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RESUMO

Substéncias antioxidantes como os polifendis tém sido usadas para reduzir os
efeitos deletérios da radiagdo solar sobre a pele. Tais compostos sdo encontrados
em quantidades significativas no bagaco de uva, um residuo que pode ser
empregado vantajosamente para obtencdo de formulagfes farmacéuticas com
propriedades antioxidantes. Neste trabalho, nanoemulsfes contendo compostos
fendlicos do bagaco da uva foram desenvolvidas como estratégia para a liberagéo
topica de antioxidantes. Inicialmente, solugBes extrativas foram obtidas a partir
do bagago de uva sem secagem (SEgss), submetido a secagem em estufa (SEgsg),
ou liofilizado (SEgL), € caracterizadas quanto ao teor de compostos fenélicos
totais, residuo seco e atividade antioxidante. A partir destes resultados, a SEg,. foi
selecionada para a continuidade do trabalho e uma fracéo acetato de etila (FAE)
foi obtida a partir desta solugdo extrativa. A FAE foi caracterizada quanto ao teor
de compostos fenolicos totais e quanto ao teor dos compostos isoquercitrina e
resveratrol, selecionados como marcadores quimicos, apos analise da fracdo por
metodologia analitica de CLAE-DAD-ESI-MS/MS validada. Para o
desenvolvimento das nanoemulsfes, ensaios preliminares foram realizados
utilizando triglicerideos de cadeia média, 6leo de ricino ou dleo de semente de
uva, variando a concentracdo de lecitina de soja e Tween 80) e o volume da fase
organica. As nanoemulsdes foram preparadas pela técnica de emulsificagdo
espontdnea com ou sem agitacdo ultrassonica. As nanoemulfes foram
caracterizadas quanto ao tamanho da gota, indice de polidispersdo (PDI) e
potencial zeta. A partir destes resultados, as formulagdes que resultaram em
menores tamanho de goticula e PDI foram selecionadas para a incorporagdo da
FAE, resultando em trés formulagfes: NE-FAErcw, NE-FAEor € NE-FAEosu. AS
formulagbes NE-FAEtcw e NE-FAEor apresentaram menor tamanho de
particulas e indice de polidispersdo, bem como maior estabilidade frente aos
fendmenos de separacdo de fases, em estudos de estabilidade acelerada. As trés
formulagBes foram caracterizadas quanto ao teor de fendis totais, de
isoquercitrina e resveratrol, ndo apresentando diferengas nas concentragdes
destes compostos fendlicos. No entanto, a eficiéncia de encapsulacdo para a
isoquercitrina foi menor em relagdo ao resveratrol, provavelmente devido a
menor lipofilia deste composto. As nanoemulsdes contendo a FAE apresentaram
atividade antioxidante significativa pelos métodos DPPH e FRAP. Estudos de
permeacdo cutdnea foram realizados com NE-FAEor € FAE, em modelo
biocompartimental de células de Franz , usando pele de orelha suina como
modelo de membrana. Nestes estudos foi possivel quantificar a isoquercitrina
retida na pele (epiderme e derme), mas ndo no estrato corneo e permeado.
Considerando os resultados obtidos, a obtencdo de nanoemulsdes contendo
compostos fenolicos do bagaco de uva mostrou ser viavel e promissora para
utilizacdo em produtos dermocosméticos visando a atividade antioxidante.

Palavras-chave: Bagago de uva. Compostos fenélicos. Nanoemulsdo. Atividade
antioxidante.






ABSTRACT

Antioxidant substances like polyphenols have been used to reduce the
deleterious effects of solar radiation on the skin. These compounds are found in
significant quantities in grape pomace, a residue that can be advantageously
employed to obtain pharmaceutical formulations with antioxidant properties. In
this work, nanoemulsions containing phenolic compounds from grape pomace
were developed as a strategy for the topical release of antioxidants. Initially,
extractive solutions were obtained from grape pomace whithout drying (EScewo),
kiln dried (EScerkp), or lyophilized (ESceL), and characterized by their total
phenolic compound content, dry residue and antioxidant activity. From these
results, SEcpL Was selected for continuity of work and an ethyl acetate fraction
(EAF) was obtained from this extractive solution. The EAF was characterized by
the content of total phenolic compounds and the content of isoquercitrin and
resveratrol compounds, selected as chemical markers, after analysis of the
fraction by validated HPLC-PDA-ESI-MS / MS analytical methodology. For the
development of nanoemulsions, preliminary assays were performed using
medium chain triglycerides, castor oil or grape seed oil, varying the concentration
of soybean lecithin and Tween 80 and the volume of the organic phase.
Nanoemulsions were prepared by spontaneous emulsification technique with or
without ultrasonic agitation. Nanoemulsions were characterized by droplet size,
polydispersion index (PDI) and zeta potential. From these results, formulations
that resulted in smaller droplet size and PDI were selected for EAF incorporation,
resulting in three formulations: NE-EAFwmcT, NE-EAFco and NE-EAFgso. The
formulations NE-EAFwmcr and NE-EAFco presented smaller particle size and
polydispersion index, as well as greater stability in relation to phase separation
phenomena in accelerated stability studies. The three formulations were
characterized for the total phenolic content, isoquercitrin and resveratrol,
showing no differences in the concentrations of these phenolic compounds.
However, the encapsulation efficiency for isoquercitrin was lower than
resveratrol, probably due to the lower lipophilia of this compound. The
nanoemulsions containing EAF showed significant antioxidant activity by DPPH
and FRAP methods. Skin permeation studies were performed with NE-EAFco
and EAF, in a biocompartmental Franz cell model, using porcine ear skin as a
membrane model. In these studies was possible to quantify the isoquercitrin
retained in the skin (epidermis and dermis), but not in the stratum corneum and
permeate. Considering the results obtained, the obtaining of nanoemulsions
containing phenolic compounds from grape pomace showed to be viable and
promising for use in dermocosmetic products aiming antioxidant activity.

Keywords: Grape pomace. Nanoemulsions. Phenolic compounds. Antioxidant
activity.
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1 INTRODUCAO

A pele é a camada mais externa do corpo humano e atua como
barreira protetora contra fatores ambientais, como o estresse mecanico,
qguimico e radiacdo solar, além atuar como barreira a entrada de
substancias externas perigosas no organismo (ALBRECHT et al., 2019;
NISKA et al., 2018). Apesar da pele possuir um sistema antioxidante
endégeno complexo que atua na protecdo contra danos oxidativos
enzimaticos e ndo-enzimaticos, a exposi¢cdo excessiva a radiacao
ultravioleta leva a sobrecarga destes mecanismos antioxidantes, sendo
considerada um dos principais fatores que levam ao envelhecimento
cutaneo o ao aparecimento do cancer de pele (COSTA, 2012; NICHOLS;
KATIYAR, 2010; YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017). Além da
utilizagdo de filtros solares, o uso de formulages topicas antioxidantes
pode auxiliar na protecdo contra a radiagdo solar e minimizar os efeitos
deletérios da radiacdo ultravioleta (GALANAKIS, 2017). Os
antioxidantes exdgenos atuam inibindo a producdo de radicais livres,
interrompendo reagfes de auto oxidagdo, protegendo e regulando as
defesas antioxidantes celulares, neutralizando ions pro-oxidantes
metalicos e/ou inibindo enzimas pro-oxidativas, podendo assim
neutralizar o estresse oxidativo (SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ,
2015).

O processamento de alimentos a nivel industrial gera uma grande
quantidade de residuos organicos solidos, utilizados de forma geral para
compostagem ou descartados em locais abertos, podendo gerar problemas
ambientais (PANIC et al., 2019). Os subprodutos alimentares apresentam
uma rica diversidade de compostos bioativos interessantes para aplicagéo
nas industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica, o que tem levado ao
aumento das pesquisas e o interesse da academia pela exploragdo desses
residuos (OKIYAMA; NAVARRO; RODRIGUES, 2017; PRADAL et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2016; RODRIGUES; PIMENTEL;
OLIVEIRA, 2015).

A uva (Vitis vinifera L.) é uma das frutas mais cultivadas e
consumidas no mundo, e uma das fontes mais ricas em polifendis
(FRAIGE; PEREIRA-FILHO; CARRILHO, 2014; GALANAKIS,
2017). Essa fruta é amplamente consumida “in natura” ou utilizada como
matéria-prima na producgdo de sucos, vinhos, geleias, uvas passas, entre
outros produtos (PINTAC et al., 2018). No Brasil, a uva apresenta grande
importancia econdmica e a maior parte do cultivo é destinado a producéo
de vinhos de mesa e suco de uva (MELLO, 2017). Apesar da viticultura
estar presente em diversos estados do pais, a Regido Sul (principalmente
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Rio Grande do Sul e Santa Catarina) é responsavel por mais de 50% da
producdo nacional de uvas e pela maior parte do processamento
industrial, visando principalmente a elaboragdo de vinhos
(LAZARROTTO; TAFFAREL; MONTEIRO, 2016).

Na vitivinicultura um dos principais residuos sélidos gerados é o
bagago de uva, que consiste basicamente de uma mistura de pele e
sementes, geralmente utilizado como fertilizantes ou alimentacdo animal
(GALANAKIS, 2017; OLIVEIRA etal., 2009). A quantidade de residuos
depende da variedade da uva, processo de prensagem e da fermentacao,
porém, de modo geral o bagaco corresponde a cerca de 20% do peso
original da fruta e é relatado que em torno de 70% do contetdo fendlico
€ preservado apos o seu processamento (BERES et al., 2017; SOTO;
FALQUE; DOMINGUEZ, 2015).

O bagago de uva se apresenta como uma fonte alternativa de
matéria-prima para o desenvolvimento de formulagdes com agregado
valor tecnoldgico ao produto, e contribuindo para a cadeia de
sustentabilidade (GALANAKIS, 2017). Esse subproduto apresenta uma
grande diversidade de compostos metabolicamente ativos, tais como
acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e taninos, dependendo de fatores
como a origem geogréafica, época de colheita, condi¢cBes climaticas,
processamento, técnicas de extragdo e cultivar (BRAHIM; GAMBIER,;
BROSSE, 2014; CAMPOS et al.,, 2008; GOULA; THYMIATIS;
KADERIDES, 2016). A atividade antioxidante do bagaco de uva e
demais subprodutos da vinificacdo é extensamente relatada na literatura,
entretanto existem poucos estudos abrangendo o desenvolvimento de
formulagdes farmacéuticas a partir deste residuo (LOULI; RAGOUSSIS;
MAGOULAS, 2004; MOURE et al., 2001; NEGRO; TOMMASI;
MICELI, 2003; ROCKENBACH et al., 2008, 2012; RUBERTO et al.,
2007; SPIGNO et al., 2013; TORRES et al., 2015).

