
disponiveis no mercado, capazes de aceitar um radical elétron ou hidrogénio para se
tornar uma molécula estavel. A reacdo para a determinacdo da capacidade
antioxidante de compostos frente ao DPPH ocorre quando sua forma radical é reduzida

por um antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os compostos antimicrobianos sdo o0s responsaveis por reduzir ou eliminar o
crescimento de microrganismos patogénicos, podendo ser de origem natural ou
sintética (RAMOS et al., 2007).

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAS) tém sido relatadas como um grave
problema de saude publica, principalmente devido a crescente resisténcia dos
microrganismos frente a antimicrobianos convencionais. Neste sentido, a industria tem
se voltado para o desenvolvimento de alternativas naturais para o controle do
crescimento de microrganismo patogénicos, destacando-se a utilizacdo de compostos
produzidos pelo metabolismo especializado das plantas (SILVA & FERNANDES

JUNIOR, 2010).

33



As principais bactérias causadoras de DTAs no Brasil entre 2009 e 2018, segundo
o Ministério da Saude foram Escherichia coli, Salmonella ssp e Staphylococcus aureus,
representando 44,1% de todos os casos notificados (BRASIL, 2019). Apesar da Listeria
monocytogenes ndo aparecer na lista dos 10 microrganismos com maior nimero de
notificacdes, esta bactéria € de grande importancia, pois apresenta uma alta taxa de
mortalidade (BUCHANAN et al., 2004). Os principais sintomas das DTAs sao
gastrointestinais, entretanto a intensidade e duragédo destes sao influenciadas pelo tipo
de microrganismo, quantidade de toxina produzida e pelo estado do sistema
imunoldgico do individuo (OLIVEIRA et al., 2010).

Os produtos naturais, podem atuar como agentes antimicrobianos, pois possuem
capacidade de inibir os sistemas enzimaticos responsaveis pela sintese de compostos
estruturais e de producéo de energia das bactérias, levando a morte do microrganismo

(FREIRE et al., 2011).

3.4 INGESTAO X BIODISPONIBILIDADE DE ALIMENTOS

A digestdo e absorcdo dos compostos sao influenciadas pela idade e sexo do
individuo, pelo estado de jejum, pela interacdo entre as matrizes alimentares e por
alteracdes patolégicas que acometem o trato gastrointestinal humano, tais como
Ulceras, doenca celiaca, doenca de Crohn, retocolite ulcerativa, entre outras (HUR et
al., 2011).

Para que um determinado composto apresente seus efeitos benéficos a saude, ele
deve resistir ao processo digestorio e ser metabolizado pelo figado para ser distribuido,

mantendo ativas suas propriedades (GULCIN, 2012).
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Apés a ingestdo de um alimento (Figura 1), a primeira etapa da digestao ocorre na
boca, onde os dentes trituram o alimento, e a saliva, rica em enzima a-amilase salivar,
inicia a degradacdo de amido e de outros polissacarideos em dissacarideos. A
presenca de sais na saliva neutraliza o pH da boca, melhorando a atuagéo da enzima.
Em seguida, a lingua empurra o alimento triturado para o fundo da faringe, onde as
ondas peristalticas encaminham para o es6fago. No esdfago ocorre o relaxamento da
cardia, uma valvula que permite uma liberacdo controlada do bolo alimentar até o

estdbmago (TORTORA & DERRICKSON, 2009).

a-amilase salivar
Inicio da degradacao de CHO

Figodo —._
Suco gastrico - pepsina

Estémago |niciq da degradacdo de PTN

Vesicula Biliar

_+—Pdéncreas
Vias biliares —

Intestino delgado . " a
— Tripsina - degradacio de PTN (péncreas)
Duodeno dg-amilase pancredtica - degradacéo de CHO
- Jejuno sais biliares - emuisificacéo de LIP (figado)
Colon 1§ g Maior parte da digestdo
fleo

Anus

Reto
Peptidases - final da degradagéo de PTN para a.a

Maltase - final da degradacéo de CHO - maltose para 2 moléculas de glicose

Absorcdo de agua e producido de fezes com

restos alimentares nao digeridos Absorcio das moléculas que jé foram quimicamente
transformadas que atravessam a parede intestinal
migrando para a corrente sanguinea

Figura 1 - Esquema do processo de digestdo no organismo humano. Fonte: a autora

No estbmago, ocorre a digestdo de alimentos proteicos, com auxilio da secrecao
de suco gastrico. O suco gastrico, € composto por acido cloridrico e sais biliares que
mantém o pH acido (pH 2,0), o que permite a atuacdo da enzima pepsina. A pepsina &
secretada no estdbmago na forma de pepsinogénio, sendo convertida quando em

contato com o acido cloridrico. Esta enzima catalisa a digestdo de proteinas, atuando
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com auxilio dos movimentos peristalticos por até 4 horas nas ligacdes peptidicas que
unem o0s aminoacidos, produzindo oligopeptideos e aminoécidos livres. Apds ser
digerido pelo estdbmago, o bolo alimentar apresenta forma semiliquida e cremosa, e
passa a ser denominado de quimo. O relaxamento do piloro permite uma liberacao
controlada do quimo na primeira porcdo do intestino delgado (TORTORA &
DERRICKSON, 2009).

O intestino delgado é composto por duodeno, jejuno e ileo, sendo que a maior
parte da digestao ocorre predominantemente no duodeno, onde sao secretados o0 suco
pancreatico, a bile e o suco entérico. O suco pancreatico, produzido pelo pancreas, é
rico em bicarbonato de sddio que mantem um pH entre 8 e 8,5; a-amilase pancreatica
responsavel pela finalizacdo da degradacdo de carboidratos; lipase pancreatica que
hidrolisa lipideos; nucleases que separam o0s nucleotideos dos &cidos nucleicos;
proteases como tripsinogénio e o quimiotripsinogénio que sao as formas inativas em
gue sdo secretadas as enzimas proteoliticas tripsina e quimiotripsina, responsaveis
pela hidrolise de polipeptidios (TORTORA & DERRICKSON, 2009).

A bile, produzida pelo figado e armazenada na vesicula biliar, tem funcéo
detergente, promovendo a emulsificacdo de gorduras. A mucosa intestinal produz
também suco entérico rico em enzimas como a enterocinase e dissacaridases, que
hidrolisam dissacarideos em monossacarideos. Apdés o processo de digestdo no
duodeno, o quimo passa a se chamar de quilo (TORTORA & DERRICKSON, 2009).

A absorcao dos nutrientes ocorre nas porc¢des do jejuno e do ileo pelo processo de
difusdo passiva, sendo entdo enviados para o figado onde serdo metabolizados e

distribuidos pelo resto do organismo. Os compostos lipidicos chegam a corrente
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sanguinea sem serem metabolizados no figado, pois nas células da mucosa intestinal
esses compostos sao transformados em triglicerideos e envelopados por uma camada
de proteinas, formando os quilomicrons que séo transferidos para os vasos linfaticos e,
em seguida, para 0s vasos sanguineos, onde alcancam os adipdcitos, sendo, entéo,
armazenados (TORTORA & DERRICKSON, 2009).

Por fim, o que néo foi absorvido no intestino delgado, é enviado pelos movimentos
peristalticos para o intestino grosso, onde bactérias promovem a dissolugdo dos
residuos nao absorvidos. Como esta parte do sistema digestério retém &agua, o
conteudo intestinal se condensa até formar detritos inuteis, que sdo evacuados. No
final do processo de digestao diério, sdo utilizados em média, um litro de saliva, dois
litros de suco gastrico e dois de pancreatico, bem como um litro de sais biliares
(TORTORA & DERRICKSON, 2009).

Durante este processo de digestdo ocorrem diversas perdas de compostos
bioativos dos alimentos, como os compostos fendlicos, sendo apenas uma parte
desses realmente absorvidos, podendo ficar biodisponivel para realizar as funcfes
biolégicas no organismo apds ser metabolizado no figado (CHIANG et al.,, 2013;
NIMALARATNE, 2016).

Para ser considerado um alimento bioativo, 0s compostos que se encontram dentro
da matriz alimentar devem ser absorvidos e ao chegarem local de acdo em niveis
necessarios para exercerem o0s efeitos benéficos pretendidos. Por este motivo, €
necessario avaliar a biodisponibilidade destes (CROWE & FRANCIS, 2013; CILLA et

al., 2013).
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A biodisponibilidade consiste no percentual de determinado nutriente que foi
consumido, que serd realmente metabolizado e aproveitado pelo organismo
(GONZALEZ-ARIAS et al., 2013). Para determinar a real biodisponibilidade de um
composto, 0s ensaios mais fidedignos sao os in vivo, entretanto nem sempre podem
ser realizados por questdes éticas, interagfes e fatores fisiologicos, desde modo, os
ensaios in vitro podem ser utilizados, simulando o processo digestério na boca,
estbmago e intestino delgado mimetizando as condi¢cdes fisiologicas
(VERSANTVOORT et al., 2005, HUR et al., 2011; MENARD et al., 2014; ASSUNCAO
et al., 2014).

Para avaliar a biodisponibilidade, deve-se considerar a bioacessibilidade e a
bioatividade. A bioacessibilidade consiste na fracdo de composto que é liberada da
matriz alimentar onde esta inserida por acéo do suco digestério, ficando disponivel para
ser absorvida (CILLA et a, 2013). ApOs este processo, 0S compostos precisam ser
enviados para o0 intestino, onde serdo transportados ao figado para serem
metabolizados. A bioatividade consiste nas propriedades de determinado composto,
desde as interacfes entre eles, até seu processo de metabolizacdo e distribuicdo aos
tecidos alvos para exercerem suas atividades (CILLA et al., 2013).

Os modelos de simulagdo in vitro sdo ferramentas valiosas para o estudo da
biodisponibilidade, influindo as fases de digestdo da boca, estbmago e intestino (HUR

et al., 2011; MINEKUS, et al., 2014).
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3.5 BROCOLIS

O brocolis (Brassica oleracea L. var. Italica) € uma hortalica originaria da regido
Mediterranea do Oriente Médio (AUGUSTINE et al., 2014). A producdo mundial dessa
hortalica dobrou nos ultimos anos devido ao aumento de seu consumo em razao
principalmente de seu perfil nutricional (FAOSTAT, 2016). No Brasil, a producao de
brécolis no ano de 2017 foi de 272 mil toneladas, sendo as regides Sul e Sudeste as
maiores produtoras devido ao clima mais frio. Segundo dados dos ultimos trés Censos
Agropecuarios realizados, o brocolis passou de 27° hortalica mais produzida na década
de 1990, para 20° posicdo no ano de 2006 e em 2017 alcancou a posicao de 8°
hortalica mais produzida (IBGE, 2018).

Os brocolis possuem éacido ascorbico, minerais (manganés, potassio e selénio),
compostos fendlicos (flavonoides e acidos hidroxicindmicos), carotenoides (luteina e
zeaxantina), fibras e glicosinolatos que possuem diversos beneficios para a saude
(REIS et al., 2015; VILLARREAL-GARCIA &JACOBO-VELAZQUEZ, 2016; THOMAS et
al., 2018).

Os principais compostos fendlicos presentes no brécolis sdo os acidos
hidroxicinamicos e os flavonoides que possuem atividade antioxidante, atuando sobre
as EROS no organismo (VALLEJO et al., 2003; BACHIEGA et al., 2016). Os principais
carotenoides presentes no brocolis sdo a luteina e zeaxantina, que possuem efeito
guimiopreventivo frente a diversos tipos de canceres e podem prevenir doencas
cardiovasculares pois modulam a oxidagéo das lipoproteinas de baixa densidade (KIM

et al.,, 1998; DWYER et al., 2004; CHEW et al., 2004). O &cido ascorbico € outro
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composto presente no brocolis que possui efeito preventivo para o surgimento de
canceres e de aterosclerose (PADAYATTY et al., 2003).

Os (glicosinolatos, compostos de ocorréncia exclusivas das Brassicas, sao
derivados dos aminoacidos e podem ser agrupados em glicosinolatos alifaticos
(quando derivados da leucina, isoleucina, metionina ou valina), glicosinolatos
aromaticos (derivados da tirosina e fenilalanina) ou glicosinolatos indélicos (derivados
do triptofano) (CLARKE, 2010; LELARIO et al.,, 2012). Sua estrutura quimica é
composta por ésteres de (Z)-N-hidroximinosulfato unidos a B-D-glicopiranose por

enxofre e uma cadeia lateral de aminoacidos (R) (Figura 2) (SONDERBY et al., 2010).

OH

o
HO —35
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Figura 2 - Estrutura dos glicosinolatos. Fonte: Sonderby et al., 2010

Os glicosinolatos sdo hidrolisados pelas enzimas mirosinases quando a planta é
submetida a condicfes estressoras levando a perda do grupamento acucar e formando
isotiocianatos, tiocianatos, nitrilas, epitionitrilas e oxazolidine-2-thiones (Figura 3) (WU
et al., 2017). Se os glicosinolatos forem consumidos de forma intacta, podem ser
hidrolisados por acdo de mirosinases produzidas por bactérias do trato gastrointestinal,
permitindo a absorcdo dos isotiocianatos (biodisponibilidade ideal) pelo organismo

(PADILLA et al., 2007).
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Figura 3 - Hidrdlise dos glicosinolatos por acdo da enzima mirosinase. Fonte: Rask et al., 2000

Apés a ingestdo os isotiocianatos atravessam a rede capilar por difusdo passiva
(quando a concentracéo do isotiocianato € menor no interior da célula do que no meio
extracelular ele penetra na célula) no trato gastrointestinal e ligam-se espontaneamente
a grupos amino e tiois proteicos livres do plasma (tiocarbamoilacdo de proteinas)
formando compostos derivados de ditiocarbamoil e tiourea (Figura 4) que cruzam a

membrana plasmatica para as células dos tecidos onde atuam (THORNALLEY, 2002).
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Figura 4- Tiobarbomoilag&o do isotiocianato. Fonte: Thornalley, 2002

Os glicosinolatos apresentam diversos beneficios para a sautde humana atuando
no controle de canceres, diabetes, aterosclerose e doencas neurodegenerativas
2012; TARROZZI et al., 2013; ARES et al.,

(BAHADORAN et al., 2014). O efeito
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guimioprotetor dos glicosinolatos frente a canceres de préstata, mama, bexiga, trato
gastrointestinal e de pulméo ocorre devido a cinco principais mecanismos: 1- a inibicdo
das isoformas das enzimas citocromo P450 que catalisam a ativacdo de fatores pré-
carcinogénicos; 2 - o potencial antioxidante frente a espécies reativas de oxigénio; 3 - a
indugdo das enzimas de detoxificacdo que promovem a modulagcdo da sinalizacao
celular; 4 - a inducdo da apoptose de células tumorais, e 5- a diminuicdo do dano ao
DNA (FAHEY et al., 2001; MUNDAY & MUNDAY, 2002; KRISTAL & LAMP, 2002;
THORNALLEY, 2002; TANG et al., 2004; GILL et al., 2004; WISEMAN, 2005; PAPI et
al., 2008).

O efeito protetor dos glicosinolatos ocorre devido a sua capacidade de penetrar a
barreira hematoencefalica, onde interage com os grupos sulfidrilas da Proteina 1
Associada a ECH Semelhante a Kelch (KEAP1) no citoplasma que promove a ativagao
do fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2). Este Nrf2 migra para o nucleo
onde se associa as proteinas sMaff (small musculoaponeurotic fibrosarcoma) formando
um heterodimero, que se liga aos elementos de resposta antioxidante (ARE)
localizados na regido promotora dos genes-alvo, induzindo a producdo de agentes
antioxidantes diminuindo a liberacdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio.
Além disso, ocorre um aumento da ativagdo das enzimas SOD e CAT. Regulam
também genes envolvidos na diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose, além de
modular atividades celulares como inflamacéo e regeneragéo tecidual (GANGULY et
al., 2005; JAZWA et al., 2011; BODDUPALLI et al., 2012; GUERRERO-BELTRAN et

al., 2012; MORRONI et al., 2013; GIACOPPO et al., 2015; MIMURA & ITOH, 2015).
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O aumento da transcricdo dos genes alvo do Nrf2 leva a uma potente resposta
citoprotetora, que promove um aumento da resisténcia ao processo de
desenvolvimento de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como canceres; além
disto, promove um aumento da atividade das enzimas de fase Il, responsaveis pela
eliminacdo de compostos xenobioticos, sendo considerado o principal mecanismo de
protecdo dos glicosinolatos frente a DCNT (GUERRERO-BELTRAN, et al., 2012;
MANCHALI et al., 2012; VOMHOF-DEKREY et al., 2012; KENSLER, 2013).

Estudos sugerem que a administracdo oral de isotiocianatos pode proteger os
neurénios dopaminérgicos do efeito neurotdxico, melhorando a memoaria a curto prazo
de ratos acometidos por DA pois podem alterar a produgcao de dopamina, serotonina e
noradrenalina envolvidas no processamento da memoria (GANGULY et al., 2005;

GANGULY et al., 2008; KIM et al., 2013) (Figura 5).
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Figura 5 - Proposta do modelo de prote¢céo neuronal por acdo de isotiocianatos. Fonte: Giacoppo et al.,

%

2015

O consumo excessivo de alimentos que possuem compostos cianogénicos, como
os glicosinolatos, esta associado aos disturbios da tireoide pois, a goitrina, um

isotiocianato, possui efeito bociogénico por competir pelo sitio ativo de absorcdo do
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iodo, sendo necessarios estudos citotoxicos para a determinacdo de dosagens
maximas de consumo (LAKSHMY et al., 1995; MARWAHA et al., 2003).

Apesar dos diversos beneficios dos glicosinolatos, eles possuem baixa estabilidade
a temperaturas elevadas, podendo limitar sua aplicagdo. Entre as alternativas para a

sua preservacéo destaca-se a encapsulacédo (WU et al., 2010; WU et al., 2014).

3.6 ENCAPSULACAO

A encapsulacao consiste no aprisionamento de um determinado composto com o
objetivo de protecdo contra condi¢cdes indesejaveis de luz, umidade, oxigénio e
caracteristicas sensoriais da substancia encapsulada, além de permitir uma liberacao
controlada deste composto no trato gastrointestinal ou no alimento (CHAMPAGNE &
FUSTIER, 2007; FAVARO-TRINDADE et al., 2008; FANG & BHANDARI, 2010;
NEDOVIC et al., 2011; MAHDAVI et al., 2014).

As capsulas podem ser classificadas de acordo com seu tamanho em macro
(25000 pm); micro (entre 0,2-5000 um) ou nanocapsulas (0,2 um) ou quanto a
disposicdo do composto encapsulado. Sdo consideradas capsulas quando o nucleo
esta claramente fixado no centro da capsula circulado por um filme continuo do
material de parede ou séo esferas quando o nucleo esta disperso de forma uniforme
em uma matriz (AZEREDO, 2005; REBELLO, 2009).

Existem diversos métodos de encapsulacdo de compostos, entre os quais se
destacam a coacervacao (simples ou complexa), o spray drying, o electrospraying e o
electrospinning (SUAVE et al., 2006). As técnicas de coacervacdo e spray drying

utilizam temperaturas elevadas podendo causar degradagdo dos compostos bioativos
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pelo calor. As técnicas de electrospraying e electrospinning tem a vantagem de nao
utilizar temperaturas elevadas e tem sido amplamente utilizado na producdo de
nanocapsulas e nanofibras para aplicagcbes na indastria alimenticia e farmacéutica
(CHAKRABORTY et al.,, 2009; BOTREL et al., 2014). Outras vantagens dessas
técnicas, incluem a alta eficiéncia de encapsulacdo e morfologia nanométrica e regular
(LOPEZ-RUBIO et al., 2012; WEN et al., 2017).

As técnicas de electrospraying e electrospinning consistem na encapsulacédo de
compostos por meio de diferencas eletrostaticas. O equipamento é composto por uma
fonte de alta tensdo, uma bomba infusora contendo uma seringa que controla a taxa do
fluxo da solucdo polimérica constante, uma agulha ou capilar de aco inoxidavel e um
coletor metédlico aterrado. Nestes processos, uma seringa contendo uma solucao
polimérica (material de parede, solvente e solucdo a ser encapsulada) é acoplada a um
injetor com fluxo pré-estabelecido controlado e recebe uma descarga positiva oriunda
de fonte de alta tensdo, enquanto o coletor recebe uma descarga negativa. Devido as
forcas eletrostaticas, a superficie da gota na ponta da agulha é distorcida em forma de
cone (cone de Taylor), levando a formacdo de jatos de solugcdo que sdo entdo
coletados formando capsulas (electrospraying) ou fibras (electrospinning) (Figura 6)
(COSTA et al., 2012; BHUSHANI & ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).

As principais diferengas entre as técnicas sdo a viscosidade das solugbes
poliméricas e a voltagem da fonte de alta tensdo. No electrospraying utiliza-se menor
voltagem e solu¢des com menores viscosidades que favorece a formacédo de goticulas
altamente carregadas que se dispersam com a evaporacdo do solvente, formando

capsulas que sdo depositadas no coletor metalico (BOCK et al, 2012). No
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electrospinning, a voltagem aplicada € maior, bem como a solucdo polimérica utilizada

€ mais viscosa, favorecendo a formacéo de um fio que é projetado ao coletor metalico

em um movimento do tipo chicote, produzindo um fio chamado de fibras (JAWOREK &

SOBCZYK, 2008).
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Figura 6 - Esquema bésico de encapsulacéo por electrospraying e electrospinning. Fonte: Ghorani &

Tucker, 2015

O didametro e morfologia das cépsulas formadas podem ser afetados por varios

parametros, incluindo a distancia do coletor que afeta a evaporacdo do solvente, a

estabilizacdo do cone de Taylor, a taxa que determina a quantidade de solucdo de

polimero disponivel no orificio de saida da agulha, a condutividade da solucdo, a

umidade e a temperatura do ambiente onde o processo esta sendo realizado e o

material de parede (gomas, carboidratos, lipidios, proteinas, quitosana, entre outras)

(NAYAK et al., 2012).
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A zeina é uma proteina pertencente a classe das prolaminas (proteinas insoliveis em
agua, com solubilidade em etanol 70%), sendo a principal proteina no milho e pode ser
utilizada como material de parede para encapsular varios tipos de compostos devido a sua
estrutura com tendéncia globular (SHUKLA & CHERYAN, 2001). Essa proteina €
constituida por 16 aminoacidos (acido glutamico, alanina, arginina, asparagina, cisteina,
fenilanina, glicina, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, metionina, prolina, tirosina,
treonina e valina), sendo 64% destes apolares. Apesar disto, é nutricionalmente pobre em
aminoacidos essenciais, tais como lisina e triptofano o que leva a um balanco negativo de
nitrogénio na dieta humana (SHUKLA & CHERYAN, 2001).

Argos et al. (1982) propuseram um modelo estrutural da zeina, contendo nove
unidades arranjadas paralelamente estabilizadas por ligagcbes de hidrogénio onde os
aminoacidos constituintes se encontram dispostos, sugerindo que a zeina possui uma
estrutura globular em solu¢des ndo aquosas (Figura 7). Este arranjo estrutural sugere uma
potencial utilizagdo da zeina como material de parede na encapsulacdo de compostos.
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Figura 7- Modelo estrutural da zeina. Fonte: Argos et al., 1982
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A reatividade quimica e a solubilidade de um polimero sdo determinadas por seus
grupos funcionais. Na zeina estdo presentes amidas, aminas, carboxilas, hidroxilas e
fendis (Tabela 1). A presenca de hidrocarbonetos nas cadeias laterais da zeina,
confere insolubilidade em &agua, mas solubilidade em solu¢gbes binérias de agua e

etanol ou isopropanol (CORRADINI et al., 2004).

Tabela 1- Grupos reativos presentes na zeina

Grupos reativos Moles/mol de zeina
Amina 1
Amida 53
Carboxila 4
Hidroxila 24
Fendlico 8

Por ser um polimero amorfo, a zeina possui as mais diversas aplicacées, como na
fabricacdo de plasticos, adesivos e revestimentos de papel; como revestimento de
medicamentos promovendo liberacdo controlada e inibindo sabores e aromas. Além
disso, pode ser utilizado na aplicacdo em filmes antimicrobianos formando uma barreira
de protecdo contra umidade, temperatura e oxigénio (SHUKLA & CHERYAN, 2001;
CORRADINI et al., 2004).

A encapsulacdo de compostos isolados de brocolis, como o SFN, utilizando como
material de parede um mistura de zeina e quitosana carboximetilada pelo método de
coacervagdo complexa, resultou em capsulas com morfologia esférica e eficiéncia de
encapsulacéo variando entre 60 e 70% (LUO et al., 2013).

A encapsulacdo de SFN pela técnica de spray drying utilizando como materiais de
parede misturas de [-ciclodextrina e maltodextrina encontraram eficiéncia de
encapsulacdo variando entre 12 e 40% (WU et al, 2013). Estes resultados
demonstram que os materiais de parede e as técnicas de encapsulagdo influenciam

diretamente 0S parametros dos encapsulados produzidos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL

As amostras de broécolis hibrido organico (Brassica oleracea var. lItalica cultivar
Legacy) foram adquiridas com um produtor organico local do municipio de Pelotas, RS.
Os brécolis foram higienizados com agua corrente, retiradas partes machucadas e em

seguida foram congelados em ultrafreezer (-76°C) até a sua utilizacao.

4.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE BROCOLIS

A determinacéo da coloracdo das amostras de brocolis foi realizada com auxilio de
um colorimetro (Minolta), onde foram determinadas a variavel L* (luminosidade), as
coordenadas cromaticas a* (variagdo de cor entre vermelho e verde) e b* (variacdo de
cor entre amarelo e azul) e o angulo Hue (tonalidade).

Para a determinacéo dos parametros de pH, teor de sélidos sollveis e acidez total,
2 g de brocolis liofilizado foi homogeneizado com 45 mL de agua destilada. A
determinacdo do pH foi realizada com auxilio de um pHmetro (New Technical Ind. e
Com. Brasil). A analise de solidos soluveis foi realizada com auxilio de um refratdmetro
digital de mé&o (modelo PR-32a, ATAGO®). Por fim, para a determinacao da acidez, foi
adicionado indicador fenolftaleina na solucéo de brdocolis:agua, e em seguida a mistura
foi titulada com hidréxido de sédio 0,089 Mol/L até o ponto de viragem do indicador de
acordo com a metodologia proposta pela AOAC (1995).

As amostras de brocolis foram também avaliadas quanto & composigéo centesimal
proximal incluindo determinacdo de umidade, cinzas, fibra bruta, proteina, lipideos e

carboidratos (Instituto Adolfo Lutz, 2008). O valor energético total (VET em kcal/100 g)
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foi calculado através da equacdo VET = (C x 4) + (A x 4) + (B x 9), sendo C:

carboidratos, A: proteina total e B: lipidios (USDA, 1963).

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Para a obtencado do extrato de brocolis, primeiramente, os brocolis foram liofilizados
(K108, Liotop, Brasil) por 48 h e, posteriormente, moidos em moinho de bolas (MA305,
Marconi, Brasil).

Cinco gramas de brocolis em pé foram homogeneizados com 15 mL de solugéo
hidroalcoolica (etanol:agua, 70:30, v/v), e a mistura foi aquecida a 75 °C em banho-
maria por 5 min, para inativacdo enzimatica. Embora a mirosinase (enzima) seja
importante para a hidrélise de alguns compostos, € necesséria a interrupcdo de sua
atividade, apoés a retirada dos floretes da planta, para a manutencao dos compostos.

A amostra foi entdo exposta a ultrassom (Quimis, Brasil) por 15 min e centrifugada
(Centrifuge 5430R, Eppendorf, Alemanha) a 8232 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi retirado e armazenado em tubos de centrifuga, enquanto o pellet foi
ressuspenso em 10 mL de solvente, homogeneizado manualmente e submetido a outra
etapa de centrifugacdo nas condi¢gdes previamente descritas. Os sobrenadantes foram
combinados, resultando em um extrato hidroalcodlico de brécolis na concentracdo de
200 mg/mL, o qual foi armazenado em tubos de centrifuga tipo Falcon a -76 °C até o

uso.
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4.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

A caracterizacdo do extrato ocorreu com o0 auxilio de um cromatografo liquido
(Shimadzu™, Kyoto, Japdo) acoplado a um espectrdbmetro de massas de alta
resolucdo do tipo quadrupolo-tempo de voo (Impact HD, Bruker Daltonics™, Bremen,
Alemanha). Para a separacdo dos compostos foi utilizada uma coluna Bidentate C18
(200 mm x 2,1 mm) (MicroSolv Technology Corporation™, Leland, NC, EUA). Como
fases moveis utilizou-se agua acidificada com 0,1 % de &cido férmico (solvente A) e
acetonitrila acidificada 0,1 % de acido férmico (solvente B).

O gradiente de eluicdo iniciou com 5% de solvente B e foi aumentado para 75% de
B em 20 min e mantido por 5 min, em seguida as condi¢cdes iniciais foram
reestabelecidas em 1 min mantendo-se a 5% de solvente B durante 4 min. O volume
de injecéo foi de 10 uL com um fluxo de 0,2 mL mint a uma temperatura da coluna de
40°C (DE VOS et al., 2007).

O espectrébmetro de massas foi calibrado com formiato de sédio (10m Mol/L) e
operado no modo de ionizagcdo negativa, utilizando-se como faixa de varredura de
massas de m/z 50 a 1200. Os parametros de aquisicdo foram: voltagem do capilar em
4 kV, pressao do gas de nebulizacdo (N2) de 2 bar, fluxo do gas de secagem 8 L min,
temperatura da fonte de 180°C, colisao de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e
armazenamento pré-pulso de 5 mS. Os valores de energia de colisdo foram ajustados
param/z 100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogénio como gas de

colisao.
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4.5 ENCAPSULACAO DOS EXTRATOS

Para a encapsulacdo utilizou-se uma estacdo de electrospinning horizontal
contendo fonte de alta tensdo com corrente continua (INSTOR - Projetos & Robdtica,
Brasil), bomba de infusdo (KD Scientific, EUA) e coletor metalico revestido com
aluminio. Foram produzidas cépsulas (electrospraying) e fibras (electrospinning)
utilizando zeina como material de parede.

A producdo das capsulas foi realizada da seguinte maneira: primeiramente foi
preparada uma solugéo polimérica, utilizando zeina 9% (p/v) dissolvida em etanol 70%,
em seguida, essa solucdo foi agitada constantemente por 1 h com o auxilio de um
agitador magnético (Fisotom, modelo 752/6, Brasil). O extrato hidroalcoolico de brécolis
foi entdo misturado a solugdo de zeina em tubos de de centrifuga de 2 mL, nas
proporgbes de 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 45:55, 50:50, 60:40, 70:30, 80:20, 90:10
(extrato:zeina, v:v). Em seguida, cada solucao foi transferida para uma seringa de 1 mL
acoplada a um injetor com fluxo de 1 mL/h, com uma distancia de 10 cm entre a ponta
da agulha e o coletor de metal. As tensdes utilizadas foram +16 kV (na ponta da
agulha) e -8 kV (no coletor metélico). O extrato encapsulado foi coletado em coletor de
metal coberto por folha de aluminio. As diferentes concentrac6es de extrato em relagcéo
a zeina foram determinadas por meio de testes preliminares, onde levou-se em
consideracao a saturacao dos sitios ativos.

A producédo das fibras foi realizada da seguinte maneira: primeiramente foi
preparada uma solucdo polimérica para compor o material da parede, utilizando zeina
30% (p/v) dissolvida em etanol 70%, em seguida, essa solucdo foi agitada

constantemente por 1 h com o auxilio de um agitador magnético (Fisotom, modelo
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752/6, Brasil). O extrato hidroalcéolico de brécolis foi entdo misturado a solucao de
zeina em tubos de centrifuga de 2 mL, nas proporcdes de 20:80, 25:75, 30:70, 35:65,
40:60 e 50:50 (extrato:zeina, v:v). Em seguida, cada solucao foi transferida para uma
seringa de 1 mL acoplada a um injetor com fluxo de 1,2 mL/h, com uma distancia de 25
cm entre a ponta da agulha e o coletor de metal. As tensdes utilizadas foram +19 kV
(na ponta da agulha) e -3 kV (no coletor metalico). O extrato encapsulado foi coletado
em coletor de metal coberto por folha de aluminio. As diferentes concentragbes de
extrato em relacdo a zeina foram determinadas por meio de testes preliminares, onde

levou-se em consideracao a saturacdo dos sitios ativos.

4.5.1 CONDUTIVIDADE ELETRICA DAS SOLUCOES POLIMERICAS
A condutividade elétrica das solu¢Bes poliméricas com diferentes proporcdes de extrato
de brocolis e zeina foram determinadas com auxilio de um condutivimetro (Medidor

COMS500) e expressa em pS/cm.

4.5.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO (EE)

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada pelo contetdo de compostos fendlicos
usando espectrofotometria. Para isto, 1 mg de cada cépsula de extrato de brdcolis (10:90,
20:80, 30:70, 40:60, 45:55, 60:40, 70:30, 80:20 e 90:10, extrato:zeina, v:v) e de cada fibra
de extrato de brocolis (20:80, 25:75, 30:70, 35:65, 40:60, 50:50, extrato:zeina, v:v) foi
lavado com 200 pL de agua ultrapura para remover compostos fendlicos ndo encapsulados
retidos na superficie da cpsula ou fibra, e subsequentemente centrifugado (Centrifuge

5430R, Eppendorf, Alemanha) a 8232 x g e 4 °C por 5 min. Os compostos fendlicos
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presentes no extrato de brécolis tém afinidade com a agua deionizada, enquanto a zeina
(material da parede) € mais hidrofébica. Por esse motivo, a lavagem da capsula ou fibra
com agua permitiu a retirada de compostos retidos na superficie externa da capsula sem
promover seu rompimento, minimizando assim possiveis erros de leitura.