A fim de melhorar as propriedades biofarmacéuticas de compostos
aplicados topicamente, o desenvolvimento de sistemas de liberagcdo
nanoestruturados tem sido realizado, tendo em vista as diversas vantagens
gue apresentam em comparagao aos sistemas convencionais de liberacéo,
dentre elas: aumento da &rea superficial, aumento da solubilidade e
estabilidade, liberagdo controlada de ativos, diminui¢do da irritago nos
tecidos, protecdo contra degradacdo, aumento da concentracdo dos ativos
no alvo de interesse, e aumento da permeacdo através das camadas
cuténeas, entre outras (JEPPS et al., 2013; ROBERTS etal., 2017; SOTO;
FALQUE; DOMINGUEZ, 2015). Os sistemas nanoestruturados mais
estudados para a aplicagdo cutdnea de compostos ativos sdo as
nanoparticulas poliméricas e lipidicas (GOYAL etaal., 2016). Dentre esses
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sistemas, as nanoemuls@es sdo relatadas como estratégia promissora para
melhorar a liberacdo de compostos antioxidantes nas diferentes camadas
da pele (MONTENEGRO et al., 2016). As nanoemulsdes sdo sistemas
heterogéneos formados por uma disperséo de goticulas de um liquido em
outro liquido imiscivel, estabilizadas por surfactantes e com elevada
capacidade de veiculagdo de compostos hidrofébicos (MCCLEMENTS;
RAO, 2011). Assim, considerando os efeitos benéficos dos compostos
antioxidantes presentes no bagaco de uva e o potencial de utilizagdo deste
residuo como fonte de compostos fendlicos, este trabalho tem como
objetivo desenvolver nanoemulsdes contendo compostos fendlicos do
bagaco de uva visando sua aplicacdo topica cutanea.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoemulsdes contendo compostos fendlicos do
bagaco de uva para aplicagdo cutanea visando atividade antioxidante.

1.1.2 Objetivos especificos

e Preparar solugdes extrativas pelo método de maceracdo a partir do
bagaco de uva sem secagem ou submetido a secagem por estufa e
liofilizacdo.

e Caracterizar as solucGes extrativas quanto ao residuo seco, teor de
compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais e atividade
antioxidante.

o Avaliar o uso de diferentes técnicas de secagem do bagaco sobre o teor
de compostos fenolicos totais.

o Obter a fracdo acetato de etila pelo método de parti¢do liquido-liquido
a partir da solucéo extrativa.

e Caracterizar a fracdo acetato de etila quanto ao teor de compostos
fendlicos e antocianinas monoméricas totais.

¢ Desenvolver e validar metodologia analitica de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos e
espectrofotdbmetro de massas (CLAE-DAD-ESI-MS/MS)  para
identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos na fragdo acetato
de etila do bagaco de uva.

¢ Desenvolver nanoemulsdes com e sem a fracdo acetato de etila do
bagaco de uva utilizando triglicerideos de cadeia média, 6leo de ricino e
6leo de semente de uva como fase oleosa.

e Caracterizar as nanoemulsdes quanto ao tamanho das goticulas,
distribuicdo granulométrica, potencial zeta e morfologia.

e Determinar o teor e eficiéncia de encapsulacdo de compostos fenolicos
nas nanoemulsdes por espectroscopia de absor¢do no visivel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

e Avaliar a estabilidade das nanoemulses ap6s 0 armazenamento em
temperatura ambiente e em geladeira;

e Avaliar a estabilidade acelerada das nanoemulsbes frente aos
fendmenos de separacgéo de fases.

o Avaliar a atividade antioxidante in vitro da fracao acetato de etila e das
nanoemulsées contendo a fracdo pelos métodos DPPH e FRAP.
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e Avaliar a permeacdo e retencdo cutdnea in vitro dos compostos
identificados na fracdo acetato de etila, apos aplicacdo das nanoemulsdes
e da fracdo livre em modelo bicompartimental de célula de Franz.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 APELE
2.1.1 Anatomia e estrutura da pele

A pele é a camada mais externa do corpo humano e atua como
barreira protetora contra fatores ambientais como o estresse mecanico,
quimico, radiacdo solar, microrganismos, parasitas invasivos, além de
impedir a entrada de substancias externas perigosas (ALBRECHT et al.,
2019; NISKA et al., 2018). E responsavel pelo revestimento e retengo
de agua no corpo, evita a perda do fluido corporal e esta envolvida no
metabolismo de proteinas, lipidios, carboidratos e vitaminas
(BOLZINGER et al., 2012; NISKA et al., 2018). Apresenta importante
papel na regulagdo da temperatura corporal e na resposta imunoldgica,
por apresentar células capazes de reconhecer e processar antigenos
especificos iniciando a resposta inflamatéria e ainda funcédo
neurossensorial, incluindo os sentidos de toque, calor e dor (NISKA et
al., 2018).

Estruturalmente, a pele é composta por trés camadas que possuem
composicdo e estruturas diferentes: a epiderme, a derme e a hipoderme
(Figura 1) (MATHES; RUFFNER; GRAF-HAUSNER, 2014).

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura da pele.
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A epiderme é a camada mais externa e fina da pele, composta por
varios tipos de células, incluindo melanécitos, queratindcitos e células de
Langerhans. Os queratindcitos da camada basal passam por divisao e em
seguida se diferenciam e migram para fora, formando a camada
espinhosa, depois a camada granulosa e finalmente a camada ou estrato
cérneo. Essa diferenciacdo é complexa e altera as células basais
metabolicamente ativas contendo organelas tipicas como mitocéndrias e
ribossomos em estrato cdrneo, compreendendo cornedcitos atenuados e
anucleados dispostos em bicamadas lipidicas (AULTON; TAYLOR,
2013; NISKA et al., 2018). O estrato corneo é estruturalmente composto
por cornedcitos enriquecidos de proteinas (tijolos) que apresentam
obstaculos a passagem da agua ou de qualquer molécula, enquanto que os
lipidios hidrofébicos, organizados em estruturas lamelares rigidas
(rejunte), fornecem uma barreira a prova d’agua, formando a conhecida
estrutura do tipo “tijolo-rejunte”, que é 0 maior obstaculo a permeagédo
cutanea de farmacos (MENON, 2002).

A derme consiste em tecido conjuntivo intimamente ligado a
epiderme pela membrana basal (NISKA et al., 2018). E composta por uma
rede de colageno e elastina e um gel de mucopolissacarideo,
assemelhando-se a um hidrogel. Na derme encontram-se diversas
estruturas tais como glandulas sebaceas e sudoriparas, vasos sanguineos
e linfaticos, terminacfes nervosas bem como apéndices cutaneos
(foliculos cutaneos e unhas). Essa camada é extremamente vascular e
participa da regulacdo da temperatura do corpo, auxilia no reparo de
feridas, fornece oxigénio e nutrientes ao tecido e remove produtos
residuais (AULTON; TAYLOR, 2013; MENON, 2002).

A hipoderme ou tecido subcutaneo é a camada mais profunda da
pele e esta situada abaixo da derme, tem a funcdo de isolar o corpo e
proteger contra lesdes mecanicas, além de servir como reserva de energia.
A hipoderme é composta basicamente de adipdcitos, os quais sdo células
gue armazenam gordura e cuja espessura apresenta variacfes anatdbmicas
e individuais, que refletem o estado nutricional do individuo (AULTON;
TAYLOR, 2013; KHAVKIN, 2011).

2.1.2 Envelhecimento cutaneo

Existem dois tipos de envelhecimento aos quais a pele esta
submetida: intrinseco e extrinseco. O envelhecimento intrinseco €
também conhecido como cronolégico, geralmente tem influéncia
genética, hormonal, e apresenta percepcao lenta e significativas variagdes
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entre populagdes, individuos da mesma etnia e em diferentes partes do
corpo. O envelhecimento cuténeo intrinseco s6 pode ser visto em idade
bem avancada e € caracterizado por uma pele sem manchas, lisa, palida,
mais seca, menos elastica e com rugas finas. Algumas alteragdes
subcutaneas podem levar a linhas de expressao exageradas no rosto. Esse
envelhecimento ocorre basicamente dentro do proprio tecido, através da
diminuicdo de mastdcitos dérmicos, fibroblastos e produgdo de colageno
(TOBIN, 2017). O envelhecimento extrinseco é causado por fatores
ambientais como a radiacdo UV, tabagismo, dieta, produtos quimicos,
traumas entre outros. Ao contrario do envelhecimento intrinseco, de
dificil intervencéo, a prevencdo e o tratamento de alteracfes relacionadas
ao envelhecimento extrinseco e estrutura da pele sdo muito estudadas
(BAUMANN, 2018).

A exposicdo solar excessiva e desprotegida é a maior causa de
envelhecimento extrinseco, o que é visualizado principalmente no rosto,
pescogo, maos e bracgos. Cerca de 80% do envelhecimento da pele ocorre
devido a exposi¢do solar crénica, podendo causar queimaduras solares,
inflamacdo, imunossupressdo e dano ao tecido. As principais
caracteristicas de uma pele envelhecida extrinsecamente sdo rugas
profundas, textura aspera, pele palida, manchada e a perda de elasticidade.
Os efeitos da radiacdo solar na pele sdo tdo impactantes que séo
designados separadamente como fotoenvelhecimento (BAUMANN,
2018; TOBIN, 2017).

2.1.3 Radiagdo solar na pele humana

A superficie corporal é exposta a radiagdo solar praticamente
todos os dias, contribuindo com diversos processos fisiol6gicos, em
particular a sintese de vitamina D, essencial para o metabolismo de calcio
e fundamental para a nossa satde (ABULMEATY, 2017; ALBRECHT et
al.,, 2019; HOLICK, 2018). Entretanto, apesar desses beneficios a
exposicdo excessiva e a longo prazo pode proporcionar efeitos negativos,
causando eritema, dano celular e ao DNA, imunossupressao,
envelhecimento precoce, podendo levar ao cancer de pele (ALBRECHT
etal., 2019; KHALIL, 2018).

A radiacéo solar que incide sobre a superficie da terra é dividida
em radiagdes ultravioletas (100-400 nm) que sdo percebidas através de
reacdes fotoquimicas, radiagdes visiveis (400-800 nm), as quais so
detectadas por meio das cores pelo sistema o6ptico, e radiacOes
infravermelhas (acima 800 nm) que sdo percebidas através do calor
(FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). A radiacao ultravioleta (UV) é a
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gue apresenta maior importancia na perspectiva da salde e é classificada
em UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm)
(RASCON; FERREIRA; SILVA, 2017).

A radiacdo UVC ¢ lesiva aos seres vivos por apresentar elevada
energia, entretanto ndo atinge a superficie da Terra, pois é absorvida pela
camada de ozénio (WIDEL et al., 2014). Por outro lado, a radia¢do solar
que alcanca a superficie terrestre (UVB e UVA) pode interagir com a pele,
por meio de mecanismos de absor¢ao, reflexdo e espalhamento, os quais
sdo determinados pelas caracteristicas da pele e do tipo de radiacdo
(YOUNG; CLAVEAU; ROSSI, 2017).

A radiacdo UVB pode penetrar na pele humana em cerca de 160-
180 pum de profundidade, alcangando assim a epiderme e podendo causar
gueimaduras solares, bronzeamento e fotocarcinogénese. Essa radiacéo é
a principal causa de dano ao DNA, induzindo a inflamagdo e
imunossupressdo. Apenas uma pequena fragdo (cerca de 5% da radiagéo
solar total) dessa faixa de radiacdo chega a superficie da terra, porém a
reducdo da camada de oz6nio tem levado ao aumento da incidéncia da
radiacdo UVB sobre a superficie terrestre (NICHOLS; KATIYAR, 2010;
RASCON; FERREIRA; SILVA, 2017).

A radiacdo UVA é a que apresenta maior poder de penetracao,
alcangando cerca de 1000 pm de profundidade, atingindo tanto a
epiderme como a derme. A exposicao excessiva a essa radia¢do induz a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que causam danos a
macromoléculas celulares, como as proteinas, lipidios e DNA. Apresenta
maior papel no fotoenvelhecimento e carcinogénese por serem processos
mediados por EROs, pela maior quantidade de luz solar irradiada (90 -
95% da radiag&o solar total que incide sobre a superficie do planeta) e ao
fato de atingir as duas camadas da pele (FLOR; DAVOLOS; CORREA,
2007; NICHOLS; KATIYAR, 2010).

Assim, a exposicdo excessiva a radiacdo solar causa diversas
desordens cuténeas e como consequéncia ocorre a formacdo de radicais
livres, que em quantidade elevada resulta em estresse oxidativo e
subsequente dano celular (ALBRECHT et al., 2019).

2.2 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

Radicais livres sdo espécies quimicas que possuem um nudmero
impar de elétrons. No contexto do estresse oxidativo, os radicais sdo
moléculas ou ions pequenos com baixas energias de ativacdo e curtos
tempos de meia-vida que podem atravessar as membranas celulares,
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podendo ser considerados um subconjunto de espécies reativas de
nitrogénio e oxigénio (JENSEN, 2003).

A pele é um érgdo muito complexo, exposta a agentes quimicos,
fisicos e microbioldgicos, os quais podem induzir a formagéo de EROs e
ERNSs. Essas espécies apresentam papel ambiguo no organismo, sendo
fundamentais em processos fisiopatoldgicos e bioquimicos, quando existe
um equilibrio entre espécies reativas e antioxidantes, porém, alteracdes
nesse estado podem levar ao estresse oxidativo (GUARATINI,
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; JENSEN, 2003; ZUKOWSKI;
MACIEJCZYK; WASZKIEL, 2018)

Dentre as EROs formadas na pele, destacam-se os radicais
hidroxila (HO-), superdxido (O2"), peroxila (RO27), alcoxila (RO-),
oxigénio singlete (*O), peréxido de hidrogénio (H.0.) e perdxidos
organicos (ROOH). Além das EROs, também estdo envolvidas em
processos redox as espécies reativas de nitrogénio (ERN), tais como *NO,
e espécies reativas de enxofre, com importancia biolégica significativa
(GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Para as reagOes de reducdo completa do O é necessaria a
transferéncia de quatro elétrons (Figura 2), que ocorre em complexos
enzimaticos na membrana mitocondrial resultando na formagéo de H-0,
entretanto pode ocorrer transferéncia univalente de elétrons que envolve
ou ndo a formacdo de radicalares pela reducdo incompleta do O na
mitocdndria durante o transporte dos elétrons (GUARATINI;
MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

Figura 2 - Reducdo do oxigénio via transferéncia de um e quatro elétrons.
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Fonte: LUSHCHAK (2014).

Menos de 10% do oxigénio consumido é reduzido via rotas
sucessivas envolvendo um elétron, resultando na conversdo do oxigénio
molecular em radical anion superdxido (O2), seguido da redugéo via um
elétron com concomitante aceite de dois prétons para formar o peroxido
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de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio formado nesta reacdo (H202)
ndo é um radical livre, mas é quimicamente mais ativo que o oxigénio,
razdo pela qual esta inserido no grupo das EROs. O peroxido de
hidrogénio aceitando um ou mais elétrons é dividido em radical hidroxila
(HO") e anion hidroxil (OH"). Finalmente, o anion hidroxila interage com
um ou mais elétrons e prétons, resultando na formagdo da molécula da
agua. Em sistemas bioldgicos, esta reacdo é principalmente realizada por
meio da abstracdo de atomos de hidrogénio de diferentes compostos, tais
como as proteinas e lipidios, resultano frequentemente na iniciacdo de
processos em cadeia (LUSHCHAK, 2014). Assim, Oz, H.0, e HO- séo
coletivamente chamados de EROs, mas unicamente O e HO- séo
radicais livres (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

2.3 O BALANCO REDOX DA PELE E O USO DE ANTIOXIDANTES

Antioxidantes séo substancias que reduzem ou inibem a formagéo
de radicais livres ou EROs, podendo atuar por diferentes mecanismos, sao
usualmente classificados como enddgenos ou exdgenos, e atuam
sinergicamente para neutralizar o estresse oxidativo (ADDOR, 2017
CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2018). Essas moléculas
apresentam papel fundamental na prevengdo e limitacdo dos danos
causados pelas EROs (XIA et al., 2014).

O sistema antioxidante cutaneo é formado por substancias
enzimaticas e ndo-enziméticas. Dentre o0s antioxidantes enzimaticos,
destacam-se a glutationa peroxidase (GPx), a catalase (CAT) e a
superdxido dismutase (SOD). A SOD, que contribui para um dos
mecanismos antioxidantes mais eficientes, converte Oze- em peroxido de
hidrogénio (H202), prevenindo os danos que poderiam ser causados por
este radical. A CAT e a GPx, por sua vez, sdo as principais responsaveis
pela remogdo imediata de H20,. A CAT, encontrada em peroxissomos,
catalisa a decomposicdo especifica de H.O, gerando moléculas de &gua e
oxigénio. A GPx é fundamental no metabolismo de H.O- e de outros
peroxidos, pois catalisa reacdes de doacdo de elétrons, no qual se utiliza
da glutationa reduzida (GSH) como agente redutor, formando a glutationa
oxidada (GSSG) (GUARATINI; MEDEIRQOS; COLEPICOLO, 2007;
MIRONCZUK-CHODAKOWSKA:; WITKOWSKA; ZUJKO, 2018).

Os antioxidantes ndo-enzimaticos endégenos e exdgenos, exercem
um importante papel na manutencdo do balango redox celular. Nesta
classe inclui-se um vasto nimero de compostos, sintetizados in vivo que
previnem os danos oxidativos por interacdes diretas ou indiretas com as
espécies reativas, e incluem compostos como a vitamina C e E,
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carotenoides, horménios (estradiol e estrégeno), melatonina e &cido
lipico (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007; SINGH,;
KESHARWANI; KESERVANI, 2017). Antioxidantes exdgenos estdo
presentes na dieta humana e apresentam uma grande diversidade de
propriedades biologicas e estruturas quimicas, sendo encontrados
principalmente em frutas, verduras, nozes, cereais, chocolate, sucos, chas,
vinho e café (GOTHAI et al., 2018; MIRONCZUK-CHODAKOWSKA,;
WITKOWSKA; ZUJKO, 2018).

A aplicacdo tdpica de antioxidantes enzimaticos ou ndo
enzimaticos representa uma importante estratégia de protegdo cutanea
contra o estresse oxidativo ocasionado por diferentes agentes. Além da
reposi¢do utilizando moléculas enddgenas, novas substancias com agdo
antioxidante tém sido estudadas para combater o estresse oxidativo que
causa o envelhecimento cutaneo, dentre as quais se destacam o0s
polifendis encontrados no bagago de uva (GALANAKIS, 2017,
GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007).

2.3.1 Polifenois

O uso de antioxidantes naturais apresenta vantagens em relagéo aos
sintéticos no que diz respeito a questio ambiental, de salude e
funcionalidade. Este compostos atuam inibindo a formacdo de radicais
livres ou interrompendo sua propagacdo pela captura de radicais que
iniciam a peroxidacéo, quelando ions metélicos, quebrando a reacéo auto-
oxidativa ou reduzindo concentragdo de O, (BREWER, 2011;
GALANAKIS, 2017).

Os polifendis caracterizam o maior grupo de antioxidantes
naturais. Sdo metabolitos secundarios de plantas e estdo sendo estudados
para o tratamento de diversas patologias e condi¢des crdnicas, bem como
na prevencdo do envelhecimento cutineo e dos efeitos deletérios
causados a curto e longo prazo pela exposicao a radiagdo UV (GOTHAI
et al.,, 2018; OYENIHI; SMITH, 2019). Quimicamente 0s compostos
fendlicos sdo caracterizados por possuirem pelo menos um anel aromatico
contendo um ou mais grupos hidroxila, que podem estar metilados,
sulfonados ou glicosilados por agUcares, sendo subdivididos em fenois
simples ou polifendis de acordo com a quantidade de unidades fenol da
molécula (SAKAKI et al., 2019). Predominantemente os polifendis
encontram-se na forma glicosilada (Figura 3) nas plantas, apresentando
melhor solubilidade em 4gua que a forma aglicona, entretanto apresentam
baixa biodisponibilidade dérmica, devido ao alto peso molecular e menor
lipofilicidade (RATZ-LYKO et al., 2015; SAKAKI et al., 2019).
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Figura 3 — Exemplos das formas aglicona (a) e glicosilada (b) de
polifendis. Na figura (a) quercetina e (b) rutina.