O sedimento foi ressuspendido em 200 uL de etanol:agua (70:30, v:v), e a mistura foi
centrifugada novamente nas mesmas condicdes, a fim de determinar a concentracdo de
compostos fendlicos retidos dentro das capsulas e fibras. Uma aliquota do sobrenadante foi
analisada em espectrofotometro de acordo com o método descrito por Swain e Hills (1959).
A EE foi expressa em porcentagem e calculada de acordo com a equagéao descrita abaixo:

Eq. EE (%) = CFT — CFI/ CFT x 100
Onde:
CFT - Compostos fendlicos totais de extrato de brocolis
CFl - Compostos fendlicos retidos no interior das capsulas e fibras apos remocdo dos

compostos presentes na superficie

4.5.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada utilizando um espectrdmetro FTIR [RAffinity-1,
Shimadzu, resolucdo 400 — 4000 cm. Uma quantidade de amostra suficiente para cobrir o

cristal do equipamento foi adicionada e 32 varreduras foram realizadas.

4.5.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Para a andalise de DSC, 1 mg de amostra foi colocada em cadinhos de aluminio
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fechados ndo herméticos. Posteriormente as amostras foram aquecidas com uma taxa de

0,5 °C min, na faixa de 30 a 250 °C sob fluxo de nitrogénio (50 mL min-t),

4.5.5 ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

As propriedades térmicas das amostras foram avaliadas com auxilio de um
equipamento termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japdo). Para isto foram
pesadas em cépsula de platina 0,5 a 1 mg das capsulas de extrato de brocolis/zeina e ap6s
submetidas a aquecimento até 600°C com uma taxa de aquecimento de 50°C min e fluxo

de nitrogénio de 50mL min. Para controle foi utilizada uma céapsula de platina vazia.

4.5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA ACOPLADA A SISTEMA DE
ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV/EDS)

A avaliacdo da morfologia superficial das capsulas e fibras de extrato de brdocolis
ocorreu com auxilio de um microscépio eletrébnico de varredura JSM6610LV (Jeol)
(MEV). As amostras foram metalizadas com ouro utilizando uma corrente de 20 mA,
por 120 s, a voltagem de aceleracao utilizada foi de 10 keV e faixa de magnificacao
variou de 30 a 300.000 vezes, as imagens obtidas foram de 12000 x e 50000 x. A
determinacdo da composicao qualitativa e semi quantitativa dos elementos presentes
na regido atingida pelo feixe de elétrons foi avaliada pelo equipamento de

espectroscopia de energia dispersiva de raios-X, JISM6610LV (Jeol).
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4.6 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Apés a producéo e caracterizacdo das capsulas e fibras de extrato de brécolis pelas
técnicas de electrospraying e electrospinning, optou-se pela escolha de um dos
encapsulados para dar segmento a determinacdo das atividades biologicas in vitro. O
encapsulado escolhido foi a capsula produzida por electrospraying na concentracao
50:50 (extrato:zeina, v:v) devido a sua maior eficiéncia de encapsulagéo, estabilidade
térmica e morfologia, quando comparada com os demais tratamentos produzidos pela
técnica de electrospraying. As fibras nao foram utilizadas nestes ensaios, pois, devido a
sua caracteristica morfologica, poderiam formar um filme e assim obstruir os pocos das

placas utilizadas nos ensaios bioldgicos.

4.6.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.6.1.1 ATIVIDADE DE ELIMINAC}AO DE RADICAIS DE DPPH

A capacidade de doacdo de atomos de hidrogénio pelos compostos presentes no
extrato de brocolis encapsulado e ndo encapsulado pelo método de DPPH foi
determinada pelo método de Vinholes et al. (2011) adaptado do método de Brand-
Williams et al. (1995). Para isto, 25 pyL de cada amostra (extrato de brécolis ndo
encapsulado e extrato de brdcolis encapsulado na propor¢cédo 50:50) foram adicionados
a uma microplaca de 96 pogos, bem como 250 pL de solugido de DPPH 0,6 mM. As
placas foram incubadas no escuro por 30 min e posteriormente analisadas em
espectrofotometro de microplacas (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA), no

comprimento de onda de 515 nm.
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4.6.1.2 ATIVIDADE DE ELIMINACAO DE RADICAIS HIDROXILA

A capacidade de eliminacédo do radical hidroxila foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Vinholes et al. (2011), com adaptacdes. Para este proposito,
foram adicionados em microplacas de 96 pocos, 25 pL de cada amostra (extrato de
brocolis ndo encapsulado e extrato de brécolis encapsulado na proporgdo 50:50), 110
ML de solugéo de FeSO4-7H20 (8 mM), 50 pL de solucdo de H202 (7,18 mM) e 74,2 pL
de solucdo de acido salicilico (3 mM). As placas foram agitadas manualmente e
incubadas por 30 min a 37°C dentro de um espectrofotbmetro (SpectraMax 190,
Molecular Devices, EUA). Posteriormente, a leitura foi feita no comprimento de onda de

515 nm.

4.6.1.3 ATIVIDADE DE ELIMINACAO DO RADICAL OXIDO NITRICO

A capacidade de eliminacdo do o6xido nitrico foi determinada de acordo com o
procedimento descrito por Vinholes et al. (2011). Usando uma placa de 96 pocos, 50 pL
de nitroprussiato de sodio (SNP, 20 mM) foram adicionados a 50 pL da amostra
(extrato de brocolis ndo encapsulado e extrato de brécolis encapsulado na proporgéo
50:50). A mistura foi incubada a 22 °C sob luz durante 60 min. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de solucédo de acido fosférico a 2% e 50 uL de reagente de Griess. A
microplaca foi incubada por 10 min a 22 °C no abrigo da luz, e entdo lida em um
espectrofotdbmetro de microplaca (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA), em um

comprimento de onda de 562 nm.
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4.6.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A determinacdo do efeito antimicrobiano do extrato de brdcolis ndo encapsulado e
do extrato de brocolis encapsulado (50:50, extrato:zeina, v:v) foi realizada por meio de
trés metodologias: disco difusdo, concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao
bactericida minima (CBM). Foram testados os efeitos antimicrobianos sobre as cepas
padrdo das espécies de bactérias Salmonella Typhimurium (ATCC 13311), Escherichia
coli O157:H7 (ATCC 43895), Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e Staphylococcus

aureus (ATCC 10832).

4.6.2.1 REATIVA(;AO DOS MICRORGANISMOS

A reativacdo dos microrganismos utilizados no estudo foi realizada da seguinte
maneira: uma alcada de cada bactéria foi transferida para tubos individuais contendo
caldo Soja Tripticaseina e incubadas em estufa durante 24 h a 37 °C. Apos uma alcada
de cada crescimento foi estriada em placas de Petri com meios seletivos, sendo agar
Entérico Hektoen para S. Typhimurium, dgar Eosina Azul de Metileno para E. coli, agar
Oxford para L. monocytogenes e agar Baird-Parker para S. aureus, e incubadas por
24 h a 37 °C, para o isolamento das colonias.

ApO6s o crescimento, foram extraidas uma algcada de cada bactéria e
ressuspendidas em solucdo salina (NaCl 0,85%), a qual foi padronizada na
concentracdo 0,5 na escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL1). Todos os ensaios

foram realizados em triplicatas.
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4.6.2.2 DISCO DIFUSAO

Para a determinacdo do diametro do halo de inibicdo do extrato de brocolis ndo
encapsulado frente as cepas bacterianas, foi realizada a analise de disco difusdo de
acordo com protocolo proposto pelo Manual Clinical and Laboratory Standards Institute
— CLSI (CLSI, 2015). Para isto, a solucéo salina padronizada contendo o inéculo foi
semeada com auxilio de um swab estéril na superficie de placas contendo agar Muller-
Hinton. Em seguida foram adicionados discos de papel filtro esterilizados com diametro
de 6 mm. Apds, 10 uL do extrato de brocolis ndo encapsulado foram impregnados
sobre os discos de papel e as placas incubadas por 24 h a 37 °C. Logo apls este
periodo foi efetuada a medi¢cdo dos halos de inibicdo, sendo os resultados expressos

em centimetros.

4.6.2.3 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada de acordo com o método
descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificagbes. Para isto, foram
adicionados em uma microplaca de 96 pocos: 180 pL de caldo BHI, 20 uL de in6culo
bacteriano e amostras de extrato de brocolis ndo encapsulado e extrato de brécolis
encapsulado (50:50, extrato:zeina, v:v) em cinco diferentes concentra¢cées (200, 100,
50, 1 e 0,1 mg/mL). Apés as placas foram avaliadas em espectrofémetro (Biochrom EZ
Read 400) a 620 nm. Em seguida, procedeu-se a incubacao por 24 h a 37 °C, e apos,
foi realizada nova leitura em espectrofotdmetro. A CIM foi considerada como a menor
concentracdo em que nado houve crescimento bacteriano no meio de cultura e os

resultados foram expressos em mg/mL.
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4.6.2.4 CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi realizada de
acordo com o método descrito por Cabral et al. (2009) com pequenas modificacdes.
Dos pocos que apresentaram inibicdo de crescimento bacteriano na andlise de CIM,
foram retirados 15 pL e estriados em placas de Petri com agar BHA (Brain Heart
Infusion Agar) e incubados por 24 h a 37 °C. Foi considerada a minima concentracao
bactericida as placas onde ndo houve crescimento bacteriano. Os resultados foram

expressos em mg/mL.

4.6.3 POTENCIAL ANTIHIPERGLICEMIANTE

O potencial antihiperglicemiante do extrato de brécolis ndo encapsulado e do extrato
de brécolis encapsulado (50:50, extrato:zeina, v:v) foi determinado por meio da inibicéo
das enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase. A fim de comparacao, foi realizado
um controle com acarbose (medicamento usualmente utilizado no controle das enzimas

por pacientes portadores de DMII) na mesma concentragdo dos extratos.

4.6.3.1 INIBIGAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE

O potencial de inibicdo da a-amilase foi determinado de acordo com o método
proposto por Satoh et al. (2015), com algumas modificagcdes. Foram adicionadas em
microplacas de 96 pocos, 15 pL de amostra (extrato de brécolis ndo encapsulado e
extrato de brécolis encapsulado na proporcdo 50:50), 50 yL de tampéao de fosfato (pH
7,0) e 12,5 pL da enzima a-amilase pancreética porcina (241,71 U/mL, Sigma Aldrich).

A placa foi entdo incubada em espectrofotbmetro de microplaca (SpectraMax 190,
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Molecular Devices, EUA) por 5 min a 37 °C. Em seguida, 62,5 yL de amido soluvel
foram adicionados como substrato, e a mistura foi incubada por 15 min a 37 °C.
Posteriormente, 12,5 yL de HCI 1 M foram adicionados para interromper a reagao.
Finalmente, 25 pL de solugéo de iodo (0,005 M) e iodeto de potassio (0,005 M) foram
adicionados. A leitura da absorvancia foi realizada em espectrofotbmetro (SpectraMax

190, Molecular Devices, EUA), no comprimento de onda de 690 nm.

4.6.3.2 INIBICAO DA ATIVIDADE DA a-GLICOSIDASE

A atividade inibitoria da a-glucosidase foi avaliada usando o procedimento descrito
por Vinholes et al. (2011), com algumas modificagbes. Em uma microplaca de 96
pocos, foram adicionados 10 yL da amostra (extrato de brocolis ndo encapsulado e
extrato de brécolis encapsulado na propor¢do 50:50) e 50 pyL de uma solugéo de
substrato de p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo 3,25 mM (diluida em tampao de fosfato,
pH 7.0). Em seguida, foram adicionados 50 pyL da enzima a-glucosidase (9,37 U/mL,
diluida em tampdo fosfato, pH 7,0; Sigma Aldrich) e a placa foi incubada em
espectrofotometro de microplaca (SpectraMax 190, Molecular Devices, EUA) a 37 °C

por 10 min. Finalmente, a leitura da absorvancia foi realizada a 405 nm.

4.6.4 SIMULACAO DA DIGESTAO BIOLOGICA
4.6.4.1 PREPARO DA AMOSTRA

Para realizar a avaliacdo da digestdo biologica in vitro, 500 pL de extrato de
brocolis ndo encapsulado foram liofilizados (K108, Liotop, Brasil) por 48 horas para

remocao do solvente. ApGs a liofilizagéo, o extrato de brécolis ndo encapsulado e 100
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mg de extrato de brdcolis encapsulado foram homogeneizados com 2 mL de agua
deionizada, resultando em solu¢cdes com concentracdes finais de 50 mg/mL. Destas
solucdes, aliquotas de 600 pL foram removidas para serem usadas como controles nao
digeridos. As simulacfes de digestdo foram realizadas em condi¢cdes semelhantes as
da boca, estbmago e intestino, de acordo com o método proposto por Gido et al.

(2012).

4.6.4.2 SIMULACAO DA DIGESTAO NA BOCA

As amostras foram misturadas com 600 pL de solugéo de enzima a-amilase de
saliva humana (100 U/mL; tipo 105 IX-A, Sigma-Aldrich, CAS 9000-90-2) e
manualmente agitadas em um banho de aquecimento (Heidolph, Alemanha ) a 37 °C
durante 1 min. Em seguida, uma aliquota de 600 pL foi retirada para avaliagdo da
digestdo em condicBes semelhantes as da boca, por meio de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa. O resto da solugéo foi usado para as préoximas

etapas da digestao.

4.6.4.3 SIMULACAO DA DIGESTAO NO ESTOMAGO

A solucéo produzida por simulacdo de digestédo na boca teve seu pH ajustado para
2 com HCI (1 M). Depois disso, 750 pL de solucéo de pepsina de enzima gastrica suina
(25 mg/mL em 1 M HCI; Sigma Aldrich, CAS 9001-75-6) foram adicionados e a reagao
foi agitada manualmente em um banho de aquecimento (Heidolph, Alemanha) a 37 °C

durante 60 min. Em seguida, foram retirados 600 pL para avaliagdo da digestao no
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estbmago, por meio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. A

solucéo restante foi reservada para a proxima etapa da digestao.

4.6.4.4 SIMULACAO DA DIGESTAO NO INTESTINO

O pH da solucado produzida pela simulacdo da digestdo no estdmago foi ajustado
para 6 com NaHCOs (1 M). Em seguida, foram adicionados 375 pL de solugcao
enzimatica de pancreatina porcina (2 g/L em NaHCOs 1 M; Sigma Aldrich, CAS 8049-
47-6) e solucao de sais biliares (12 g/L em NaHCO3 1 M; Sigma Aldrich), sendo ent&o
manualmente agitado em um banho de aquecimento (Heidolph, Alemanha) a 37 °C por
60 min. Em seguida, foram retirados 600 pyL para avaliacdo da digestdo no intestino,

por meio de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa.

4.6.4.5 AVALIAGAO DA DIGESTAO BIOLOGICA

Ap6s simular diferentes condi¢cdes de digestédo, todas as fracdes foram liofilizadas
(K108, Liotop, Brasil) por 48 h, a fim de evitar possiveis degradagcfes enziméticas
excessivas. Em seguida, os produtos secos foram ressuspendidos em 600 pL de
etanol:agua, 70:30 (v/v) e avaliados por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa nas mesmas condi¢cbes utilizadas para a caracterizagéo
inicial do extrato.

Cada fracdo (n&o digerida, boca, estbmago e intestino) do extrato de brdcolis
encapsulado e do extrato de brécolis ndo encapsulado também foi avaliada quanto a
atividade antioxidante (DPPH, hidroxila e Oxido nitrico) e antihiperglicemiante (a-

amilase e a-glicosidase) de acordo com as metodologias descritas anteriormente.
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4.6.5 ANALISE DE CITOTOXICIDADE EM ASTROCITOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
instituicdo, sob o protocolo CEEA 31292-2018. O uso dos animais esta de acordo com
as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e Uso de Animais de Pesquisa em Ciéncias
(DBCA) e de acordo com o Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal
(CONCEA).

A cultura primaria de astrécitos foi realizada conforme descrito por Pedra et al.
(2018). Astrocitos coletados do cortex de ratos Wistar neonatos (1-2 dias) foram
cultivados em meio de cultura Dulbecco modification of minimum essential media
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (pH 7,6), mantidos sob
condicbes padrdes de cultivo em incubadora de CO:2 (5%), a 37 °C, sob atmosfera
umidificada e incubados de 15 a 20 dias para a devida maturacdo. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3x10* células por poco e
tratadas com o extrato de brocolis ndo encapsulado (previamente liofilizado e
ressuspendido em DMSO) e com extrato de brocolis encapsulado (50:50, extrato:zeina,
v:v) nas concentragdes de 300 e 400 pg/mL por 72 h. Para isso, o extrato de brdcolis
nao encapsulado foi liofiizado para a secagem completa do solvente, evitando
possiveis interferéncias, em seguida, tanto o extrato encapsulado quanto o né&o
encapsulado foram ressuspendidos em dimetilsulféxido P.A (DMSO), agitado em vortex
por 1 min e aplicado nas células. Ressalta-se que o DMSO ndo promoveu o
rompimento da capsula, sendo utilizado apenas como veiculo para a aplicacdo. As

células tratadas com DMEM 10% FBS e capsulas de zeina sem a adicdo de extrato
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foram utilizadas como controle. Transcorrido o tempo, as placas foram submetidas a
analise de viabilidade celular.