OH O (a) OH OH OH (b)
Fonte: adaptado de (RATZ-LYKO et al., 2015).

Os compostos fendlicos sdo divididos em dois grandes grupos: os
flavonoides e os ndo flavonoides. Dentre o grupo dos ndo flavonoides
estdo incluindo os acidos fendlicos, estilbenos e ligninas, enquanto que o
grupo dos flavonoides é caracterizado por todos aqueles compostos que
possuem uma estrutura béasica C6-C3-C6, incluindo os flavonois,
flavanois e a antocianinas (Figura 4) (PERRON; BRUMAGHIM, 2009;
SAKAKI et al., 2019).

Figura 4 - Exemplos dos principais grupos de compostos fendlicos.
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Fonte: adaptado de SAKAKI et al. (2019)

Com relagdo a atividade antioxidante, os polifendis podem
neutralizar ou suprimir a geracdo de radicais livres doando elétrons ou
hidrogénio, diminuindo a taxa de oxidacdo, inibindo a formacao de EROs
e precursores de radicais livres, além de atuarem como eliminadores
diretos das reacBes em cadeia da peroxidacdo lipidica. Ao doar um elétron
para os radicais livres, estes sdo neutralizados e se transformam em
radicais estaveis e menos reativos, rompendo a reacdo em cadeia induzida
nos componentes celulares (SINGH; KESHARWANI; KESERVANI,
2017; TSAO, 2010).

2.3.2 Métodos para determinacao da capacidade antioxidante in vitro

Apesar da grande variedade de métodos existentes para investigar
a capacidade antioxidante in vitro de extratos vegetais e compostos puros,
ndo ha consenso sobre qual o melhor método para indicar a capacidade
antioxidante total, em decorréncia das limitagdes que cada um
proporciona (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013; KARADAG;
OZCELIK; SANER, 2009).

Baseados nas reagBes quimicas envolvidas, 0s ensaios séo
destinados a medir a capacidade de eliminar os radicais livres ou
compostos oxidantes. Estas reacdes sdo divididas em dois grupos: (1)
reacdes de transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH), os quais
monitoram a cinética da reacdo competitiva e a quantificacdo derivada
das curvas cinéticas, (Il) reacbes de transferéncia de elétrons simples
(TE), que envolvem uma reagdo redox com o oxidante, como indicador
do ponto final da reacdo (GUPTA, 2015).

Os métodos baseados em transferéncia de atomos de hidrogénio
medem a capacidade de um antioxidante em eliminar os radicais livres
pela doagdo de um hidrogénio, sendo estes compostos por um gerador de
radicais livres sintéticos, uma sonda molecular oxidavel e um
antioxidante. Sdo exemplos de métodos TAH a capacidade de absorcéo
do radical oxigénio (ORAC), o potencial antioxidante de captura radical
total (TRAP) e o0 ensaio de branqueamento com 3 caroteno (CHANDA,;
DAVE, 2009; GUPTA, 2015).

Nos métodos de transferéncia de elétrons, a acdo antioxidante é
simulada com uma sonda fluorescente ou colorida (agente oxidante), onde
0s ensaios espectrofotométricos medem a capacidade de um antioxidante
reduzir um oxidante, visualizado pela mudanga de cor. O grau dessa
alteragdo de cor, ou seja, 0 aumento ou diminuigdo da absorbancia em um
dado comprimento de onda estd correlacionado com a concentracdo de
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antioxidantes na amostra. Sdo métodos TE a capacidade antioxidante
equivalente ao trolox (TEAC/ABTYS), potencial redutor de ferro (FRAP),
reducdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), reducdo de
radicais hidroxila, redugdo de radicais livres de oxido nitrico, ensaio de
fenodis totais, ensaio da inibicdo da peroxidacdo lipidica e ensaio de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) (ALAM; BRISTI;
RAFIQUZZAMAN, 2013; CHANDA; DAVE, 2009; GUPTA, 2015;
PISOSCHI; NEGULESCU, 2012).

2.4 BAGACO DE UVA

No contexto dos antioxidantes de origem vegetal, os residuos
agroindustriais tém ganhado cada vez mais destaque na indudstria
alimenticia, cosmética e farmacéutica (OLIVEIRA et al., 2009). A
preocupacdo ambiental com o processamento desses subprodutos e a nova
oportunidade de mercado tem incentivado pesquisas para extracdo de
compostos bioativos com aplicacdo em diferentes areas (BANDARA;
CHALAMAIAH, 2019; MELO et al., 2011).

A uva (Vitis vinifera L.) é uma das frutas mais cultivadas e
consumidas no mundo e representa uma fonte em potencial de polifenois
(FRAIGE; PEREIRA-FILHO; CARRILHO, 2014; GALANAKIS,
2017). Essa fruta é amplamente consumida “in natura” ou utilizada como
matéria-prima na producdo de sucos, vinhos, geleias, uvas passas, entre
outros produtos alimenticios (PINTAC et al., 2018). No Brasil a uva
apresenta grande importancia econémica e a maior parte do cultivo é
destinado a producdo de vinhos de mesa e suco de uva (MELLO, 2017).
Apesar da viticultura estar presente em diversos estados do pais, a Regido
Sul (principalmente Rio Grande do Sul e Santa Catarina) é responsavel
por mais de 50% da producdo nacional de uvas e pela maior parte do
processamento industrial, visando principalmente a elaboracdo de vinhos
(LAZARROTTO; TAFFAREL; MONTEIRO, 2016).

Na producdo de vinhos e sucos de uva existem diversos pontos
criticos que podem desencadear problemas ambientais, dessa forma o
gerenciamento adequado dos residuos organicos produzidos e a
reutilizacdo dos subprodutos para fins alternativos é de grande
importancia para reduzir o impacto negativo, podendo ainda resultar em
produtos de valor agregado (BERES et al., 2017; CALDAS et al., 2018).
Na vitivinicultura um dos principais residuos sélidos gerados € o bagaco
(Figura 5) que consiste basicamente de uma mistura de casca e sementes,
muito utilizado como fertilizantes ou alimentagdo animal (GALANAKIS,
2017; OLIVEIRA et al., 2009). A quantidade de residuos depende da
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variedade da uva, processo de prensagem e da fermentacdo, porém, de
modo geral o bagago corresponde a cerca de 20% do peso original da uva,
sendo que apos o processamento em torno de 70% do conteldo fendlico
é preservado no bagaco (BERES et al., 2017; SOTO; FALQUE;
DOMINGUEZ, 2015).

Apesar do escasso reaproveitamento dos residuos, diversos estudos
tém relatado a utilizacdo do bagaco de uva como potencial alternativa
para a producdo de extratos com fins antioxidantes (AMENDOLA; DE
FAVERI; SPIGNO, 2010; BABBAR et al., 2011; LAVELLI et al., 2016;
PEDROZA et al., 2015; SPIGNO; DE FAVERI, 2007).

Figura 5 - Bagaco de uva (Vitis vinifera L.).

Fonte: o autor.

2.4.1 Composicdo quimica

Por ser um subproduto de origem vegetal, 0 bagaco é considerado
uma matriz complexa com grande variabilidade de compostos (Figura 6).
Os compostos fendlicos encontrados no bagaco das uvas podem ser
classificados em flavonoides e ndo flavonoides. Dentre a classe dos
flavonoides sdo relatados compostos pertencentes as subclasses dos
flavanois (catequina, epicatequina e epigalocatequina), flavonois
(kaempferol, quercetina e miricetina) e antocianinas (malvidina,
delfinidina, cianidina) (BERES et al., 2017).

Os compostos que ndo pertencem ao grupo dos flavonoides
incluem os &cidos fendlicos, hidroxibenzdicos e hidroxicinamicos, e o
resveratrol, polifenol pertencente a classe dos estilbenos. Compostos
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polifendlicos encontrados nas uvas também incluem os taninos
hidrolisaveis (elagitaninos, galotaninos) e as proantocianidinas (ABE et
al., 2007; BERES et al., 2017; GALANAKIS, 2017; HU et al., 2017).

Figura 6 - Principais compostos fendlicos encontrados no bagaco de uva.

Principais classes
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- Flavondis: canferol, quercetina, mircetina
- Flavandis: categuina, epicatequina, epigalocatequina, galocatequina
- Antocianinas: malvidina, delfinidina, cianidina

Fonte: Adaptado de Beres e colaboradores (2017).
2.4.2 Propriedades biol6gicas

O interesse no bagaco de uva como fonte de recuperacdo de
compostos bioativos se deve ao fato deste subproduto apresentar uma
porcao significativa de polifendis, uma vez que a maceragdo durante o
processo de fabricacdo de sucos e vinhos é incompleta (NAYAK et al.,
2018). Estudos tém enfatizado o interesse da utilizacdo dos polifendis da
uva devido as atividades bioldgicas destes compostos, dentre elas:
antimicrobiana  (GOUVINHAS et al., 2018), antioxidante
(ANTONIOLLI et al., 2015; CAMPOS et al., 2008; KHARADZE et al.,
2018; SPIGNO; DE FAVERI, 2007), cardioprotetora (LEIFERT;
ABEYWARDENA, 2008; NUNES et al.,, 2016), anti-inflamatoria
(DENNY et al., 2014; FERRI et al., 2017), antienvelhecimento
(ABURJAI; NATSHEH, 2003; SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ, 2015),
anticancer (AGARWAL,; SINGH; AGARWAL, 2002; BADR EL-DIN;
ALI; ABOU-EL-MAGD, 2019; ZHOU; RAFFOUL, 2012), entre outras.
Além disso, os compostos recuperados do bagaco de uva estdo envolvidos
na protecdo cutanea frente a processos foto-oxidativos desencadeados
pela exposicdo a radiacdo UV e tem despertado interessa na area de
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alimentos, medicamentos e cosméticos (GALANAKIS, 2017;
NICHOLS; KATIYAR, 2010; SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ, 2015).