A andlise da viabilidade celular foi realizada segundo o método de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT), no qual a solugdo de MTT (solucdo
estoque estéril de 5 mg/mL) foi acrescentada ao meio DMEM e adicionada nas placas
de 96 pocos na concentragdo final de 0,5 mg/mL. As células foram mantidas durante 90
min a 37 °C numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O meio foi entdo
removido e as placas foram agitadas com dimetilsulfoxido. A absorbancia foi medida

em leitor de microplacas a 492 nm (SILVEIRA et al., 2017).

4.6.6 ATIVIDADE ANTITUMORAL EM GLIOMA

A linhagem de glioma GL261 obtida da ATCC (American Type Culture Collection -
Rockville, Maryland, USA) foi cultivada em meio de cultura DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) (pH 7,4) e mantida sob condi¢des padrao de cultivo em
incubadora de CO:2 (5%), a 37 °C e atmosfera umidificada. Apds atingirem uma
confluéncia de 90%, as células de glioma foram semeadas em placas de 96 po¢cos em
uma densidade de 5x10° células por poco e tratadas com extrato de brécolis nido
encapsulado e extrato de brécolis encapsulado (50:50, extrato:zeina, viv) nas
concentragdes de 50, 100, 200, 300 e 400 mg/mL durante 48 e 72 horas. Assim como
na andlise de citotoxicidade, o extrato de brdcolis ndo encapsulado foi liofilizado, e
apés ambos os extratos foram ressuspendidos em DMSO. Células tratadas com DMSO
e capsulas de zeina sem adicao de extrato de brécolis foram usadas como controle.

ApGs as amostras foram submetidas a teste de viabilidade celular.
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A andlise da viabilidade celular foi realizada segundo o método de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT), no qual a solucdo de MTT (solucdo
estoque estéril de 5 mg/mL) foi acrescentada ao meio DMEM e adicionada nas placas
de 96 pocos na concentragdo final de 0,5 mg/mL. As células foram mantidas durante 90
min a 37 °C numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O meio foi entdo
removido e as placas foram agitadas com dimetilsulfoxido. A absorbancia foi medida

em leitor de microplacas a 492 nm (SILVEIRA et al., 2017).

4.6.7 ATIVIDADE NEUROPROTETORA IN VITRO

A avaliacdo do potencial neuroprotetor do extrato de brécolis ndo encapsulado e do
extrato de brocolis encapsulado (50:50, extrato:zeina, v:v) foi realizada por meio da
exposicdo da cultura priméaria de astrécitos ao lipopolissacarideo (LPS) segundo
Bellaver et al. (2015).

Para isto, as culturas de astrocitos foram submetidas ao protocolo de prevencao,
no qual as células foram pré-incubadas com diferentes concentracbes do extrato de
brécolis ndo encapsulado e do extrato de brécolis encapsulado (mesmas
concentracdes da citotoxicidade e do ensaio antitumoral) e diluidas em DMEM durante
48 h. Apds, estas culturas foram expostas ao LPS (1 pg/mL) durante 3 h. As células
mantidas apenas em DMEM 10% de SFB foram consideradas como controle. Apds a

exposicdo ao LPS foi realizada a analise da viabilidade celular.
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4.6.7.1 VIABILIDADE CELULAR

A andlise da viabilidade celular foi realizada segundo o método de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil tetrazolium (MTT), no qual a solucdo de MTT (solucdo
estoque estéril de 5 mg/mL) foi acrescentada ao meio DMEM e adicionada nas placas
de 96 pocos na concentragdo final de 0,5 mg/mL. As células foram mantidas durante 90
min a 37 °C numa atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O meio foi entdo
removido e as placas foram agitadas com DMSO. A absorbancia foi medida em leitor

de microplacas a 492 nm (SILVEIRA et al., 2017).

4.6.7.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

A formacdo de EROS foi determinada de acordo o método de Ali et al. (1992). A
geracdo intracelular de EROS foi determinada usando o ensaio de 2,7-diclorodi-
hidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), onde este reage com as EROS e, por
consequéncia, emite fluorescéncia. As células intactas foram incubadas com 1 uM de
DCFH-DA em meio sem soro por 30 min a 37 °C. Posteriormente, as células foram
lavadas com PBS e a fluorescéncia foi determinada em um leitor de microplacas a 485
e a 520 nm. A producdo de EROS foi relatada como a porcentagem de células nédo

tratadas (controle).

4.6.7.3 DETERMINAC}AO DE NITRITOS

A producéo de ON foi determinada indiretamente medindo o nivel acumulado de
nitrito (indicador de ON) no sobrenadante apés 48 h de tratamento com LPS com ou
sem diferentes concentracfes de extrato de brocolis encapsulado e ndo encapsulado,

usando uma reacdo colorimétrica com reagente de Griess (STUEHR & NATHAN,
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1989). Para isto, foram adicionados 100 pL de sulfanilamida em &cido fosforico a 5%
foram adicionados a 100 uL de sobrenadantes da cultura de células. ApGs a mistura
dos reagentes, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 10 min para
gue ocorresse uma reacao correta. Posteriormente, as amostras foram misturadas com
100 pL de reagente de Griess (0,1% de dicloridrato de N- [1-naftil] etilenodiamina) e
incubadas por 10 min no escuro. A absorbancia foi medida a 540 nm usando um leitor
de microplacas de 96 pocos, e a quantidade de nitrito no sobrenadante foi comparada a

uma curva padrao de concentra¢fes conhecidas de nitrato de sédio.

4.6.7.4 ENSAIO DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi medida nos lisados celulares de acordo com o método
proposto por Misra e Fridovich (1972). Este método é baseado na inibicdo da auto-
oxidacdo da adrenalina dependente de superéxido em um espectrofotbmetro ajustado

a 480 nm. A atividade especifica da SOD foi relatada em porcentagem do controle.

4.6.7.5 ENSAIO DA CATALASE (CAT)
A atividade de CAT baseada na decomposicdo de perdxido de hidrogénio (H202)
monitorada a 240 nm a temperatura ambiente foi realizada de acordo com Aebi (1984).

A atividade de CAT foi relatada em porcentagem do controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA
A caracterizacdo das amostras de brécolis utilizadas para a preparacdo dos

extratos esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracterizacdo das amostras de brocolis

Parametros média + desvio padrao
L* 45,8+3,7
a* - 14,6+0,9
b* 22,2+0,1
Hue® 123,3+0,0
pH 6+0,0
Acidez total (%) 7,610,1
Solidos solaveis (g/100g) 4,9 +0,0
Cinzas* 26,1+2,1
Lipidios* 2,7+0,0
Proteinas* 22,4+0,1
Fibras* 9,6+0,7
Carboidratos* 49,1+0,0
VCT (Kcal/100g) 30,4+0,0

*Resultados expressos em base seca (%), umidade da amostra: 89,9%,

Os brocolis avaliados apresentavam coloracdo esverdeada confirmando a colheita
no ponto ideal de maturacdo, indicando auséncia da degradacdo da clorofila que
promove o amarelecimento dos floretes (ARTES et al., 2001; ABLE et al., 2002; REIS
et al.,, 2015). Os brocolis apresentaram pH 6, similar a faixa encontrada em outros
estudos (4,7 a 6,5). A acidez total foi de 7,6%, confirmando a tendéncia acida das

amostras, coerente com a literatura (valores proximos a 10%). O teor de solidos
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solaveis foi de 4,9 g/100g, similar aos demais estudos (ARTES et al., 2001; REIS et al.,
2015; ZAMBELLI et al., 2017).

Os teores de umidade, proteinas, lipidios, carboidratos e valor calérico total
encontrados no presente estudo foram similares aos relatados na literatura. O contetudo
de cinzas foi superior (26%, enquanto a literatura apresenta valores préximos a 10%), e
o de fibras inferior (9%, enquanto a literatura reporta valores que variam entre 11% e
51%) (CAMPAS-BAYPOLI et al.,, 2009; STORCK et al.,, 2013; REIS et al., 2015;
ASHOUSH et al., 2017).

Diversos fatores podem afetar a composicdo das plantas, tais como a
disponibilidade de nutrientes no solo, a irrigagéo, a luminosidade do sol, a temperatura
ambiente, estresses, estaddio de desenvolvimento da planta e diferencas entre os
gendtipos que alteram a sintese e o acumulo dos compostos (ARTES et al., 2001;
VALLEJO et al., 2003; CHARRON et al., 2005; FRANCISCO et al., 2011; REIS et al.,

2015; ZAMBELLI et al., 2017).

5.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE BROCOLIS

Estudos que visam extrair glicosinolatos de brdcolis utilizam como solvente metanol
ou uma mistura de metanol e 4gua na proporcdo 70:30 (metanol:agua, Vv:v), pois este
solvente promove uma extracdo mais efetiva destes compostos. Entretanto, como o
presente trabalho teve o objetivo de aplicar o extrato de brocolis em um modelo
biologico, ndo seria possivel realizar a extracdo com metanol em razdo de seu efeito
toxico no organismo. Por este motivo optou-se pela utilizacdo de solventes ndo téxicos

como uma mistura de etanol:dgua na proporcdo 70:30. Apdés a avaliagcdo dos
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resultados, observa-se que esta mistura de solvente ndo promove uma extracdo tao
efetiva de glicosinolatos quanto a utilizacdo de metanol.

Este resultado pode ser explicado com base na série eluotropica, pois o etanol
possui polaridade de 0,88 e a 4gua acima de 1, ndo interagindo totalmente com as
porgcdes polares e apolares da estrutura dos glicosinolatos. A mistura de 4gua e etanol
altera a polaridade da solucéo, que fica com valores similares ao do metanol utilizado
nos demais estudos (0,95), permitindo uma maior interacdo com as por¢des da
estrutura, pois esta possui uma polaridade intermediaria (TORRES-CONTRERAS et
al., 2017; THOMAS et al., 2018).

Os glicosinolatos encontrados no extrato foram glicobrassicina, neoglucobrassicina,
4-methoxiglucobrassicina e 5-methoxiglucobrassicina (Tabela 3). A glicobrassicina é
considerada o principal glicosinolato presente nos brocolis, seguido por 4-
hidroxiglucobrassicina, gluconasturtiina, glucoerucina, progoitrina e gluconapina que
gue nao foram extraidos com os solventes utilizados no nosso estudo. Observa-se
também a presenca de compostos fendlicos e &cidos organicos similares ao
encontrados na literatura (VILLARREAL-GARCIA & JACOBO-VELAZQUEZ, 2016;
TORRES-CONTRERAS et al., 2017; THOMAS et al., 2018).

A concentracao de glicosinolatos nos extratos do presente estudo variou de 87,5 a
339,8 ug/g, resultado similar a faixa relatada na literatura de 183 a 577 pg/g. Apesar da
concentracdo de glicosinolatos variar devido a diferencas de fatores climaticos, solo,
gendtipo e estadio de desenvolvimento das plantas, o solvente utilizado para a
extracdo dos compostos € fator primordial na obtencdo de maiores concentracfes

desses compostos (WANG et al., 2012; BAENAS et al., 2012; THOMAS et al., 2018).
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Tabela 3-Identificacdo dos compostos presentes nos extratos de brécolis por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Compostos Férmula RT m/z m/z Erro mSigma CE Fragmento de ug/g*
molecular . jon (m/z)
mensurado tedrico (ppm) (eV)
Acido gluconico CeH1207 1,51 195,0510 195,0513 -1,6 25,8 19,8 195,0510 (100) 9,0+1,5
87,0077 (91)
99,0086 (76)
129,0196 (42)
Acido malico C4HeOs 1,73 133,0142 133,0143 -0,4 14,2 16,7 115,0035 (100) 58,245,8
Acido ascorbico CsHsO7 1,83 175,0248 175,0246 1,2 20,5 18,8 87,0091 (100) 12,3+1,6
115,0035 (37)
Acido citrico/ &cido CeHsO7 2,53 191,0187 191,0197 52 36,4 15,6  147,0293 (100) 10,7+0,3
isocitrico 130,9980 (45)
87,0082 (32)
Acido clorogénico C16H1800 5,36 353,0865 353,0878 3,40 67,1 27,7 191,0552 (100) 38,245,0
179,0344 (63)
135,0451 (49)
Glucobrassicina C16H19N209S> 5,71 447,0532 447,0528 1,0 54,6 32,4 96,9597 (100) 116,8+12,7
95,9519 (69)
98,9550 (4)
Acido 4- Ci13H160s 5,97 299,0764 299,0772 2,8 53,1 15,0 137,0242 (100) 41,3+4,5
hidroxibenzoico 93,0341 (23)
Acido clorogénico Ci6H1809 6,36 353,0865 353,0878 3,40 67,1 27,7 191,0552 (100) 6,8+0,5
179,0344 (64)
135,0451 (49)
4-methoxy- C17H22N2010S2 6,65 477,0634 477,0634 0,8 62,4 32,4 96,9598 (100) 120,2+13,6
glucobrassicina 95,9515 (66)
1-O-sinapoil-B-D- C17H22010 6,95 385,1130 385,1140 2,8 74,6 29,3  205,0496 (100) 23,145,0

glicose

223,0599 (40)




Neoglucobrassicina
5-methoxy-
glucobrassicina
Acido cumaricot
Acido sinapico’

Acido ferulico®

C17H22N2010S2

C17H22N2010S2

CoHsgO3

C11H120s

C10H1004

7,16

7,70

8,49
9,06

9,12

477,0634

477,0634

163,0391
223,0597

193,0491

477,0643

477,0634

163,0401
223,0612

193,0506

2,50

0,8

6,0
6,50

8,0

66,1

62,4

58,1
40,1

89,1

33,9

32,4

96,9598 (100)
95,9515 (35)

96,9598 (100)
95,9515 (66)

87,577

339,8+9,5

0,7+0,0
2,610,1

7,7%0,2

RT, tempo de retencdo (minutos); mSigma (ajuste entre o padrdo isotépico medido e tedrico, quanto menor o valor mSigma, melhor o ajuste

isotopico); CE, energia de coliséo (eV); T Confirmado com padréo.
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5.3 CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS E FIBRAS

5.3.1 CONDUTIVIDADE ELETRICA DAS SOLUCOES POLIMERICAS

A condutividade elétrica das solu¢des poliméricas é diretamente influenciada pelo
solvente, pela concentracdo do polimero e pela disponibilidade de compostos
ionizaveis (BHARDWAJ & KUNDU, 2010). As solucdes de extrato de brdocolis e de
zeina 9% (Tabela 4) apresentaram valores similares entre si, 0 mesmo ocorreu com 0S
tratamentos utilizando zeina 30% (Tabela 5). O extrato de brécolis apresentou maior
condutividade do que a zeina 9% e menor condutividade do que a zeina 30%. As
capsulas apresentaram aumento da condutividade conforme ocorreu aumento da
concentracdo de extrato, enquanto nas fibras, conforme se aumentou a concentracao

de extrato ocorreu uma diminui¢do na condutividade.

Tabela 4 - Condutividade elétrica das solugBes poliméricas de extrato de brdcolis e zeina 9% em
diferentes proporcdes

Solucgéo polimérica (extrato:zeina; v:v) Condutividade elétrica (uS/cm)
Extrato de brécolis 645
0:100 591
10:90 601
20:80 607
30:70 610
40:60 612
45:55 614
50:50 614
60:40 620
70:30 625
80:20 630
90:10 637

O aumento nas propor¢des de extrato em relacdo a zeina promoveu 0 aumento da
condutividade elétrica das solucdes poliméricas em ambas as concentracdes de zeina

(9 e 30%), entretanto isto ndo afetou a formacgéo de jatos continuos durante o processo



de encapsulacao, promovendo a formacéo de capsulas e fibras com alta incorporacao

do extrato (EVANGELHO et al., 2018).

Tabela 5 - Condutividade elétrica das solu¢ges poliméricas de extrato de brécolis e zeina 30% em

diferentes proporcdes

Solucéo polimérica (extrato:zeina; v:v) Condutividade elétrica (uS/cm)
Extrato de brécolis 645
0:100 800
20:80 843
25:75 809
30:70 785
35:65 765
40:60 715
50:50 698

5.3.2 EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulacéo é influenciada pelo material de parede e pelo método
de encapsulacdo (WU et al., 2013). Nao foram encontrados estudos que objetivaram
encapsular extrato de brécolis utilizando as técnicas de electrospraying e
electrospinning. Baseado nisto, a comparacdo da eficiéncia de encapsulacdo foi
realizada com estudos que encapsularam extrato de brocolis ou sulforafano ( SFN -
isotiocianato extraido do brécolis) pelas técnicas de coacervacdo complexa ou spray
drying utilizando diversos materiais de parede (LUO et al., 2013; WU et al., 2013; WU
et al., 2014; GARCIA-SALDANA et al., 2015; TIAN et al., 2015).

Avaliando a eficiéncia de encapsulacado, observa-se que quanto menor o contetdo
de zeina em relacdo ao extrato, menor a eficiéncia de encapsulacdo das capsulas e
fibras devido a saturacdo dos sitios ativos da zeina. A eficiéncia de encapsulacédo do
extrato de brocolis com zeina pela técnica de electrospraying variou de 86,9% a 99,3%

(Tabela 6) conforme a proporcdo entre os componentes. A eficiéncia de encapsulacéo
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de SFN, um isotiocianato derivado dos glicosinalatos, encapsulado pela técnica de
spray drying utilizando goma arabica, maltodextrina, k-carragenina; maltodextrina/goma
arabica (25:75), goma arabica/B-ciclodextrina (2:5), proteina de soja isolada;
maltodextrina;  hidroxipropil/B-ciclodextrina; soro fetal bovino e quitosana
carboximetilada variou de 5,3% a 79,2% (WU et al., 2013; WU et al., 2014; TIAN et al.,
2015). Enquanto a encapsulacdo do composto pela técnica de coacervagao simples ou
complexa utilizando como material de parede zeina, zeina/quitosana carboximetilada,
goma arabica/gelatina, gelatina/pectina apresentou eficiéncia de encapsulacdo de

12,2% a 77,8% (LUO et al., 2013; GARCIA-SALDANA et al., 2015).

Tabela 6 - Eficiéncia de encapsulacéo por determinacdo espectrofotométrica de compostos

fendlicos do extrato hidroalcodlico de brécolis com zeina (v:v) pela técnica de electrospraying

Proporcao de extrato:zeina (viv)  Eficiéncia de encapsulacéo (%)

10:90 99,32
20:80 99,230
30:70 99,12
40:60 98,8°
45:55 97,8¢
50:50 97,8¢
60:40 93,6¢
70:30 88,8¢
80:30 88,5¢
90:10 86,9

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de significancia
Para as fibras produzidas por electrospinning (Tabela 7), a eficiéncia de
encapsulacdo também foi maior do que os estudos relatados anteriormente, entretanto

foram similares aos encontrados em fibras de outros compostos bioativos
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encapsulados usando zeina pela técnica de electrospinning (EVANGELHO et al.,

2018).

Tabela 7 - Eficiéncia de encapsulacéo por determinacéo espectrofotométrica de compostos

fendlicos do extrato hidroalcodlico de brdcolis com zeina (v:v) pela técnica de electrospinning

Proporcao de extrato:zeina (viv)  Eficiéncia de encapsulacéo (%)

20:80 99,92
25:75 96,8°
30:70 95,8¢
35:65 94,9¢
40:60 na
50:50 na

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de

significancia, na - Nao foi possivel realizar a EE% devido & auséncia de formacé&o de fibras

Os menores valores de eficiéncia de encapsulacdo encontrados na literatura, em
comparagao com os do presente estudo, sejam possivelmente em razéo da elevada
temperatura empregada nas encapsulacdes por spray drying e coacervacao simples e

complexa promovendo a degradac¢ao de alguns dos compostos.

5.3.3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A presenca de bandas da andlise de espectroscopia no infravermelho podem
indicar deformacdes das cadeias também chamadas de deformacé&o angular (8), que
podem ser simétricas (8S) ou assimétricas (6a) ou ao estiramento das funcdes, também
chamadas de deformacgdes axiais (v) simétricas (vs) ou assimétricas (va).

O brécolis liofilizado apresentou bandas em 3290 cm™* (vO-H), 2930-2860 cm™

(vsC-H; vaC-H), 1742 cm™ (vC=0) presentes em &cidos carboxilicos, 1649 cm (vC=N),
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juntamente com a banda 1540 cm™ (vaN-O) referentes as vibracdes de iminas ou
oximas (C=N-0O), 1400 cm™, em conjunto com banda forte em 1051 cm? (vaS=0O;
vsS=0), caracteristico de sulfonas, ainda é possivel observar a banda em 1235 cm
(vC-0) da cadeia (éster) (Tabela 8).

A cipsula (Tabela 8) e fibra (Tabela 9) de zeina sem inclusdo de extrato ndo
apresentaram diferenga nos numeros de onda observados, essas apresentaram
bandas em 3290 cm (vO-H sobreposto a vsN-H; vaN-H), referentes as amidas A e B,
respectivamente. Bandas em 2920 — 2850 cm™ (vsC-H; vaC-H), 1644 cm™ (vC=0) dos
grupos peptideos da amida | e, 1540 cm™ (8N-H) caracteristicos da das ligacGes da
amida Il, banda em 1454 cm (8sCHz) alifatico e 1242 cm (vC-N sobreposta a SNH2)
da amida Ill.

As cépsulas (Tabela 8) e fibras (Tabela 9) apresentaram bandas nas regides de
~3000 — 2800 cm?, referentes a vO-H sobreposto a vsN-H; vaN-H e vsC-H; vaC-H,
presentes tanto no pé de brécolis como na zeina. As bandas em ~1600 -1500 cm™
foram observadas em todas as amostras encapsuladas, sendo referentes aos grupos
peptideos da amida | e amida Il da zeina. A banda ~1440 cm™ (8sCH>) alifatico apenas
néo foi observada na capsula 70:30 por que ficou sobreposta a banda em ~1400 cm™
gue em conjunto com uma banda forte observada em ~1040 cm™ é referente a (vaS=0;
vsS=0) de sulfonas. Por fim as bandas em ~1200 cm referentes a cadeia e amida Il

foram observadas.
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Tabela 8 - Espectros no infravermelho com Transformada de Fourier do brocolis liofilizado e das capsulas de extrato de brocolis e zeina em
diferentes proporcdes produzidas por electrospraying

Ndmero de onda (cm™)

Vibracéo Capsulas (Extrato: zeina; v/v)
Brocolis 0:100 10:90 20:80 30:70 40:60 45:55 50:50 60:40 70:30 80:20
vO-H 3290* 3290 3290 3290 3290 3290 3290 3290 3290 3290 3290
vsC-H 2930 2920 2920 2920 2920 2920 2920 2920 2920 2920 2920
vC=N 1649 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
vC=0/vsN-H; va-H Nd 1644 1644 1644 1649 1649 1644 1649 1644 1639 1639
vaN-O 1540 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
SN-H Nd 1540 1540 1540 1535 1541 1535 1541 1535 1535 1535
vC-N/ 8NH Nd nd nd nd nd 1514 nd 1514 nd nd nd
8sCH2 Nd 1454 1454 1454 1454 1454 1449 1454 1449 nd 1449
vaS=0 1400 nd nd nd nd nd nd nd nd 1405 nd
vC-O 1253 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
vC-N/ 8NH2 Nd 1242 1242 1242 1242 nd 1235 nd 1235 1235 1235
vS=0 1051 nd nd nd nd 1090 1040 nd 1040 1040 1040
*numero de onda; nd — banda n&o detectada
Tabela 9 - Espectros no infravermelho com Transformada de Fourier do brocolis liofilizado e das fibras de extrato de brocolis e zeina em
diferentes proporc¢ées produzidas por electrospinning
NUmero de onda (cm™)
Vibracao Fibras (Extrato:zeina; v/v)
Brocolis 0:100 20:80 2575 30:70 35:65 40:60 50:50
vO-H 3290* 3290 3290 3290 3290 3290 3290 3290
vsC-H 2930 2920 2920 2920 2920 2920 2920 2920
vC=N 1649 nd nd nd nd nd nd nd
vC=0/vsN-H; va-H nd 1644 1644 1644 1649 1649 1649 1649
vaN-O 1540 nd nd nd nd Nd Nd nd
ON-H nd 1540 1540 1535 1535 1541 1541 1541
vC-N/ 8NH nd nd nd nd nd 1514 1514 1514
0sCH> nd 1454 1454 1454 1454 1454 1454 1454
vaS=0 1400 Nd nd nd nd nd nd nd
vC-O 1253 nd nd nd nd nd nd nd
vC-N/ 8NH; nd 1242 1242 1242 1242 1242 nd nd
vS5=0 1051 nd nd nd nd 1090 1090 nd




As capsulas 10:90, 20:80, 30:70, 40:60, 45:55, 50:50 e 60:40 (Tabela 8) e as fibras
20:80, 25:75, 30:70, 35:65, 40:60 e 50:50 (Tabela 9) apresentaram bandas na regiao
fingerprint (800 < cm™ < 1500) semelhantes as bandas observadas na zeina pura (Il),
sendo assim, sugere-se que houve alta eficiéncia de encapsulacdo para a capsula até
a concentracdo de 60:40 extrato:zeina, e 50:50 extrato:zeina para a fibra. No entanto,
as capsulas 70:30 e 80:20 apresentaram padrdo de absorcdo na regido fingerprint
semelhante ao p6 de broécolis, 0 que sugere excesso de extrato e baixa eficiéncia de
encapsulacao.

Pequenos deslocamentos sdo observados nas amostras encapsuladas (capsulas e
fibras) em relacdo ao brdocolis e a zeina e estes sugerem a interagdo quimica entre 0s
grupamentos amida Il da zeina e os grupamentos sulfonas do extrato durante o

processo de encapsulamento.

5.3.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A andlise de DSC é um método calorimétrico no qual sdo medidas diferencas de
energia envolvidas nos processos endotérmico ou exotérmico. Baseada nesta andlise
pode-se determinar o AT, que consiste na variagdo de temperatura, ou seja, a faixa de
temperatura que foi necesséria para degradar a amostra, quanto maior esta diferenca
mais estavel a amostra € considerada. A temperatura média na qual ocorreu o evento
térmico e AH que demonstra a entalpia de fusdo das amostras.

A analise térmica do extrato hidroalcodlico de brocolis ndo foi possivel de ser
realizada pois entre o preparo da amostra e a realizagcdo da analise ocorreu a

degradacédo do extrato, ndo sendo possivel observar eventos térmicos na andlise. Nas



demais amostras analisadas, pode-se observar a presenca de um evento endotérmico
(absorcao de calor).

A capsula de extrato de brécolis e zeina na proporcdo 50:50 (v:v) apresentou a
maior temperatura de degradagdo e, portanto, maior estabilidade. Além disso, ela
apresentou menor AH, ou seja, necessitou de menor energia para ocorrer a

degradacgdo, e menor variagdo de temperatura (AT) (Tabela 10).

Tabela 10 - Andlise de Calorimetria Diferencial de Varredura das capsulas de extrato hidroalcodlico de

brdcolis:zeina (v:v) produzidas por electrospraying

Amostra AT (°C) Temperatura (°C) AH (J/g)
Brocolis 31,0 130,0 92,5
Zeina 29,5 140,2 126,0
10:90 4,3 178,1 132,2
20:80 6,1 161,7 138,3
30:70 9,1 165,0 178,3
40:60 55 168,1 181,6
45:55 4,1 170,4 131,3
50:50 5,7 181,7 97,4
60:40 6,8 147,2 211,2
70:30 6,2 124,2 1329
80:20 6,7 125,2 192,0
90:10 6,5 125,0 216,5

AT - faixa de temperatura para a degradacéo; Temperatura - temperatura média da degradacéo; AH -
energia necessaria para a degradacao

O brocolis apresentou evento endotérmico proximo a 160°C caracteristico de
desidratacdo da amostra e um AT de 30,99 °C, valor similar aos 30,88 °C e 34,26 °C
relatados na literatura, o que demonstra uma estabilidade térmica (SANJUAN et al.,
2004; XIN et al.,, 2013). A cépsula de zeina sem adicdo de extrato de brocolis

apresentou um unico evento endotérmico na temperatura de 140 °C, este evento é
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caracteristico do processo de desidratacdo da amostra. Nao foi possivel observar
outros eventos pois a degradacdo da estrutura da zeina ocorre em temperaturas
superiores a 300 °C (MAGHOSI et al., 1992; DUDHANI et al., 2010; PARVEEN et al.,
2010; LUO et al., 2011). As capsulas de extrato de brocolis e zeina apresentaram
eventos endotérmicos Unicos na faixa de 120 a 180 °C, caracteristicos da perda de
agua.

O comportamento das fibras pode ser observado na tabela 11. Os eventos
térmicos, assim como nas capsulas, possivelmente sejam atribuidos a desidratacdo

das amostras.

Tabela 11 - Analise de Calorimetria Diferencial de Varredura das fibras de extrato hidroalcoélico de

brécolis:zeina (v:v) produzidas por electrospinning

Amostra AT (°C) Temperatura (°C) AH (J/g)
Brocolis 31,0 130,0 92,5
Zeina 55 197,7 43,3
20:80 9,5 152,4 128,1
25:75 17,0 158,2 140,0
30:70 3,3 156,2 0,5
6,1 165,6 110,2
35:65 23,0 145,0 142,1
40:60 51 160,8 136,7
50:50 13,0 166,37 163,57

AT - faixa de temperatura para a degradacéo; Temperatura - temperatura média da degradacao; AH -
energia necessaria para a degradacao

Dentre as capsulas com propor¢cdes de extrato de brdocolis e zeina testadas,
aquelas entre 30% e 50% de extrato, e as fiboras com 25 a 35% de extrato,
apresentaram maiores valores de AT e de temperatura de degradacéo, ou seja, sdo
mais estaveis termicamente do que as demais. Visto a necessidade de uma futura

aplicacé@o das capsulas em ensaios bioldgicos, pela analise de DSC todas as capsulas
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e fibras produzidas podem ser aplicadas, pois possuem estabilidade térmica em

temperaturas superiores a 120°C.

5.3.5 ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA (TGA)

A andlise de TGA é uma técnica utilizada para verificar a perda ou o ganho de
massa de uma amostra em determinada temperatura e/ou tempo. Baseada na TGA
pode-se determinar uma derivada que calcula a variacdo da massa em relagdo ao
tempo (dm/dt). Uma amostra € considerada estavel quando a perda de massa for
baixar e a temperatura para que esta perda ocorra for elevada.

Nas capsulas de extrato hidroalcodlico de brocolis e zeina, pode-se observar que a
proporcao 45:55 (extrato:zeina; v:v) apresentou apenas um Unico evento de perda de
massa (Am) em 347,2 °C, sendo considerada a cpsula mais estavel termicamente
(Tabela 12). As cépsulas com propor¢cdes superiores a 60% de extrato em relagdo a
zeina apresentaram varias perdas de massas, iniciando a degradacdo da amostra em
temperaturas inferiores a 200 °C, sendo menos estaveis do que as demais.

A zeina 9% apresentou uma Unica perda de massa de 52% em 318 °C
correspondente a degradacdo térmica de sua estrutura. A perda de massa devido a
degradacdo térmica da estrutura da zeina se inicia geralmente préxima a 300 °C
(MAGHOSI et al, 1992; TORRES-GINER & LAGARON, 2010). Ja o brécolis
apresentou apenas uma perda de massa de 14% a 300 °C comprovando sua
estabilidade frente a temperaturas elevadas. Apesar da relativamente baixa perda de

massa e/ou alta estabilidade do brécolis € provavel que as perdas observadas sejam
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justamente dos compostos de interesse que sdo sabidamente termolabeis e, portanto,

faz-se necesséria sua protecdo por encapsulacéao (CISKA et al., 2015).

Tabela 12 -Termograma da perda de massa das cdpsulas de extrato de brdcolis e zeina (v:v) produzidas

por electrospraying

Amostra Am (mg) Temperatura (°C) AT (°C) Perda de massa (%) Residuo (%)
Zeina 0,6 318,2 155,8 52,5 47,5
Brocolis 0,2 310,4 91,4 14,7 85,3
10:90 0,3 313,3 107,3 51,8 48,1
20:80 0,3 303,9 93,1 314 68,6
30:70 0,5 352,1 158,1 42,1 57,9
40:60 0,5 272,6 144,2 34,2 65,7
45:55 0,6 347,2 152,4 29,6 70,4
0,2 342,7 145,2 23,1
50:50 66,5
0,1 568,0 112,2 10,4
0,1 171,9 50,6 2,1
60:40 77,5
0,6 352,5 169,6 20,5
0,1 170,9 52,7 15
70:30 88,7
0,2 346,5 168,6 9,7
0,1 172,9 43,8 1,4
80:20 0,1 225,8 65,9 11 80,9
0,5 353,1 133,0 16,6
0,1 127,3 62,1 1,7
0,1 183,1 56,0 2,1
90:10 84,9
0,1 2214 55,8 0,5
0,6 353,1 128,6 10,8

Am — perda de massa em mg; Temperatura — temperatura média onde ocorreu a perda de massa; AT —

faixa de temperatura onde ocorreu a perda de massa
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As cépsulas nas proporcdes inferiores a 45% de extrato de brdcolis em relacédo a
zeina apresentaram uma Unica perda de massa de até metade do seu conteldo
original em temperaturas proximas a 300 °C referente a degradacao das estruturas da
zeina e do extrato, demonstrando estabilidade térmica. A cépsula produzida na
propor¢ao 50:50 apresentou duas perdas de massa acima de 300 °C, a primeira,
referente a degradacdo da estrutura e a segunda atribuida a degradacdo de outros
compostos, possuindo assim uma melhor estabilidade térmica. Por fim, nas proporc¢des
acima de 60% de extrato observam-se as primeiras perdas de massas em
temperaturas inferiores a 170 °C, seguidas de outras perdas em temperaturas proximas
a 300 °C, sendo, portanto, menos estaveis termicamente do que as demais.