2.5 NANOEMULSOES

As nanoemulsBes sdo sistemas heterogéneos translucidos,
constituidas  por dois liquidos imisciveis, em que um encontra-se
distribuido na forma de pequenas goticulas estabilizadas por um sistema
surfactante em uma fase dispersante ou externa (MCCLEMENTS; RAO,
2011; ROBERTS et al., 2017). Os componentes imisciveis mais
utilizados sdo o 6leo e a 4gua, sendo as nanoemulsdes 6leo em agua (O/A)
as mais comuns (Figura 7) (MCCLEMENTS, 2018; SINGH et al, 2017).

Figura 7 - Esquema de nanoemulsdo do tipo dleo em agua (o/a).

Fonte: Adaptado de MCCLEMENTS (2012)

Esses sistemas apresentam tamanho de gota entre 20 e 400 nm,
com uma ou mais populagcbes homogéneas e aparéncia clara ou
ligeiramente turva (RAI et al., 2018). O tamanho reduzido das
nanoemulsées tém influéncia direta na estabilidade fisica a longo prazo,
reduzindo os fenémenos de desestabilizacdo presentes nas emulsdes
convencionais, como a cremagem, coalescéncia e sedimentagdo (SINGH
et al.,, 2017). Além disso, 0 movimento browniano domina as forcas
gravitacionais, conferindo maior estabilidade contra a separacdo
gravitacional, e agregacdo de particulas (BOURBON et al., 2018).

As nanoemulsbes apresentam como vantagens a capacidade de
aumentar a solubilidade, velocidade de dissolugdo e biodisponibilidade
de farmacos devido ao seu tamanho nanométrico. Além disso, permitem
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a liberacdo prolongada e a possibilidade de utilizagdo por diferentes vias
de administracdo (PATHAK; PATTNAIK; SWAIN, 2018; SHAH;
BHALODIA; SHELAT, 2010).

2.5.1 Preparo e caracterizacdo das nanoemulsbes O/A

As nanoemulsfes podem ser obtidas por métodos de
emulsificacdo de alta e baixa energia. Os métodos de alta energia utilizam
energia intensa para fragmentar a fase oleosa em uma fase aquosa,
utilizando dispositivos mecanicos, como o homogeneizador a alta
pressdo, ultrassdnico ou microfluidizador (MCCLEMENTS; JAFARI,
2018). Os métodos de baixa energia sdo baseados na formacao espontanea
de goticulas de 6leo em uma mistura de surfactante/agua de acordo com
a composi¢do ou temperatura, utilizando assim as propriedades fisico-
guimicas do sistema no processo de emulsificacdo. Os métodos de baixa
energia incluem a inversdo de fases e a emulsificacdo espontanea, e
apresentam vantagens, como a redugdo de custos com equipamentos,
facilidade de implementacdo e operagdo, no entanto, utilizam maior
guantidade de surfactantes e/ou solventes organicos na preparacéo
(DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2015; LOVELYN; ATTAMA,
2011).

As formulagbes obtidas por emulsificacdo ultrassbnica s&o
controladas por trés pardmetros principais: o tempo, frequéncia e
poténcia. As ondas de pressdo geradas pelos transdutores ultrassdnicos
formam microbolhas perto da ponta da sonda que oscilam bruscamente e
implodem, gerando forgas de cisalhamento intensas, levando a geracdo de
pequenas goticulas durante a homogeneizagdo (GHARIBZAHEDI,;
JAFARI, 2018). J4 a emulsificacdo espontanea é baseada na adigéo de
uma solucéo do 6leo contendo o farmaco e um solvente miscivel em agua,
em uma fase aquosa contendo um surfactante. A rapida difusdo do
solvente organico na fase aquosa gera uma turbuléncia interfacial,
chamada de efeito Marangoni, que leva a reducéo da tensdo interfacial e
a formacdo instantdnea de uma emulsdo com tamanho de gota
nanométrico (BOUCHEMAL et al, 2004; DAVIDOV-PARDO;
MCCLEMENTS, 2015; SAJJADI; JAHANZAD; BROOKS, 2002).

As nanoemulsdes o/a contém cerca de 5 a 20% de 6leo, 0s quais
sdo normalmente selecionados em fungdo da solubilidade do farmaco,
podendo estes serem empregados de forma isolada ou combinados para
formacdo das goticulas. S8o estabilizadas por surfactantes e co-
surfactantes, que reduzem a tensdo na interface 6leo-agua, impedindo a
coalescéncia das gotas. Mecanismos como interagdes de Van der Waals,



47

ligagdes covalentes, interagdes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio
estdo envolvidos na adsor¢do do surfactante na interface dleo-agua
(KUMAR; MANDAL, 2018; SINGH et al., 2017).

A otimizagdo das formulagdes nanométricas é baseada
principalmente no tamanho das particulas, indice de polidispersdo e
potencial zeta, além das caracteristicas visuais (RAI et al., 2018). As
nanoemulsfes apresentam diferentes tamanhos de goticula, sendo
usualmente caracterizados pela técnica de espalhamento de luz dindmico,,
também conhecida como espectroscopia de correlagdo fotbnica
(MCCLEMENTS; JAFARI, 2018; SZE et al., 2003). Nesse método a
amostra € irradiada por um feixe de luz e as flutuagdes de intensidade-
tempo do feixe de luz transmitido ou refletido sdo mensuradas em um
angulo fixo (BOURBON et al., 2018). Os resultados de tamanho séo
apresentados usualmente como media e indice de polidisperséo (PDI),
que caracterizam a distribuicdo granulométrica e a homogeneidade da
formulagéo, sendo um PDI < 0,2 indicativo de homogeneidade e valores
préximos a 1 indicam a heterogeneidade de particulas (KLANG;
VALENTA, 2011).

O potencial zeta é outra caracteristica avaliada nas nanoemulsées
e apresenta um importante indicativo de estabilidade fisica e quimica do
sistema (BOURBON et al., 2018). O potencial zeta de uma dispersdo €
mensurado pela técnica de anemometria laser doppler. A dispersdo
coloidal é submetida a um campo elétrico e as particulas migram para o
eletrodo de carga oposta com a velocidade proporcional a magnitude da
densidade de cargas na superficie das particulas. Esta velocidade,
expressa pela mobilidade eletroforética das particulas é usada para o
calculo do potencial zeta (HONARY; ZAHIR, 2013). Outras
caracteristicas das nanoemulsdes que podem ser avaliadas incluem a
morfologia, pH, teor, eficiéncia de encapsulacdo e perfil de libera¢do do
farmaco (BOURBON et al., 2018; LOVELYN; ATTAMA, 2011).

2.6 ADMINISTRACAO E LIBERACAO TOPICA CUTANEA DE
FARMACOS

A via oral é a via mais comumente utilizada para a administracdo
de medicamentos, entretanto apresenta significativas limitacfes como a
degradacdo do farmaco no trato gastrointestinal por enzimas e pH,
metabolismo de primeira passagem e efeitos colaterais (CZAJKOWSKA-
KOSNIK; SZEKALSKA; WINNICKA, 2019). Dessa forma, 0 uso de
medicamentos tlpicos é interessante para contornar os problemas
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relacionados a administracdo oral, além de ser uma via indolor
(YOTSUMOTO et al., 2018).

O desenvolvimento de formulagdes tdpicas deve levar em
consideracdo as propriedades fisico-quimicas do farmaco, como
solubilidade e pK. deve ser um medicamento estavel em que os
excipientes e farmacos sejam compativeis e o farmaco deve ser liberado
apos aplicacdo. Além disso é importante que tenha boas caracteristicas
sensoriais como textura e fragrancia (AULTON; TAYLOR, 2013).

A pele humana é formada por varias camadas complexas,
responsavel naturalmente pela protecdo contra a entrada de moléculas e
proteinas enquanto regula e temperatura corporal e a perda de agua
(ROBERTS et al., 2017). Assim, constitui uma potente barreira para a
liberacdo de farmacos e um desafio nas formulagdes topicas cutaneas
(AULTON; TAYLOR, 2013). Dentre as camadas da pele, a que
representa a maior barreira na penetracéo de substancia é o estrato corneo,
estruturalmente formado por cornedcitos envoltos em uma camada
lipidica complexa (VOGT et al., 2016). Os compostos ativos podem
atravessar o estrato corneo pela via intracelular (ou transcelular), através
dos cornedécitos; intercelular, através dos espacos entre 0s cornedcitos;
transfolicular, através dos foliculos pilosos; ou, ainda, pelas glandulas
sudoriparas (SOARES et al., 2015). Apenas algumas substancias
conseguem ultrapassar a camada cdrnea, tendo como requisitos o baixo
peso molecular (500 Da), coeficiente de particdo adequado (Log P entre
1-3), e relativa solubilidade aquosa para serem capazes de atravessar
dominios aquosos (ROBERTS et al., 2017). Dessa forma, o grande
desafio no desenvolvimento de uma formulacdo de uso topico reside em
superar o efeito barreira da camada cdrnea, com o intuito de entregar o
composto ativo no local desejado, em quantidades suficientes para
exercer o efeito terapéutico e com o minimo de efeitos adversos
(ROBERTS et al., 2017).

2.6.1 Aplicacdo topica cutanea de nanoemulsdes

Muitas estratégias tém sido propostas com intuito de aumentar a
penetracdo de compostos ativos através da pele. Dentre elas destaca-se o
emprego de sistemas nanoestruturados, tais como as nanoemulsdes que
permitem proteger os ingredientes ativos frente a degradagdo, controlar a
liberagdo e reduzir a irritacdo cutanea (GOYAL et al., 2016; JEPPS et al.,
2013; ROBERTS et al., 2017; SOTO; FALQUE; DOMINGUEZ, 2015).
Esses sistemas apresentam grande aplicagdo tanto na industria
farmacéutica quanto cosmética, com indicagdes como anti-inflamatoria,
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antienvelhecimento, hidratacdo e beleza. Apresentam importancia
particular no tratamento de doencas cronicas de pele como dermatite
atépica ou pele seca, fornecendo protecdo e hidratacdo a pele, sem
irritagdo ou enfraquecimento da barreira da pele (ROBERTS et al., 2017).