As fibras de brécolis apresentaram eventos Unicos de perda de massa (Tabela 13).
Assim como a zeina 9% utilizada nas cépsulas, a zeina 30% apresentou evento de
degradacéo da estrutura a 311,8 °C, coerente com o relatados na literatura. Entre as
fibras, as com concentracbes apresentaram comportamento similares, todos em
temperaturas proximas, referentes a degradacdo do material de parede, possivelmente,

tendo preservados os compostos do brocolis.
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Tabela 13 - Termograma da perda de massa das fibras de extrato de brocolis e zeina (v:v) produzidas

por electrospinning

Amostra Am (mg) Temperatura (°C) AT (°C) Perda de massa (%) Residuo (%)
Zeina 0,1 311,8 59,9 17,7 82,3

Brocolis 0,2 310.4 91,4 14,7 85,3
20:80 0,2 350,7 108,7 30,1 69,9
25:75 0,8 353,5 120,7 35,3 64,7
30:70 0,1 305,4 59,7 11,3 88,7
35:65 0,5 346,1 120,1 58,4 41,6
40:60 11 355,5 108,1 81,9 18,1
50:50 0,3 345,2 99,7 30,5 69,5

Am — perda de massa em mg; Temperatura — temperatura média onde ocorreu a perda de massa; AT —

faixa de temperatura onde ocorreu a perda de massa

5.3.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA ACOPLADA A SISTEMA DE

ESPECTROSCOPIA DE ENERGIA DISPERSIVA (MEV/EDS)

A capsula de zeina sem adicdo de extrato apresentou formato achatado devido a

auséncia de recheio (extrato) (Figura 8). As capsulas nas propor¢des inferiores a 50:50

de extrato hidroalcodlico de brocolis em relagdo a zeina apresentaram superficie

regular e esférica comprovando a uma boa encapsulacdo do extrato pela zeina. As

capsulas com proporcdes superiores de extrato em relacdo a zeina apresentaram

morfologia disforme devido a saturacdo pelo excesso de extrato ndo promovendo sua a

completa encapsulacéo.
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Figura 8 - Morfologia das capsulas de extrato de brocolis e zeina em diferentes proporcdes. A: capsula
de zeina sem adicéo de extrato; B: 10:90 (v:v); C: 20:80 (v:v); D: 30:70 (v:v); E: 40:60 (v:v); F: 45:55 (v:v);
G: 50:50 (v:v). H: 60:40 (v:v); I: 70:30 (v:v); J: 80:20 (v:v); K: 90:10 (v:v).

A encapsulacdo de SFN pelas técnicas de coacervacdo simples e complexa

utiizando como materiais de parede zeina,

zeina/quitosana carboximetilada,

promoveram a formacdo de capsulas de formato esférico e superficie lisa (LUO et al.,

2013). As capsulas de extrato de brocolis formadas por spray drying utilizando como
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material de parede maltodextrina, goma arabica; k-carragenina; maltodextrina/goma
arabica (25:75), proteina de soja isolada; maltodextrina; hidroxipropil/B-ciclodextrina;
soro fetal bovino, quitosana carboximetilada e goma arabica/B-ciclodextrina (2:5)
apresentaram superficie irregular e rugosa devido a alta temperatura empregada que
provoca uma rapida evaporacdo das gotas (WU et al., 2013; TIAN et al., 2015). A
técnica de electrospinnig e a utilizacdo de zeina como material de parede promovem a
formacdo de capsulas de melhor morfologia do que as técnicas de spray drying e
coacervacao complexa por nao utilizar temperaturas elevadas durante o processo.

Nas fibras com extrato de brécolis (Figura 9) adicionados em concentracdes de até
35%, as fibras apresentam morfologia regular, sem deformidades estruturais; na
concentracdo de 40:60 € observada a presenca de beads (deformidades na cadeia
estrutural); e na concentracdo de 50:50 ocorre uma saturacdao dos locais ativos da

zeina, ndo promovendo a formacéo de fibras.

300 nmy '\
-~

SEI 10KV WD1imm §S28 X13,000 Tpm  S— sel
CEME-Sul CEME S

- E

Figura 9 - Morfologia das fibras de extrato de brécolis e zeina em diferentes proporgdes. A: fibra 20:80
(v:v); B: fibra 25:65 (v:v); C fibra 30:70 (v:v); D: fibra 35:65 (v:v); E: fibra 40:60 (v:v); F: fibra 50:50 (v:v).
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A formacao de fibras ultrafinas produzidas por electrospinning usando zeina como
material de parede ja € relatada na literatura, pois, diferentemente de outros métodos, o
uso de altas temperaturas ndo ocorre, ndo promovendo a formacdo de sulcos,
preservando a estrutura da fibra, que apresentam didmetros similares ao do presente
estudo (WANG & CHEN, 2012; LUO et al., 2013; WU et al., 2013).

A andlise de espectroscopia de energia dispersiva da capsula de zeina sem adigcéo
do extrato de brocolis indicou a presenca de carbono e nitrogénio em maiores
propor¢des, seguidos por oxigénio, cloro e sédio em menores propor¢cdes. As capsulas
de zeina e extrato de brocolis nas proporgdes inferiores a 40% de extrato hidroalcodlico
de brocolis em relagdo a zeina apresentaram carbono e nitrogénio em maior
concentracdo, seguidos por oxigénio, cloro, sédio e enxofre. Ja nas proporcdes de
45%, 50% e 60% de extrato em relacdo a zeina estavam presentes em maior
guantidade carbono e oxigénio, seguidos por nitrogénio, cloro, sodio e enxofre. Por fim
nas propor¢gbes acima de 70% de extrato observou-se a presenga de carbono e
oxigénio em maiores concentracfes, seguidos por nitrogénio, enxofre, cloro e sédio.
Nas fibras, todas as concentracdes apresentaram carbono e nitrogénio em maior
concentracdo, seguidos por oxigénio, cloro, sodio e enxofre. A presenca do elemento
enxofre nas capsulas e fibras produzidas com extrato de brécolis e a sua auséncia na
zeina comprovam a encapsulacdo dos compostos cuja estrutura possui grupos com

nitrogénio e enxofre.
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5.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Considerando os resultados da caracterizacdo das capsulas e fibras, bem como a
maior facilidade de aplicacdo das capsulas frente as fibras nos ensaios, optou-se por
utilizar a capsula encapsulada por electrospraying na concentracdo de 50:50
(extrato:zeina, v:v). A escolha se deu pelos bons resultados de eficiéncia de
encapsulacdo, morfologia, estabilidade térmica, e por ser a capsula com maior
concentracdo de extrato. Deste modo, as atividades biologicas foram realizadas no
extrato de brécolis ndo encapsulado e no encapsulado na forma de capsula na

concentracéo 50:50.

5.4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do extrato de brocolis ndo encapsulado e do extrato de
brocolis encapsulado frente aos trés radicais avaliados pode ser observada na tabela
14. A atividade do extrato ndo encapsulado foi maior do que a do encapsulado para
todos os radicais. Possivelmente, a menor atividade antioxidante no extrato de brécolis
encapsulado, seja em razdo da néo total liberagdo dos compostos que ficam retidos na
zeina.

A atividade antioxidante por inibicAo do radical DPPH, tanto do extrato né&o
encapsulado, quando do extrato encapsulado, foram superiores ao relatados na
literatura, onde os percentuais de inibicao variam entre 21,8 a 51,95% em extratos n&o
encapsulados (MELO & FARIA, 2014). Este resultado, demostra a potencial atividade
dos compostos presentes no brocolis de eliminar radicais livres, causadores de

diversos danos a saude (SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015).
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Tabela 14 - Atividade antioxidante do extrato de brocolis encapsulado e ndo encapsulado frente aos
radicais DPPH, hidroxila e 6xido nitrico

Radical Atividade antioxidante (%)
N&o encapsulado Encapsulado
DPPH 75,5aA 62,4bA
Hidroxila 45,3aB 5,4bB
Oxido nitrico nd nd

nd — ndo detectado. Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey com 5% de significAncia. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

N&do foram encontrados estudos na literatura que visaram observar o efeito de
extrato de brocolis, ou de compostos extraidos, frente os radicais OH- e ON. Cabe
ressaltar que apesar dos valores de inibicdo destes radicais serem menores do que 0s
frente ao DPPH, estes resultados séo importantes, pois o radical OH- é a principal ERO

produzida pelo organismo humano, predispondo a peroxidacao lipidica e outros danos
biolégicos ao organismo, enquanto o radical ON € responsavel pelo processo

inflamatorio exacerbado (HAZRA et al., 2010).

O principal mecanismo de protecdo dos compostos presentes no brécolis, como
glicosinolatos, para as doencgas que tem como base o estresse oxidativo, da-se pela via
do Nrf2. O Nrf2 € um regulador das respostas de desintoxicacdo celular e status redox
no organismo. Em condicdes fisiolégicas normais, o Nrf2 encontra-se armazenado no
citoplasma celular ligado a KEAP1. A KEAP1 pode mediar uma rapida ubiquitinacdo, e
em seguida degradacdo do Nrf2 pelo proteassoma. Quando as células encontram-se
em situacdo de estresse oxidativo, o Nrf2 se desliga da KEAP1 e migra para o nucleo
celular, onde liga-se aos ARE nos promotores do gene que codificam enzimas

antioxidantes, como a NADPH quinona oxidoredutase (NQO1), heme oxigenase-1 (HO-
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1), glutationa S-transferase, SOD, CAT e y-glutamilcisteina sintetase, para aumentar a
expressao desses antioxidantes contra o estresse oxidativo (MCMAHON et al., 2003;

SYKIOTIS et al., 2011; BAl et al., 2013).

5.4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A presenca e o didmetro dos halos de inibicdo de um extrato frente a bactérias
patogénicas indicam a suscetibilidade do microrganismo frente ao composto. Quando
os halos apresentarem menos de 0,7 cm sdo considerados néo ativos, entre 0,7 e 1,2
cm sdo ativos e quando apresentarem mais de 1,2 cm possuem efeito inibitorio
satisfatorio (ARORA & KAUR, 1999). O extrato de brdcolis apresentou halos de inibi¢cao

frente a trés das quatro bactérias testadas (Tabela 15) sendo considerados ativos.

Os resultados encontrados foram superiores ao estudo de Sibi et al. (2013) que
ndo observou efeito antimicrobiano de extrato etandlico de brécolis contra as cepas de
S. aureus, E. coli e S. Typhimurium. N&o foram encontrados trabalhos que avaliaram a

atividade antimicrobiana de extrato de brécolis encapsulado.

Tabela 15 - Halos de inibi¢do do extrato de brdcolis ndo encapsulado frente as bactérias Salmonella

Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

Bactérias Halo de inibi¢cdo (cm)
Salmonella Typhimurium 0,9
Listeria monocytogenes nd
Staphylococcus aureus 0,77
Escherichia coli 0,82

Quando um extrato apresentar um valor de CIM de até 0,5 mg/mL é considerado
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um forte agente antimicrobiano; entre 0,6 a 1,5 mg/mL possuiu um efeito moderado e
acima de 1,6 mg/mL apresenta uma fraca atividade (DUARTE et al., 2007). O extrato
de brocolis encapsulado e o ndo encapsulado ndo apresentaram efeito inibitério e nem
bactericida frente as bactérias testadas.

A auséncia de inibicdo e morte bacteriana de S. Typhimurium, L. monocytogenes e
E. coli por agcéo de extrato de brécolis também foi observada na literatura, enquanto ha
relatos de efeito inibitorio de S. aureus em concentragdes de 0,32 mg/mL (SIBI et al.,

2013).

5.4.3 ATIVIDADE ANTIHIPERGLICEMIANTE

A atividade antihiperglicemiante do extrato de brocolis encapsulado e do néo
encapsulado pode ser observada na tabela 16.

O extrato de brocolis ndo encapsulado inibiu 92,7% da atividade da a-amilase e
44,67% da a-glicosidase, enquanto o extrato encapsulado inibiu 99,15% da a-amilase e
19,72% da a-glicosidase. Quando comparados com o controle acarbose (medicamento
utilizado por diabéticos no controle da hiperglicemia) tanto o extrato encapsulado,
quanto o ndo encapsulado promoveram maiores percentuais de inibicdo da enzima a-
amilase, enquanto o extrato de brécolis ndo encapsulado promoveu maior inibicao
também da a-glicosidase, quando comparado com o controle. Ndo foram encontrados
outros estudos que visaram aplicar extrato de brocolis, ou compostos isolados, sobre a
inibicdo destas enzimas, entretanto, nossos resultados sdo importantes para abrir
portas para futuros estudos, que podem avaliar os efeitos em modelos in vivo, podendo

futuramente, serem utilizados como medicamentos naturais no controle de DMII.
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Tabela 16 - Inibicdo de enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase por extrato de brécolis encapsulado

e ndo encapsulado

Enzima Inibicédo (%)
N&o encapsulado Encapsulado Acarbose*
a-amilase 92,7bA 99,15aA 73,43cA
a-glicosidase 44,67aB 19,72cB 34,35bB

*Acarbose — medicamento usual no controle de diabetes. Letras mindsculas diferentes na mesma linha
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia. Letras mailsculas
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de
significancia.

As enzimas digestivas a-amilase e a-glicosidase estao intimamente ligadas com o
processo de hiperglicemia pdés-prandial, sendo a inibicdo parcial destas, uma
alternativa para o controle da DMII, pois retardam a digestdo dos carboidratos levando
a diminuicdo da absorcao de glicose, atenuando a concentracdo de glicose pos-
prandial na corrente sanguinea (RHABASA-LHORET & CHIASSON, 2004; LEE et al.,
2007).

Um dos motivos do potencial antihiperglicemiante do brocolis pode estar
relacionado com a presenca de carboidratos nas inflorescéncias, o que faz com que o
metabolismo especializado desenvolva compostos capazes de proteger a planta contra
acOes predatdrias (EVERTON et al., 2009).

A via de acao antihiperglicemiante de compostos do broécolis, como SFN, ¢é a via de
ativacdo do Nrf2. Um estudo que avaliou o efeito do SNF para tratar o modelo diabético
induzido por STZ em camundongos por 4 meses demonstrou a regulacdo positiva do
Nrf2, diminuindo os danos renais causados pela diabetes significativo do dano renal,

além disto, observou que o tratamento prévio com SFN em camundongos induzidos a
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debates por STZ proporcionou efeito preventivo de danos da nefropatia diabética
(ZHENG et al., 2011).

Os resultados encontrados demostram um potencial do extrato de brécolis
encapsulado e ndo encapsulado no controle da hiperglicemia, podendo auxiliar no
tratamento da DMII, bem como podendo nao apresentar alguns efeitos adversos,
principalmente gastrointestinais, associados a outros medicamentos que atuam inibindo

as enzimas digestivas (YIN et al., 2014).

5.4.4 EFEITO DA DIGESTAO NA BIODISPONIBILIDADE DE COMPOSTOS

No extrato ndo encapsulado (Tabela 17) submetido a simulacdo do processo
digestério na boca, estbmago e intestino observa-se reducdo de 76,47% no acido
protocatecuico 4-glucosideo; 98,39% no &cido 5-cafeoilquinico; 78,47% na
glucobrassicina; 71,9% no &cido 4-hidroxibenzoico; 86,36% no acido p-
coumaroilquinico; 43,57% no acido clorogénico; 100% no &cido 4-p-coumaroilquinico;
89,62% na 4-methoxy-glucobrassicina; 97,32% na 1-O-sinapoil-B-D-glicose ; 88,63% na
neoglucobrassicina; 100% no acido 4-p-coumaroilquinico; 72,07% no acido cumarico;
38,43% no &cido sinapico; 86,76% no 1,2-disinapoilgentiobiose e 84,18% no 1,2,2'-
trisinapoilgentiobiose, enquanto o acido ferdlico aumentou sua concentracdo em
188,8%. As perdas encontradas em quase todos 0s compostos possivelmente
ocorreram devido as quebras das estruturas por acéo das enzimas e do pH ao longo do
processo digestorio, enquanto o aumento da concentracdo de acido ferulico pode ser

em razao da reestruturacdo desde com outros compostos.
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Tabela 17 — Efeito da simulacéo da digestéo in vitro frente aos compostos presentes no extrato de

brdcolis ndo encapsulado

Estbmago Intestino

Composto N&o digerido (ug/g) ** Boca (ug/g)
(ug/9) (ug/9)
Acido protocatecuico 4-glucosideo 13,6a 13,3a 2,4c 3,2b
Acido 5- cafeoilquinico 661,4a 554,7b 34,7c 10,6d
Glucobrassicina 954,0a 769,1b 6,7d 205,4c
Acido 4-hidroxibenzoico 12,1a 8,7b 5,2¢c 3,4d
Acido p-coumaroilquinico 22,0a 15,9b 3,3c 3,0c
Acido clorogénico 39,7a 31,7b 7.,6d 22,4¢
Acido p-cumérico 4-glucosideo 3,5a 3,1b nd nd
4-methoxy-glucobrassicina 307,4a 228,3b nd 31,9¢
1-O-sinapoil-B-D-glicose 119,8a 114,3b 3,1c 3,2c
Neoglucobrassicina 5233,5a 4488,1b 18,9d 594,8¢c
Acido 4-p-coumaroilquinico 3,6a 3,3a nd nd
Acido cumarico 11,1a 9,5b 3,2c 3,1c
Acido sinapico 25,5a 19,0c 24,3b 15,7d
Acido ferdlico 6,3c 5,3d 9,6b 18,2a
1,2- disinapoilgentiobiose 47,6a 31,8b 3,6d 6,3c
1,2,2'- trisinapoilgentiobiose 17,7a 9,8b 3,0c 2,8c

*N&o digerido - fracdo néo digerida dissolvida em &gua, ** ug / g brdcolis; Letras minUsculas diferentes
na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia. Tabela

cromatografica completa disponivel no apéndice 1.