As nanoemulsdes podem melhorar a penetracdo de ativos na pele
por varios mecanismos: aumento da capacidade de solubilizagdo de
compostos lipofilicos e hidrofilicos, incorporacéo e dose de aplicagdo na
formulacdo, aumento da area superficial e contato com a pele, e
melhoramento da permeacdo pela semelhanca dos componentes da
formulacdo com a estrutura lipidica do estrato cérneo (ROBERTS et al.,
2017). Apos aplicagdo, a 4gua da formulagdo evapora conduzindo a
formacédo de uma matriz lipidica mais ordenada e de uma solucéo saturada
do farmaco sobre a pele, aumentando a absorcdo. Além disso, o filme
lipidico produz um efeito oclusivo, hidratando a pele e favorecendo a
absorcéo cutanea (ALVES et al., 2007).

Diversos estudos relatam a aplicagdio de farmacos
nanoemulsionados através da pele, incluindo ibuprofeno (SALIM et al.,
2018), clotrimazol (SORIANO-RUIZ et al., 2019), fenitoina (TEO et al.,
2017), anfotericina B (SOSA et al, 2017), isotretinoina
(MIASTKOWSKA et al., 2016) e clobetasol (ALAM et al., 2013).
Também sdo relatadas pesquisas com nanoemulsdes obtidas a partir de
compostos de origem vegetal (AJAZUDDIN; SARAF, 2010;
BACCARIN etal., 2015; LEE et al., 2019; MENG et al., 2019; RABELO
et al., 2018; ROSTAMI et al., 2018; SESSA et al., 2013; TAARJI et al.,
2018).

2.6.2 Estudos de permeacao e retencéo cuténea in vitro

Estudos de permeacdo e retencdo cutdnea in vitro apresentam um
importante papel na otimizacdo de formulagBes, proporcionando
informacGes relevantes sobre o perfil de permeacdo de sistemas de
liberacdo de farmacos, rota de permeacao, mecanismo de acédo do sistema
carreador e quantificacdo do farmaco nas camadas da pele (DEPIERI et
al., 2015; LEVEQUE et al., 2004; LUCERO et al., 2013).

Os ensaios em células de difusdo de Franz séo a ferramenta mais
utilizada para avaliacdo da permeacdo/retencdo de farmacos livres ou a
partir de formulag@es (ALVES et al., 2016). E uma técnica relativamente
simples, onde emprega-se uma célula de difuséo de dois compartimentos
(doador e receptor), separados por uma membrana ou pele (Figura 8)
(DEPIERI et al., 2015). Alguns cuidados devem ser considerados para o
estudo, como a selecdo da membrana apropriada para o experimento, a



50

escolha da solucdo receptora, temperatura utilizada, quantidade de
formulacéo, veiculo de aplicacdo do farmaco, replicata de experimentos,
filtracdo da amostra quando necessaria, entre outros fatores (AULTON;
TAYLOR, 2013).

Figura 8 - Representagdo esquematica da célula de difusdo de Franz.
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Fonte: Adaptado de FINNIN; WALTERS; FRANZ (2012).

Nos experimentos com pele, a formulacdo é coloca no
compartimento doador e permanece em contato direto com o estrato
cérneo. Um fluido receptor ¢ mantido sob constante agitacdo e
aquecimento no compartimento receptor, sendo uma solugdo onde a
substancia em teste é sollvel a fim de garantir a condicdo sink. S&o
realizadas coletas em tempos pré-estabelecidos para quantificacdo da
substancia de interesse (DEPIERI et al., 2015). Além da quantificacdo do
meio coletado, 0 tape stripping pode ser utilizado como técnica
complementar de quantificacdo do ativo presente no estrato corneo, que
consiste basicamente da retirada do estrato cérneo por aplicacéo de fitas
adesivas na pele (Figura 9) (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008).

Outra determinacdo que pode ser realizada é da quantidade retida
da substancia na derme e epiderme, realizando-se a extragdo da substancia
dos tecidos com solvente apropriado, seguido da quantificagdo por
método analitico validado (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008).
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Figura 9 - Representacgdo esquematica da separagdo do estrato corneo pela
técnica de tape stripping.

Fita adesiva

Comedcitos

Fonte: Adaptado de PAILLER-MATTEI et al. (2011)
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS
3.1.1 Matérias-primas

¢ Bagaco de uva da variedade Cabernet Sauvingnon (Villa Francioni, S&o
Joaquim/SC);

e Isoquercetina (Sigma-Aldrich, EUA);

e Lecitina de Soja (Lipoid S100®, Lipoid GmbH, Alemanha);

e Oleo de ricino (Sigma-Aldrich, EUA);

e Oleo de semente de uva (Distriol, Brasil);

e Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich, EUA);

¢ Resveratrol (Sigma-Aldrich, EUA);

e Triglicerideos do acido céaprico/caprilico (Pharmanostra, Brasil).

3.1.2 Solventes e Reagentes

o Acetato de etila P.A. (Panreac, Espanha);

¢ Acetato de sodio P.A. (Neon, Brasil);

e Acetona P.A (Neon commercial, Brasil);

e Acetonitrila grau HPLC (JT Baker, EUA);

e Acido ascorbico (Via Farma, Brasil);

e Acido cloridrico 37% P.A. (Biotec, Brasil);

e Acido férmico grau HPLC (Fisher Scientific GmbH, Alemanha):
e Acido galico (Sigma - Aldrich, EUA);

e Agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA);

e Alcool etilico 95% P.A. (Neon, Brasil);

e Cloreto de potéssio P.A. (Vetec, Brasil);

e Dimetil Sulféxido — DMSO (Neon, Brasil)

e DPPH - 2,2 - difenil - 1 - picril - hidrazila (Sigma, Aldrich, USA);
e Fast Blue BB Salt hemi (zinc chloride) salt (Sigma - Aldrich, EUA);
e Fosfato de potassio dibasico (Alphatec, Brasil);

o Fosfato de sodio monobésico (Alphatec, Brasil);

¢ Hexano (Neon, Brasil);

¢ Hidroxido de sadio P.A. (Alphatec, Brasil);
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3.1.3 Equipamentos

o Agitador magnético multistirrer 15 (Velp Scientifica, Italia);

o Agitador Vortex KMC-1300V (Vision Scientific, EUA);

¢ Balanca analitica AUW220D (Shimadzu, Japao);

e Balanca analitica BG200 (Gehaka, Brasil);

¢ Banho de ultrassénico USC 700 (Unique-Brasil);

e Célula de difudo de Franz (DIST, Brasil);

¢ Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent, Canada);

e Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu, Japao) acoplado
a espectrometro de massas (Bruker, EUA);

e Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia, acoplado a detector de
arranjo de diodos — LC-20AD (Shimadzu, Japéo);

¢ Espectrofotdometro UV/Visivel — 1800 (Shimadzu, Japao);

e Evaporador rotatério R-300 (Blchi, Suica);

e Liofilizador LD1500 (Terroni, Brasil);

e LUMISizer® (LUM GmbH, Alemanha);

e Medidor de pH mPA210 (MSTecnopon Instrumentacéo, Brasil);

e Microscépio eletronico de transmissao Jeol JEM-1011 (Téquio, Japao);
e Minicentrifuga (Ministar, Italia);

¢ Ponta ultrassénica UP200S (Marconi, Brasil);

e Pré-coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (Agilent, Canada);

¢ Rotaevaporado R-300 (Buchi, Suiga);

e Zetasizer Nano ZS® (Malvern Instruments, Reino Unido);
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3.2 METODOS
3.2.1 Obtencao, caracterizacdo e processamento da matéria-prima
3.2.1.1 Obtencéo do bagaco de uva

O bagaco de uva da variedade Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera) foi disponibilizado pela Vinicola Villa Francioni localizada em
Sdo Joaquim/SC, correspondente a safra 2016/2017. O material foi
coletado no més de abril de 2017 antes da fermentacdo do mosto, ou seja,
apos a etapa de esmagamento e prensagem, e congelado para o transporte.

3.2.1.2 Teor de umidade do bagago de uva

O material foi descongelado e submetido ao ensaio de perda por
dessecacdo pelo método de secagem direta em estufa a 105 °C descrito
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Cerca de 10 gramas de bagaco foram
pesados em capsulas de porcelana previamente dessecadas por 30
minutos. As amostras foram colocadas em estufa a 105 °C durante 3
horas. Em seguida foram armazenadas em dessecador para resfriamento
e pesadas. O teor de umidade foi calculado em porcentagem, conforme
Equacéo 1:

100x N

Equacdo 1
P quag

U (%) =

Em que N é a massa de 4gua em gramas e P é a massa da amostra
em gramas. Os resultados foram expressos pela média de trés
determinacdes.

3.2.1.3 Secagem do bagaco de uva

A secagem do bagaco de uva foi realizada usando dois
procedimentos. No primeiro, parte da matéria-prima foi sub submetida a
inativacdo enzimatica por meio de tratamento térmico a 80 °C durante 10
minutos, e em seguida levada em estufa a 50 °C por 48 horas
(ROCKENBACH, 2008). Uma segunda parte do bagago foi submetida a
secagem por liofilizacdo por 48 horas. O bagaco seco pelas duas técnicas
foi triturado em liquidificador e armazenado em dessecador até sua
utilizagdo.
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3.2.2 Preparo e caracterizacdo das solucbes extrativas a partir do
bagaco de uva

3.2.2.1 Preparo das solugdes extrativas

Foram preparadas trés diferentes solugdes extrativas (SE), a
partir do bagaco de uva sem secagem (BSS), considerando o teor de
umidade inicial da matéria-prima para adicdo do liquido extrator, do
bagaco seco em estufa (BSE) e do bagaco liofilizado (BL). As solucdes
extrativas foram preparadas conforme descrito por Rockenbach (2008)
com modificacgdes, utilizando etanol: dgua (70:30, v/v) acidificado com
acido cloridrico 0,1% como liquido extrator e a propor¢do planta:
solvente (1:5 m/v). A extracdo foi procedida por maceracdo durante 48
horas e ao abrigo da luz. Apds, as misturas foram filtradas a vacuo e as
solugbes extrativas resultantes foram acondicionadas em frascos &mbar e
armazenadas em geladeira.

3.2.2.2 Caracterizagdo das solugdes extrativas
3.2.2.2.1 Determinacao do teor de residuo seco

O teor de residuo seco das solucdes extrativas foi determinado
segundo a metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (2010) para
extratos fluidos e moles. Para isso, 2 gramas de cada uma das solugdes
extrativas foram transferidos para pesa-filtros previamente tarados. As
amostras foram colocadas em banho-maria e deixadas evaporar até
secura. Em seguida, foram colocadas em estufa a 100 - 105 °C por 3 horas.
Os pesa-filtros foram colocados em dessecador até resfriamento e entdo
pesados. O residuo seco foi calculado em porcentagem sobre a massa
inicial de SE, conforme Equacéo 2:

m
RS (%) = #x 100 Equacio 2

4

em que, my € a massa da solugdo extrativa em gramas apos

secagem em estufa por 3 horas e m; é a massa inicial em gramas da
solucdo extrativa. O resultado foi expresso pela média + desvio padrao de
trés determinagoes.
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3.2.2.2.2 Determinacao do teor de compostos fenélicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por método
espectrofotométrico, utilizando o sal de diaz6nio Fast Blue BB, conforme
descrito por Medina (2011). Para a construcdo da curva de calibracéo,
solucdes de &cido galico foram preparadas na faixa de concentragdo de
0,02 a 0,08 mg mL. Uma aliquota de 2,0 mL de cada uma das solucdes
foi transferida para tubos de ensaio para os quais foram adicionados 0,2
mL do reagente Fast Blue BB 0,1% (m/V) e a mistura foi homogeneizada
por 1 minuto. Em seguida, 0,2 mL de uma solugéo de hidréxido de sddio
5% (m/V) foi adicionado as soluges. Estas foram deixadas reagir por 90
minutos em temperatura ambiente e, em seguida, as absorbancias foram
lidas a 420 nm em espectrofotdbmetro. A média das absorbancias
referentes a cada concentracéo foi utilizada para a construcéo da curva de
calibracdo, a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo foram
determinados pela analise da regressdo linear, utilizando o método dos
minimos quadrados.

Para as analises, as solugdes extrativas (SE) foram diluidas na
proporcao 1:50 (v/v) em etanol. Uma aliquota de 2,0 mL de cada uma das
solucdes resultantes foi transferida para tubos de ensaio e a analise foi
realizada igualmente descrito acima para a curva padrdo. O teor de
compostos fendlicos totais foi estimado usando curva de calibracdo de
acido galico. Todas as andlises foram realizadas em triplicata, e os
resultados expressos em mg equivalentes de acido galico por mililitro de
solucdo extrativa.

3.2.2.2.3 Determinacéo do teor de antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método do pH
diferencial descrito por Giusti e Wrolstad (2001). Para as analises, uma
aliquota de 0,05 mL de cada uma das solugdes extrativas foi adicionada a
tubos de ensaio e apropriadamente diluidas pela adi¢do de 1,95 mL de
tampéo cloreto de potassio 0,025 M pH 1,0 ou acetato de sodio 0,4 M pH
4,5. As amostras foram homogeneizadas e ap6s 15 minutos as
absorbancias foram lidas a 520 e 700 nm, utilizando &gua destilada como
branco. O teor de antocianinas monoméricas totais (AMT) foi estimado
utilizando as Equagdes 3 e 4, onde A ¢é a absorbéncia calculada pela
diferenca das absorbancias obtidas para as solu¢des em pH 1,0 e 4,5, nos
dois comprimentos de onda, PM é o peso molecular da cianidina-3-
glicosideo (449,2 g/mol), FD é o fator de diluicdo das amostras, € € a
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absortividade molar da cianidina-3-glicosideo (26900 L cm™ mol?) e L
€ 0 caminho Optico da cubeta (cm).

A= (Asz0 — A700 )p1 — (Asz0 — A700 )pHas Equagdo 3

Ax PMx FD x 1000 x
AMT (mg L) = 1 Equagdo 4

Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-glicosideo
por mililitro de solucéo extrativa.

3.2.2.3Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das solucgdes extrativas obtidas a partir do
bagaco de uva foi avaliada pelo método de sequestro do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH-), conforme descrito por Choi e
colaboradores (2002), com modificagGes. Para as analises, as soluctes
extrativas foram diluidas em etanol nas faixas de concentracdo de 54,7-
328,5 (SE-BSS), 57,0-128,3 (SE-BSE) e 57,0-142,6 (SE-BL) pg mL™,
com base no residuo seco. Uma aliquota de 2,5 mL de cada uma das
solucdes foi transferida para tubos de ensaio e 1,0 mL de uma solucédo de
DPPH 0,3 mM em etanol foi adicionado. As amostras foram deixadas
reagir durante 30 minutos ao abrigo de luz, e em seguida as absorbancias
das mesmas foram lidas a 518 nm, utilizando etanol para zerar o
equipamento. Uma mistura de etanol: agua (2,5:1,0 v/v) foi utilizada
como branco, &cido gélico como controle positivo em concentragdes de
0,1 a 3,0 ug mL%, e uma de solucéo de DPPH preparada na auséncia das
amostras foi empregada como controle negativo. O percentual de reducéao
do radical DPPH: foi estimado usando a Equacao 5, onde Abs corresponde
as absorbancias obtidas para a amostra, branco e controle negativo

Abs — Abs x 100
% redu(;ﬁo DPPH = 100 — amostra branco Equa(;éo 5

Abscontrole negativo

Gréficos de percentual de DPPH reduzido versus concentragao
das amostras pg mL?t foram construidos e os valores de ECsp
(concentragdo necesséria para reduzir em 50% a quantidade inicial de
DDPH?-) foram obtidos a partir da anélise da regressdo linear. As analises
foram realizadas em triplicata.
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3.2.3 Obtencdo e caracterizacdo da fracdo acetato de etila a partir da
solucdo extrativa do bagaco de uva

3.2.3.1 Obtencéo da fracdo acetato de etila

Uma aliquota de 500 mL da solucdo extrativa selecionada foi
submetida a evaporacdo sob pressdo reduzida para eliminagdo do
solvente. O residuo foi entdo ressuspenso em 250 mL de &cido acético 2%
e submetido a extracdo com 250 mL de acetato de etila em funil de
separacao, por trés vezes. As fracdes foram reunidas, evaporadas até
secura sob pressdo reduzida e liofilizadas, obtendo-se a fracdo acetato de
etila (FAE) (BACCARIN; LEMOS-SENNA, 2014).

3.2.3.2 Caracterizagdo da fracdo acetato de etila
3.2.3.2.1 Determinacao do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenodlicos totais foi determinado conforme
descrito em 3.2.2.2.2 a partir de uma solucéo da fracdo acetato de etila na
concentracdo 0,06 mg mL* em etanol. O teor de compostos fenélicos
totais foi estimado usando curva de calibragdo de acido gélico e os 0s
resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico por 100
g da fracdo acetato de etila.

3.2.3.2.2 Determinacéo do teor de antocianinas totais

Para determinacdo do teor de antocianinas totais na FAE, uma
solucdo etandlica a 1,0 mg mL™ foi preparada e procedeu-se a analise
conforme descrito no item 3.2.2.2.3. Os resultados foram expressos em
mg de cianidina-3-glicosideo por 100 g da fracdo acetato de etila.
3.2.4 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica de
cromatografia liquida para identificacio e quantificacdo dos
compostos fenolicos na FAE e nas nanoemulsdes
3.2.4.1 ldentificacdo dos compostos fendlicos do bagaco de uva

3.2.4.1.1 Instrumentagdo e condi¢bes cromatograficas

A identificacdo dos compostos fenolicos foi realizada em um
sistema de cromatografia liquida de alto desempenho (UFLC
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Prominence, Shimadzu, Japdo) (CEBIME, UFSC), equipado com uma
bomba binaria LC-20AD, auto-injetor SIL-20AC HT, forno de coluna
CTO-20A, detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20 (DAD) e
espectrofotdmetro de massa microTOF-Q Il (MS/MS; Bruker Alemanha)
em modo de ionizac&o eletrospray negativo. As andlises foram realizadas
em modo de fase reversa, usando coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (250 x
4,6 mm, 5,0 um), acoplada a uma pré-coluna Zorbax Eclipse Plus C18
(12,5 x 4,6 mm, 5,0 um) e mantida a temperatura de 40 °C. O sistema foi
operado em modo gradiente de eluicdo, com fase mdvel constituida de
acetonitrila (canal A) e solucdo de acido férmico 0,1% (v/v) (canal B),
conforme demonstrado na Tabela 1. A fase movel foi eluida com fluxo de
1,0 mL min-t. O volume de inje¢do foi de 20 pL e a deteccéo foi realizada
inicialmente em comprimentos de onda na faixa de 220 a 550 nm,
utilizando o software LCsolution para aquisi¢cao dos dados.

Tabela 1 - CondicBes utilizadas no gradiente de eluicdo do método
cromatografico.

Tempo (min) Canal A (%) Canal B (%)
0-5 2 98
5-7 10 90
7-60 25 75
60-61 80 20
61-64 80 20
64-65 2 98
65-76 2 98

3.2.4.1.1 Identificac&@o dos compostos fenélicos

Para identificacdo dos compostos fenolicos na fracdo acetato de
etila, uma solugdo estoque a 1,0 mg mL* em acetonitrila foi preparada.
Esta solucdo foi diluida na propor¢do 1:1 em uma solucdo &gua:
acetonitrila (98:2), obtendo-se uma solucéo a 500,0 pg mL™%. As amostras
foram filtradas em filtros de seringa PVDF 0,2 um (Agilent, Canada) e
injetadas no sistema CLAE-DAD-ESI-MS/MS descrito acima. O
software DataAnalysis foi utilizado para analise dos resultados, os bancos
de dados online MetFrag, Pubchem e Massbank juntamente com a injecéo
de padrdes dos compostos fendlicos disponiveis foram utilizados na
tentativa de identificagao.
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3.2.4.2 Determinacdo dos compostos fendlicos isoquercitrina e
resveratrol por CLAE-DAD na FAE e nas nanoemulsdes

3.2.4.2.1 Instrumentacdo e condi¢bes cromatograficas

Para a determinacdo da isoquercetrina (ISO) e resveratrol (RES)
na FAE e nas nanoemulsdes, as andlises foram realizadas em um sistema
de cromatografia liquida de alto desempenho (UFLC Prominence,
Shimadzu, Japdo) (CENTRALCROM, UFSC), equipado com uma
bomba LC-20AD, auto-injetor SIL-20AC HT, forno de coluna CTO-20A
e detector de arranjo de fotodiodos SPD-M20 (DAD). As anélises foram
realizadas utilizando as condi¢Bes cromatograficas descritas em 3.2.4.1.1,
com deteccdo nos comprimentos de onda de 255 nm e 305 nm, para a
isoquercitrina e resveratrol, respectivamente.