A avaliacdo da estabilidade dos compostos ao longo do processo digestorio é de
suma importancia, pois, muitos profissionais da salde, como nutricionistas, prescrevem
planos alimentares pautados do perfil de compostos presentes em cada alimento, que
pode desempenhar atividades preventivas para o controle de diversas doencas nos
individuos. Entretanto, como se pode observar, a maioria dos compostos apresenta

uma perda muito significativa na sua concentracdo, 0 que impacta diretamente nos
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seus efeitos biolégicos. Por este motivo, sabendo como cada composto se comporta no
processo, podem-se desenvolver planos alimentares com concentracfes e
recomendacdes alimentares mais corretas, auxiliando na promocao da saude.

O extrato de brécolis encapsulado (Tabela 18) submetido a simulagéo do processo
digestério na boca, estbmago e intestino apresentou redugdo de 100% no acido p-
cumarico 4-glucosideo; 96,51% no acido 5- cafeoilquinico; 93,61% na glucobrassicina;
48% no &cido 4-hidroxibenzoico; 71,77% no &cido 4-p-coumaroilquinico; 48,02% no
acido clorogénico; 77,97% na 4-methoxy-glucobrassicina; 96,46% no 1-O-sinapoil-B-D-
glicose; 94,71% na neoglucobrassicina; 60,14% no acido cumarico; 71,98% no acido
sindpico; 73,55% no &cido ferulico; 100% no 1,2-disinapoilgentiobiose e 100% no
1,2,2'-trisinapoilgentiobiose.

Apesar de ocorrer perdas significativas no extrato de brocolis encapsulado,
observa-se que possivelmente a capsula ndo tenha se rompido totalmente, pois
guando comparadas as concentracdes da capsula rompida com etanol (controle) com a
capsula néo digerida (homogeneizada em agua, para simular a saliva) observa-se que
as concentracdes sdo muito diferentes, onde reduzem-se em 52,84% o conteddo de
acido protocatecuico 4-glucosideo; 52,85% no acido 5- cafeoilquinico; 36,8% na
glucobrassicina; 6,1% no &cido 4-hidroxibenzoico; 21,71% no &cido p-coumaroilquinico;
44,21% no acido clorogénico; 57,7% na 4-methoxy-glucobrassicina; 42,09% no 1-O-
sinapoil-B-D-glicose; 51,74% na neoglucobrassicina; 12,53% no &cido cumarico;
28,52% no &cido sinapico; 13,60% no acido ferdlico; 56,33% no 1,2-1,2-

disinapoilgentiobiose e 49,31% no 1,2,2'-trisinapoilgentiobiose.
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Tabela 18 - Efeito da simulagéo da digestao in vitro frente aos compostos presentes no extrato de
brdcolis encapsulado

N&o digerida  N&o digerida  Boca EStomago Intestino

composto E:A* (ug/g) ™ agua™ (ug/g)  (Hg/g) (ug/g) (1g/g)

Acido protocatecuico 4-glucosideo 36,9a 17,4b 16,2c nd nd
Acido 5- cafeoilquinico 1267,3a 597,5b 317,4c 56,6d 20,8e
Glucobrassicina 2662,3a 1680,7b 611,8c 27,7e 107,4d

Acido 4-hidroxibenzoico 18,8b 17,5¢c 20,3a 8,7d 9,1d

Acido p-coumaroilquinico 52,5a 41,1b 31,2c 12,9d 11,6e
Acido clorogénico 90,7a 50,6b 32,2c 20,4e 26,3d

Acido p-cumérico 4-glucosideo nd nd nd nd nd
4-methoxy-glucobrassicina 301,7a 127,6b 52,6¢ nd 28,1d
1-O-sinapoil-B-D-glicose 517,9a 299,9b 230,9c 21,2d 10,6e
Neoglucobrassicina 9578,7a 4621,9b 2115,1c 28,8e 244,1d

Acido 4-p-coumaroilquinico nd nd nd nd nd
Acido cumarico 32,7a 28,6b 21,2¢c 13,1d 11,4e
Acido sinapico 92,9a 66,4b 41,2c 28,4d 18,6e
Acido ferdlico 77,9a 67,3b 37,3c 17,0d 17.8d

1,2- disinapoilgentiobiose 60,0a 26,2b 18,0c nd nd

1,2,2'- trisinapoilgentiobiose 29,2a 14,8b 12,0c nd nd

*N&o digerido E:A - fracdo ndo digerida etanol:agua, ndo digerida Agua: fragéo ndo digerida dissolvida
em agua ** ug / g brécolis; Letras minasculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey com 5% de significancia. Tabela cromatografica completa disponivel no apéndice 1.
Quando comparados as perdas de compostos entre o extrato encapsulado e o ndo
encapsulado observa-se que a capsula preservou mais 0s compostos acido 5-
cafeoilquinico, &cido 4-hidroxibenzoico, &cido p-coumaroilquinico, 4-methoxy-
glucobrassicina, 1-O-sinapoil-p-D-glicose e acido cumarico, enquanto todos os demais
compostos apresentaram-se em maior quantidade no intestino no extrato nao

encapsulado, cabe ressaltar, que como descrito anteriormente, isto pode ser devido a
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nao total abertura da capsula de zeina em meio aquoso, devido a sua caracteristica
mais hidrofobica.

Apés a realizacdo da simulacdo da digestdo, foram avaliadas as atividades
antioxidantes de cada fracdo da digestao frente aos radicais DPPH, OH' e ON (Tabela

19).

Tabela 19 - Atividade antioxidante frente aos radicais DPPH, hidroxila e 6xido nitrico das fracGes de

brécolis encapsulado e ndo encapsulado submetidos a simulacédo da digestdo

Amostra Inibicédo (%)
DPPH Hidroxila Oxido nitrico
Extrato de brécolis ndo digerido 75,5aC 45,3bA nd
Extrato de brocolis boca nd 24,68aC nd
Extrato de brécolis estdmago 80,78aB 23,79bD 80,78aB
Extrato de brdcolis intestino 90,23aA 31,78bB 90,23aA
Céapsula de brécolis ndo digerida 62,4aA 5,4bC nd
Cépsula de brdécolis boca nd 5,9aC nd
Céapsula de brécolis estbmago nd 13,38bA 42,37aB
Cépsula de brécolis intestino nd 8,8bB 74,79aA

Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com
5% de significAncia. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e na mesma amostra diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

Apbés o processo digestivo, o extrato encapsulado e o ndo encapsulado,
comportaram-se de maneiras bem diferentes sobre o perfil de inibicdo do radical
DPPH, onde se observa que o extrato ndo encapsulado diminuiu 100% de sua

atividade na fracdo boca, enquanto aumentou sua atividade em 7 e 19,5% nas frac6es
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estbmago e intestino respectivamente, enquanto no extrato encapsulado ndo foram

detectadas atividades de inibicdo para esse radical ao longo do processo.
Para o radical OH, ERO mais produzida no organismo humano, responsavel pela

peroxidacdo lipidica, o extrato ndo encapsulado apresentou queda da atividade em
45,5, 47,5 e 29,8% na boca, estbmago e intestino respectivamente, enquanto no
extrato encapsulado ocorreu um incremento na atividade de inibicdo deste radical em
9,2, 147,7 e 63% nas fracdbes boca, estdmago e intestino, respectivamente,
demostrando que possivelmente a zeina protegeu os compostos que atuam na inibigdo
deste radical ao longo da digestdo, demonstrando que a cépsula, quando comparada
com o extrato ndo encapsulado, € mais efetiva para a protecdo dos compostos que

atuam no radical OH:, apesar de seu conteudo ser inferior.

Por fim, para o radical ON observou-se tanto para o extrato encapsulado, quanto
para o ndo encapsulado, uma auséncia de atividade nas fracdes da boca, enquanto
ocorreu um incremento da atividade nas fracdes estdbmago e intestino, onde aumentou
no néo encapsulado 80,8 e 90,23% e no encapsulado 42,4 e 74,8% o percentual de
inibicdo no estdbmago e intestino, respectivamente, demostrando que O processo
digestivo melhora a capacidade dos compostos do brocolis de atuar frente a este
importante radical livre que atua nas doencas neuroinflamatorias.

A avaliacdo da atividade antihiperglicemiante também foi realizada para cada
fracdo da digestdo (Tabela 20). No extrato de brécolis ndo encapsulado, observa-se
gue ocorreu um aumento na atividade de inibicdo da enzima a-amilase na fracéao

intestinal, quando comparada com a fracdo ndo digerida, enquanto no extrato
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encapsulado, o percentual de inibicdo se manteve. Entre o encapsulado e o nédo
encapsulado, a capsula apresentou leve aumento no percentual de inibicéo.

Para a a-amilase, no extrato ndo encapsulado, observa-se um aumento de 5,7% da
capacidade de inibicdo na fracdo da boca, quando comparada com a fragdo nao
digerida, diminuicdo de 36,3% na fracdo do estbmago e novamente um aumento de

5,91% na fracg&o intestinal.

Tabela 20 - Atividade antihiperglicemiante frente a a-amilase e a-glicosidase das frac6es de brécolis

encapsulado e ndo encapsulado submetidos a simulagéo da digestado

Amostra Inibicao (%)

a-amilase a-glicosidase
Extrato de brécolis ndo digerido 92,7aB 44,6 7bA
Extrato de brocolis boca 98,02aA 11,52bC
Extrato de brécolis estbmago 59,04aC 30,95bB
Extrato de brocolis intestino 98,18aA 7,60bD
Cépsula de brécolis ndo digerida 99,14aA 19,72bA
Cépsula de brdcolis boca 99,74aA 7,29bB
Cépsula de brécolis estbmago 99,28aA 5,20bC
Cépsula de brocolis intestino 99,40aA 4,49bD

Letras mindsculas diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com
5% de significancia. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna e na mesma amostra diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

O aumento da inibicdo na fracdo boca possivelmente se deva a primeira clivagem
das ligacOes entre a estrutura derivada de carboidratos presentes nos glicosinolatos, o
gue produz compostos mais reativos. A diminuicdo na fracdo estomacal, possivelmente
seja em razao das alteracGes de pH, extremamente acido neste 6rgao, que interfere na

atividade dos compostos bioativos. Enquanto a neutralizacdo do pH na fracdo
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estomacal, faz com que o0s compostos possam atuar de maneira mais efetiva,
justificando o aumento da inibicdo nessa fracdo, que teoricamente, sera o contetdo de
compostos que esta biodisponivel para ser metabolizado no figado e desempenhar
suas fungoes.

Para o extrato encapsulado, na inibicdo da a-amilase, observa-se pequenos
aumentos de 0,6, 0,14 e 0,26% na atividade ao longo do processo digestério. Diferente
do extrato ndo encapsulado, a manutencdo da atividade em todas as fragoes,
possivelmente se deva a protecdo dos compostos bioativos pelo material de parede
(zeina), permitindo que os compostos que possuem atividade frente a esta enzima
digestiva, cheguem intactas ao intestino para serem absorvidos e desempenhem suas
atividades no organismo.

Para a a-glicosidase, ao contrario da a-amilase, observa-se um declinio da
atividade de inibicdo da enzima ao longo do processo digestivo, sendo o percentual de
inibicdo do extrato ndo encapsulado superior aos resultados da cdpsula.

A atividade de inibicdo da enzima a-glicosidase, pelo extrato ndo encapsulado,
diminuiu 74,21%, 30,71% e 83% nas fracbes da boca, estdbmago e intestino,
respectivamente, possivelmente em razao das clivagens das enzimas, diminuindo os
compostos que podem atuar inibindo essa enzima, entretanto, cabe ressaltar, que
apesar de inibir apenas 7,6% na fracao intestinal, essa inibicdo pode ser suficiente para
auxiliar no processo de diminuicdo da hiperglicemia, pois ndo se pode inibir totalmente
essas enzimas, para que nao se tenha déficit de nutrientes e problemas absortivos

relacionados ao excesso de glicose que ndo é absorvida.
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No extrato encapsulado, a atividade de inibicdo da a-glicosidase comportou-se de
maneira similar ao ndo encapsulado, observando-se diminuicdo da atividade em 63%,
73,6% e 77,2% nas fracbes da boca, estbmago e intestino, respectivamente. Da
mesma maneira, como relatado no ndo encapsulado, a queda na atividade ao longo do
processo digestivo, ndo € necessariamente um problema, pois uma parte da glicose
deve ser absorvida, sendo que a inibicdo total pode causar diversos problemas a saude
do mesmo modo que o excesso de absorcéo.

N&o foram encontrados estudos na literatura que avaliaram o efeito da simulagéo
da digestdo sobre o perfil antihiperglicemiante de compostos presentes no brocolis,
entretanto a alta inibicdo da atividade da a-amilase ao longo de todo processo
digestorio, tanto do encapsulado, quanto do ndo encapsulado demonstra um potencial
para controle da hiperglicemia, associado a leve inibicdo da a-glicosidase. Baseado em
nossos resultados, podem-se desenvolver estudos utilizando modelos in vivo, para
avaliar, de maneira mais fidedigna, os efeitos antihiperglicemiantes dos compostos
presentes no brécolis, desenvolvendo futuramente, uma nova alternativa terapéutica

para a DMII.

5.4.5 CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTITUMORAL

Células de glioma de camundongo GL261 foram expostas a diferentes
concentracdes (50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL) do extrato de brdcolis ndo encapsulado
e encapsulado (50:50, extrato:zeina) durante os tempos de 48 e 72 h. Enquanto a
zeina ndo demonstrou nenhum efeito frente as células de glioma (GL261), tanto o

extrato ndo encapsulado como o extrato encapsulado foram capazes de reduzir a
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viabilidade celular em 48 h de exposicao (Figura 10A). No tempo de 72 h a reducéo da
viabilidade foi dependente da concentragéo (Figura 10B). A maior concentracao testada
(400 pg/mL) foi a que promoveu maior reducao da viabilidade celular. Além disso, tanto
0 extrato ndo encapsulado como o encapsulado demonstraram uma atividade seletiva

frente a células tumorais, pois ndo alteraram a viabilidade de astrécitos (Figura 10C).
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Figura 10 - Atividade antitumoral frente a células de glioma GL261 tratadas com extrato de brécolis
encapsulado e ndo encapsulado nas concentragdes de 50, 100, 200, 300 e 400 pg/mL durante 48 (A) e
72 h (B). Citotoxicidade celular (C) frente a astrécitos tratados com extrato de brocolis ndo encapsulado

(Ex) e encapsulado com zeina (Caps) nas concentragdes de 300 e 400 pg/mL durante 72 h. Veiculo

consiste em aplicagao de dimetilsulféxido, Zeina refere-se a capsula de zeina sem adigdo de extrato.

*kk

P<0,001 comparado ao veiculo.
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Os controles veiculo e zeina ndo apresentaram atividade antiglioma em 48 ou 72 h.
O extrato de brocolis ndo encapsulado e encapsulado na proporcdo 50:50
(extrato:zeina) apresentaram atividade antitumoral em 48 h nas concentra¢des de 300
e 400 pg/mL. Em 72 h, o extrato de brécolis encapsulado na propor¢cdo 50:50
(extrato:zeina) foi mais efetivo que o extrato ndo encapsulado, apresentando efeito
antiglioma em todas as concentragcfes testadas. O efeito antitumoral do extrato de
brocolis encapsulado e a auséncia de efeito da capsula sem adigdo de extrato sugere
gue possivelmente ocorreu a liberagdo controlada do extrato presente na capsula com
0 tempo de exposicao.

Alguns estudos demonstraram a eficacia do extrato de brécolis ndo encapsulado
frente a linhagens tumorais de prostata, mama, glioblastoma, carcinoma cervical,
hepatocarcinoma e leucemia (PLEDGIE-TRACY et al., 2007; PARK et al., 2007; CHOI
et al., 2008; GAWLIK-DZIKI et al., 2012; BEAVER et al, 2017; BIJANGI-
VISHEHSARAEJ et al., 2017). Um estudo que visou avaliar o efeito de isotiocianatos
de brocolis frente a uma linhagem de glioma de rato C6 observou uma reducdo da
viabilidade celular e morte apoptética das células (XU et al., 2013).

O efeito citotoxico do extrato encapsulado em linhagem de glioma de camundongo
(GL261) e a demonstracdo que esse efeito é seletivo, através da exposi¢cdo do
tratamento frente a cultivo primario de astrocitos, sdo resultados promissores e
inéditos, demostrando que a encapsulagado por electrospraying utilizando zeina como
material de parede permite uma liberagéo controlada do extrato.

O efeito antitumoral do extrato hidroalcodlico de brocolis encapsulado e nédo

encapsulado pode estar relacionado a presenca de isotiocianatos derivados de
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glicosinolatos e compostos fendlicos, pois esses compostos afetam a sobrevivéncia
das células do glioma e podem modular os estagios de promocéo e progressao do
processo carcinogénico. Os glicosinolatos podem atuar induzindo apoptose de células
malignas através da via intrinseca desencadeada pela perda da funcdo mitocondrial
sem afetar a viabilidade de células saudaveis. Além disso, algumas evidéncias de
outros estudos sugerem que esses compostos bioativos podem atuar nas interagdes
epigenéticas de varios tipos de cancer, promovendo a reversdo de alteracdes errbneas
na transcricdo de genes, bem como inibindo a invasdo e migracdo de células tumorais
gliais, bloqueando a expressdo de metaloproteinases da matriz tipo 9 (MMP-9),
enzimas que possuem atividade proteolitica associada ao desenvolvimento de invaséo
neoplasica e metastase (HUANG et al., 2012; XU et al., 2013; BACHIEGA et al., 2016;

BIJANGI-VISHEHSARAEI et al., 2017).

5.4.6 ATIVIDADE NEUROPROTETORA IN VITRO
5.4.6.1 VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade astrocitaria induzida pelo LPS e o efeitos dos tratamentos com
extrato de brocolis encapsulado e ndo encapsulado foram avaliados pelo teste de MTT
como demonstrado na figura 11.

N&o foi observada alteragéo da viabilidade celular em 48 h em nenhum dos grupos
testados, este resultado corrobora com um estudo que avaliou o efeito do LPS na
secrecdo astrocitica e ndo observou alteracdo na viabilidade e integridade celular

(GUERRA et al., 2011).
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Figura 11 — Viabilidade celular de astrocitos expostos ao lipopolissacarideo (LPS) e tratados com extrato
de brocolis ndo encapsulado (Ext) e encapsulado (Caps) nas concentragdes de 50, 100, 200 e 300

pg/mL durante 48 h. Controle consiste em aplicac@o de dimetilsulfoxido, Zeina refere-se a capsula de

kk

zeina sem adicdo de extrato. ##P<0,001 comparado ao controle. “"P<0,001 comparado ao LPS.

Estudos in vitro que visaram avaliar o efeito preventivo do SFN, um isotiocianato
derivado dos glicosinolatos, em modelos de inflamacé&o induzida por LPS, observaram
uma diminuicdo do processo inflamatério pois o composto induziu o Nrf2 e HO-1. O
Nrf2 é um fator de transcricdo que ativa genes que codificam proteinas antioxidantes
ativando fatores proé-inflamatorios, além de aumentar a expressdo e a atividade da
glutationa-S-transferase, enquanto a HO catalisa o grupo heme b que € convertido em
biliverdina-IXa, produzindo subprodutos como mondéxido de carbono e ferro. A
biliverdina, o ferro e o monoxido de carbono desempenham as atividades protetoras
frente & inflamacgé&o. Estes trabalhos evidenciam que o pré-tratamento com isotiocianato
antes de uma exposi¢ado a LPS evita danos a membrana celular e diminui a formacéao
de EROS (RYTER et al.,, 2006; HAN et al., 2007; INNAMORATO et al., 2008;

VAUZOUR et al., 2010).
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Diversos estudos relatam os efeitos neuroprotetores do SFN, pois pode controlar
diversas vias metabdlicas em células neuronais, principalmente ativando a via do Nrf2
e dos ARE regulando positivamente as enzimas de fase Il. O SFN pode também
diminuir a translocacédo do fator de transcricdo kappa B (NF-kB) do citosol para o
nacleo, o que provoca a diminuicdo da producdo de mediadores pro-inflamatérios,
citocinas e marcadores oxidativos que estimulam a via apoptética neuronal (VERGARA
et al.,, 2008; JAZWA et al., 2011; GALUPPO et al., 2013; TARROZI et al., 2013;

GIACOPPO et al., 2014; DE FIGUEIREDO et al., 2015).

5.4.6.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NiVEIS DE NITRITOS

As patologias neuronais tém uma elevada producdo de EROS. O LPS causa um
processo inflamatoério nos astrocitos e promove um aumento dessas espécies. Como
pode-se observar na figura 12, todos os tratamentos promoveram um efeito protetor,
reduzindo a produgcdo de EROS tanto no encapsulado, quanto no ndo encapsulado,
ndo havendo diferencas estatisticas entre os tratamentos.

O processo inflamatério exacerbado pode causar diversas doengas no organismo,
sendo os macréfagos importantes no inicio, na manutencao e resolucdo do processo
inflamatorio, pois secretam citocinas pro-inflamatérias, como fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), interleucina-18 (IL-1B), interferon-y (IFN-y), interleucina-6 (IL -6) e mediadores
do estresse oxidativo, como ON, que é sintetizado pela 6xido nitrico sintase induzivel

(ARIEL et al., 2012).

108



48 h

4001

3004

2004

(% do controle)

1004

Produgao de EROS

o

Niveis de Nitritos
(nmol NO;7 mg de proteina)

Figura 12 - Producédo de espécies reativas de oxigénio e niveis de nitritos em astrdcitos expostos ao
LPS e tratados com extrato de brocolis ndo encapsulado (Ext) e encapsulado (Caps) nas concentracdes
de 50, 100, 200 e 300 pg/mL durante 48 h. Controle consiste em aplicacdo de dimetilsulféxido, Zeina
refere-se & capsula de zeina sem adig&o de extrato. ##P<0,001 comparado ao controle. “"P<0,001
comparado ao LPS.

Sabe-se que em situacdes de estresse oxidativo, 0 NrF2 que normalmente esta
armazenado no citoplasma por acdo da KEAP1, é enviado para o ndcleo, onde se
heterodimeriza com proteinas Maf, aumentando a ligacdo aos genes ARE nas regides

promotoras, restaurando a homeostase por meio da regulacdo das enzimas de fase Il

(NGUYEN et al., 2005; BAIRD et al., 2011; KUMAR et al., 2014; PALL et al., 2015).
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A ativacdo do NrF2 resulta na protecdo contra o estresse oxidativo induzido por
H202 (JOHNSON et al., 2008). Os isotiocianatos também atuam diminuindo a resposta
inflamatdria através da inibicdo da via do fator nuclear kappa B (NFkB), pois quando o
NFkB esta ativado promove a expressao de citocinas pro-inflamatorias. Estudos
demostram que o SFN atua inibindo a liberacdo da NFkB em linhagens celulares de
macréfagos e em células da microglia submetidas a acdo do LPS (HEISS et al., 2001;
BRANDENBURG et al., 2009).

Resumidamente, o SFN tem efeito protetor sobre 0os neurénios do SNC, pois é um
ativador potente do Nrf2, promovendo efeitos antioxidantes, pois aumenta a regulacao
dos genes codificados pelas ARE, como glutationa-S-transferase e HO-1, reduzindo a
producéo intracelular de EROS, aumentando a viabilidade celular e diminuindo a
fragmentacdo do DNA (GUERRERO-BELTRAN et al., 2012; MORRONI et al., 2013).
Desta maneira, 0 presente estudo demostra um potencial, tanto do extrato nao
encapsulado, quanto do encapsulado para o controle das EROS, promovendo um
efeito protetor contra a neuroinflamagéao.

Em relac@o aos niveis de nitritos (Figura 12), um indicador de producédo de ON, a
adicdo de extrato encapsulado e nao encapsulado de brécolis ndo promoveu alteracéo
neste parametro, apoés 48 h de tratamento. Os resultados do presente estudo
demonstram que o efeito neuroprotetor do extrato de brécolis encapsulado e néo
encapsulado provavelmente ndo esta relacionado a regulacdo dos niveis de ON, uma

vez que nao foram observadas alteracdes nesta espécie no tempo de 48 h.
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5.4.6.3 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A CAT é responsavel pela defesa antioxidante, promovendo a degrada¢édo do H20:2
em agua. O efeito protetor do extrato de brdcolis encapsulado e ndo encapsulado sobre
a atividade da CAT em astrdcitos tratados com LPS pode ser observado na figura 13. A
endotoxina reduziu significativamente a atividade dessa enzima, porém todos o0s
tratamentos reestabeleceram essa alteragao.

A SOD é uma enzima de defesa antioxidante responséavel dismutagdo do radical
02" em H202. O efeito preventivo do extrato encapsulado e nao encapsulado de
brocolis sobre a atividade da SOD em células expostas ao LPS esta demonstrado na
figura 13. Nenhum tratamento foi capaz de alterar a atividade da SOD em relagéo ao
grupo controle.

A preservagdo das enzimas antioxidantes é importante para a manutencdo das
fungbes do organismo, combatendo as EROS e minimizando os danos causados por
esses, como as doencas neuroinflamatérias. Estudos relatam que o tratamento com
SFN em células mioblasticas H9c2 aumentou a atividade da SOD e da CAT, bem como
preservou a atividade das enzimas em ratos (PIAO et al.,, 2010; FERNANDES et al.,

2015).
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Figura 13 - Atividade da catalase (CAT) e superoéxido dismutase (SOD) em astrocitos expostos ao
lipopolissacarideo (LPS) e tratados com extrato de brocolis ndo encapsulado (Ext) e encapsulado (Caps)
nas concentra¢des de 50, 100, 200 e 300 pg/mL durante 48 h. Controle consiste em aplicacdo de
dimetilsulfoxido, Zeina refere-se a capsula de zeina sem adicéo de extrato. #P<0,05 comparado ao
controle.

O efeito protetor das enzimas antioxidantes pelo SFN também foi relatado na
literatura em células inflamadas com acroleina (QIN et al., 2014). Este efeito se deve
possivelmente pela inibicdo do NF-kB e das citocinas inflamatoérias pela via do Nrf2,
evidenciando que os glicosinolatos presentes no brécolis podem atuar como
estratégias para controle dos danos e doencas associadas ao estresse oxidativo

(HEISS et al., 2001; ROSE et al., 2005).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hidroalcéolico de brocolis foi efetivo para a extracdo de glicosinolatos e
compostos fendlicos, entretanto menos efetivo que a extragdo com metanol.

As capsulas em concentracdes inferiores a 50% de extrato hidroalcéolico de
brocolis em relac@o a zeina, produzidas pela técnica de electrospraying, apresentaram
superficie lisa, uniforme e esférica, maior estabilidade térmica e eficiéncia de
encapsulacdo e menor perda de massa do que as produzidas nas propor¢des acima de
60% de extrato.

As fibras em concentracfes inferiores a 40% de extrato hidroalcoolico de brdcolis
em relacdo a zeina, produzidas pela técnica de electrospinning, apresentaram
superficie lisa, fina com boa estabilidade térmica e alta eficiéncia de encapsulacéo.

O extrato de brécolis encapsulado e ndo encapsulado apresentaram inibicdo dos
radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil e hidroxila, enquanto ndo foi observado efeito para o
oxido nitrico, evidenciando um potencial antioxidante.

As Dbactérias S. aureus, E. coli e S. Typhimurium apresentaram leve
susceptibilidade ao extrato de brécolis, entretanto, ndo foram observados efeitos
inibitdrios e bactericidas.

Os extratos, encapsulado e ndo encapsulado, de brécolis apresentaram efeito
antihiperglicemiante, promovendo a inibicdo das enzimas digestivas a-amilase e a-
glicosidase.

A simulacao do processo digestivo demonstrou o comportamento dos compostos a
cada fase da digestdo, sendo importante para observar onde ocorreu a perda das

atividades antioxidantes e antihiperglicemiante.
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O extrato de brdcolis ndo encapsulado e o encapsulado na proporcédo de 50% de
extrato ndo apresentaram efeito tdéxico em astricitos, mas apresentaram efeito
antitumoral frente a células de tumores de glia.

O extrato encapsulado e o ndo encapsulado de brocolis apresentaram acéo
neuroprotetora demonstrando efeito preventivo nos niveis de espécies reativas de
oxigénio em células astrocitarias expostas ao lipopolissacarideo, bem como
preservando a atividade de enzimas antioxidantes.

Os resultados do presente trabalho evidenciam que o extrato de brécolis nédo
encapsulado e encapsulado por electrospraying podem ser considerados importantes
nutracéuticos, atuando de maneiras distintas sobre o controle das doencas cronicas

nao transmissiveis.
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8.1 Apéndice 1 — Perfil de compostos encontrados no extrato de brocolis encapsulado e ndo encapsulado apés andlise da

simulagdo da digestéo.

Compostos

RT

m/z

mensurado

m/z
tedrico

Erro

(ppm)

MSigma

CE
(eV)

m/z
fragmentacéo
de ion

Acido protocatecuico 4-glucosideo

Acido 5- cafeoilquinico

Glucobrassicina

Acido 4-hidroxibenzoico

Acido p-coumaroilquinico

Acido clorogénico

Acido p-cumérico 4-glucosideo
4-methoxy-glucobrassicina
1-O-sinapoil-B-D-glicose

Neoglucobrassicina

4,75

5,53

5,82

6,11

6,26

6,45

6,64

6,68
7,03

7,51

315,0717

353,0865

447,0532

299,0764

337,0927

353,0865

325,0926

477,0634
385,1130

477,0634

315,0722

353,0878

447,0528

299,0772

337,0929

353,0878

325,0929

477,0634
385,1140

477,0643

15

3,40

1,0

2,8

0,5

3,40

0,9

0,8
2,8

2,50

59,4

67,1

54,6

53,1

69,5

67,1

38,2

62,4
74,6

66,1

25,8

27,7

32,4

15,0

26,9

27,7

26,3

32,4
29,3

33,9

108,0218 (100)
152,0107 (87.6)
109,0292 (25.0)
95,0140 (11.5)
191,0552 (100)
179,0344 (63)
135,0451 (49)
96,9597 (100)
95,9519 (69)
98,9550 (4)
137,0242 (100)
93,0341 (3)
163,0411 (100)
119,0499 (43)
191,0552 (10)
191,0552 (100)
179,0344 (64)
135,0451 (49)
145,0294 (100)
119,0461 (12)
163,0395 (6)
96,9598 (100)
95,9515 (66)
205,0496 (100)
223,0599 (40)
96,9598 (100)
95,9515 (35)



Acido 4-p-coumaroilquinico

Acido cumaérico
Acido sinapico

Acido fertlico

1,2- disinapoilgentiobiose

1,2,2'- trisinapoilgentiobiose

6,84

6,21
8,97
9,12

9,79

10,72

337,0922

163,0391

223,0597
193,0491

753,2234

959,2773

337,0929

163,0401

223,0612
193,0506

753,2248

959,2768

2,2

6,0
6,50
8,0

1.8

-0,5

78,5

58,1
40,1
89,1

99,8

12,7

191,0560 (100)
173,0454 (46)
163,040 (32)
119,0490 (18)

26,9

205,0505 (100)

42,6 223,0609 (34)
529,1580 (6)

205,0510 (100)

48,8  223,0609 (23)
735,2124 (6)

RT — Tempo de retengdo em minutos; mSigma- ajuste entre padréo isotépico medido e teorico; CE, energia de colisdo (eV)

'Confirmado com padréo.
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8.2 Apéndice 2 — Artigo publicado na Revista Colloids ans Surfaces B: Biointerfaces

Colloids and Surfaces B: Bininterfaces 192 (2020) 111020
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Gliomas, intracranial malignant tumors, are aggressive, asymptomatic and difficult to treat due to their degree of

Brossica oleroceae infiliration, alternatives are needed to treat the disease. In this sense, natural compounds from the specialized

Bipactive compounds metabolism of plants can act to control the disease. Glucesinolates and phenolic compounds, present in broceoli,

‘;'ﬂ‘_hm"““ have a potential o promote tumor cell death, however due to the low stability of these compounds, en-
n

capsulation becomes an alternative for their preservation. The objective was to encapsulate the broceoli extract
by electrospraying and 1o evaluate its cytotoxicity in the primary cell culiure of astrocytes and gliomas. The
capsules were produced and ch ized by lation efficiency, functional groups, thermal stability and
morphology, the capsule thar presented the best parameters was used for the evaluation of cell eytotoxicity and
antitumor activity. Capsules with equal or less than 50 % extract showed high encapsulation efficiency, high
thermal stability and uniform morphology due to non-saturation of the active zein sites, which allowed a
complete encapsulation of the added extract, as well as a greater protection of the compounds. The capsule with
50 % of the extract showed good results of the efficiency, morphology and thermal stability and was used to
evaluate the antitumor activity, since the addition of extract in proportions greater than &0 % promoted sa-
turation of the active sites and lower encapsulation efficiency, and directly affects the morphology and thermal
stability. The encapsulated and unencapsulated extracts showed strong selective antitumor effect against glial
mumaor cells without toxicity to non-tumor cells.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Compounds present in broccoli are vulnerable to the digestive process, and encapsulation becomes an alternative
Digestibility for their preservation. The encapsulation of broccoli extract, by electrospraying, was performed with the purpose
Brassica oleracea of evaluating the effect of in vitro simulated digestion on individual compounds and antioxidant and anti-
H."'d.m"ylld hyperglycemic potentials. Each digestion fraction was evaluated by chromatography, as well as for antioxidant
Nitric oxide activity and antihyperglycemic potential. The encapsulated extract showed high encapsulation efficiency and
a-Amylase
a-Glucosid spherical morphology. Losses in the levels of phenolic compounds and glucosinolates were found in both ex-

tracts, considering the fractions submitted to digestion. The digestion promoted an increase in the inhibition of
hydroxyl, nitric oxide and a-amylase, as well as a decrease in the inhibition of a-glucosidase in both extracts,
when compared to undigested fractions. Thus, the digestion affects the compounds content in both encapsulated
and unencapsulated extracts. However, they still promote the control of oxidative processes and hyperglycemia.
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