3.2.4.2.2 Validacao do método analitico

A validacdo do método analitico foi realizada com base nas
diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e da
Conferéncia Internacional de Harmonizacdo (ICH), quanto aos
pardmetros de linearidade, limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ),
precisdo e exatiddo (BRASIL, 2017; ICH, 2005).

3.2.4.2.2.1 Linearidade

A linearidade do método foi determinada por meio da construgdo
de trés curvas analiticas de cada padrdo em trés dias diferentes. Para isso,
foram preparadas solucdes estoques de RES em etanol e de ISO em uma
mistura de agua e acetonitrila (98:2, v/v), ambas na concentracdo de 50
Hg mL?1. Estas solucdes foram diluidas com a mistura de agua e
acetonitrila para obter solu¢des dos padrdes nas concentracdes de 0,2-4,0
Hug mL* (RES) e 5,0-12,0 ug mL* (ISO). As solucdes padrdes foram
filtradas em membrana de PVDF 0,22 um (Agilent, Canada) e injetadas
no cromatografo. Curvas de area de pico versus concentracdo foram
construidas e a equacgdo da reta e o coeficiente de regressdo (r) foram
determinados pelo método dos minimos quadrados.

3.2.4.2.2.2 Limites de deteccdo e quantificagdo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram célculos através das
Equacbes 5 e 6:
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_ DPL X 3,3

LD Equacéo 6
C quag
DP; x 10 x

LQ = % Equacdo 7

onde, DP; corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo
y obtido a partir das trés curvas de calibracdo e IC a inclinacdo da reta
(BRASIL, 2017).

3.2.4.2.2.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos ensaios de
repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (interdia). A
repetibilidade foi avaliada pela analise de uma solucdo da FAE 500 ug
mL"* em sextuplicata no mesmo dia. A precisdo intermediéaria foi avaliada
pela analise da solucdo da FAE 500 pg mL* em sextuplicata e em trés
dias diferentes. A precisédo foi expressa pelo desvio padréo relativo (DPR
%) entre as analises.

3.2.4.2.2.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela adicdo de 200 pL das
solugdes padrdes de resveratrol (0,2 — 0,7 — 3,0 ug mL") e isoquercetrina
(7,0 -9,0 — 11,0 ug mL") como niveis baixo, médio e alto em 200 uL da
solucdo da FAE 500 pg mL. As andlises foram realizadas em triplicata
e a exatiddo do método foi estimada pela recuperagdo percentual (R%)
dos compostos fendlicos analisados na FAE.

3.2.5.3.5.1 Especificidade

A especificidade do método cromatografico para determinacédo da
isoquercitrina e resveratrol na FAE foi avaliada pela pureza dos picos.

3.2.5 Desenvolvimento das nanoemulsdes contendo a FAE
3.2.5.1 Preparo das nanoemulsdes brancas
As nanoemulsdes brancas (NEg) foram preparadas pela técnica de

emulsificacdo espontinea descrita por Bouchemal e colaboradores
(2004), com modificacBes. Basicamente, 0s 6leos (TCM, ricino e semente
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de uva) foram pesados em um calice. Uma aliquota de uma solucéo de
lecitina de soja em etanol foi adicionada e o volume completado com
etanol ou acetona. A solucédo resultante (fase organica) foi vertida sob
agitacdo magnética em 40 mL de uma solugdo aquosa de Tween® 80. As
dispersbes coloidais formadas foram mantidas sob agitacdo magnética
por 5 minutos (TCM e ricino) ou agitagdo ultrassdnica por 1 minuto
(semente de uva) e, em seguida, submetidas a evaporagdo sob presséo
reduzida para eliminacdo do solvente e concentracdo até o volume final
de 20 mL. A composicdo das formulagdes testadas é apresentada na
Tabela 3. Todas as formulagdes foram preparadas em triplicata.

3.2.5.2 Preparo das nanoemuls@es contendo FAE

A partir dos resultados obtidos nas formulagdes descritas na Tabela
3, selecionou-se uma formulacdo de cada 6leo para continuidade do
trabalho. As nanoemulsGes foram preparadas conforme descrito em
3.2.5.1, com adicdo de 1 mL de uma solucdo etandlica da fracdo acetato
de etila na concentragdo 50 mg mL na fase organica, conforme Tabela
2.

Tabela 2 - Composi¢do das hanoemulsdes contendo a fracdo acetato de
etila (NE-FAE) do bagaco de uva.

NE-FAEtcm  NE-FAEor NE-FAEosu

TCM? (mg) 700 - -

8  OR"(mg) - 700 -
3 OSU* (mg) - - 700
S Lecitina de soja (mg) 20 20 20
@ FAE (mg) 50 50 50

&  Etanol g.s.p. (ML) 30 30 -
Acetona g.s.p. (mL) - - 30
« Tween®80 (mg) 200 200 200

@ &8 Agua purificada 40 40 40

£ 3 qsp (M)

aTCM: triglicerideos de cadeia média; "OR: 6leo de ricino, “OSU: 6leo de semente
de uva.



Tabela 3 - Composi¢do das nanoemuls@es brancas (NEg).

64

Fase organica

Fase aquosa

TCM2 ORP osue Lecitinade Etanol g.s.p.  Acetona  Tween®80  Aguaq.s.p.
(mg) (mg) (mg) soja (mg) (mL) g.s.p. (ML) (mg) (mL)
NEg1 700 - - 7 20 - 200 40
NEg2 - 700 - 7 20 - 200 40
NEg3 700 - - 40 20 - 200 40
NEgs - 700 - 40 20 - 200 40
NEgs 700 - - 20 20 - 200 40
NEgs 700 - - 20 20 - 400 40
NEg7 700 - - 20 30 - 200 40
NEgs 700 - - 20 30 - 400 40
NEgg - 700 - 20 20 - 200 40
NEg10 - 700 - 20 20 - 400 40
NEg11 - 700 - 20 30 - 200 40
NEg12 - 700 - 20 30 - 400 40
NEgi13 - - 700 20 - 20 200 40
NEg14 - - 700 20 - 20 400 40
NEg1s - - 700 20 - 30 200 40
NEg1s - - 700 20 - 30 400 40

aTCM: triglicerideos de cadeia média; "OR: dleo de ricino, “OSU: 6leo de semente de uva.
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3.2.5.3 Caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsdes
3.2.5.3.1 Determinagéo do pH

O pH das formulacbes foi determinado em potencidmetro
previamente calibrado com solugdes tampé&o pH 4,0 e 7,0.

3.2.5.3.2 Determinacéo do diametro médio, distribuicdo granulométrica
e potencial zeta

O didmetro meédio e a distribuicdo granulométrica foram
determinados por espectroscopia de correlacdo fotonica e o potencial zeta
por anemometria laser Doppler, utilizando o equipamento Zetasizer
Nano. As anélises foram realizadas a 25° C ap6s dilui¢do apropriada das
amostras com agua ultrapura (Milli-Q®, Millipore, EUA). A anéalise do
tamanho e distribuicdo granulométrica foi realizada em angulo fixo de
173°. Para determinacdo do potencial zeta, as amostras foram colocadas
em células eletroforéticas, onde um potencial de +150 mV foi
estabelecido. Os valores de potecial zeta foram calculados a partir dos
valores de mobilidade eletroforética, empregando a equacdo de
Smoluchowski (SZE et al., 2003).

3.2.5.3.3 Avaliagdo da morfologia das nanoemulsdes

As caracteristicas morfolégicas das nanoemuls6es foram avaliadas
por Microscopia Eletrbnica de Transmissdo (MET), utilizando um
microscépio JEM-1011-100 kv (Téquio, Japao) no Laboratério Central
de Microscopia Eletrdnica da UFSC (LCME). As amostras foram
depositadas em grids de cobre de 200-mesh revestidos com carbono,
coradas com uma solucdo de acido fosfottngstico 0,5 % (m/V) e secas a
temperatura ambiente. As amostras foram visualizadas em aumentos de
15.000 a 120.000 vezes.

3.2.5.3.4 Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulagdo de
compostos fendlicos totais nas nanoemulsées

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, uma
aliquota de 0,1 mL das formulagdes NE-FAEtcm € NE-FAEor foram
transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL e o volume final
completado com etanol. Quando a NE-FAEosy foi testada, 0,1 mL da
nanoemulsdo foi transferida para baldo volumétrico de 10,0 mL, foi
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adicionado 1,0 mL de DMSO para completa solubiliza¢do da formulacéo
e o volume final foi completado com etanol. O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria de absor¢éo no
visivel, conforme metodologia descrita em 3.2.2.2.2. Todas as analises
foram realizadas em triplicata, e os resultados expressos em miligramas
equivalentes de acido galico por mililitro da nanoemulséo.

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%), uma
aliquota de 0,4 mL de cada uma das formula¢es NE-FAEtcm, NE-FAEoR
e NE-FAEosu foram colocadas em unidades de ultrafiltragdo Amicon®
Ultra (100 kDa, Merck Millipore, Irlanda) e centrifugadas a 6200 rpm por
5 minutos. A concentracdo de compostos fendlicos no ultrafiltrado foi
analisada conforme metodologia descrita no item 3.2.2.2.2. A EE% foi
estimada como sendo a diferenca percentual da quantidade de compostos
fendlicos totais presente nas formulagBes e a quantidade encontrada no
ultrafiltrado. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

3.2.5.3.5 Determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo de
isoquercitrina e resveratrol nas nanoemulsdes

O teor e eficiéncia de encapsulagdo de isoquercitrina e resveratrol
nas nanoemulsdes foi avaliado usando metodologia analitica de CLAE-
DAD previamente validada. Para a determinagdo dos compostos
isoquercitrina e resveratrol nas nanoemulsdes, uma aliquota de 0,5 mL
das formulagdes NE-FAErcm e NE-FAEor foram transferidas para bal6es
volumétricos de 5,0 mL e o volume final completado com etanol. Quando
a formulacdo NE-FAEosy foi testada, 0,5 mL desta formulacdo foi
adicionada a um baldo volumétrico de 5,0 mL, 1,0 mL de DMSO foi
adicionado para completa dissolu¢do da nanoemulsdo e o volume final
completado com etanol. As misturas foram agitadas vigorosamente em
vortex por 2 min, filtradas e injetadas no cromatdgrafo. Todas as amostras
foram analisadas em triplicata e o teor expresso em microgramas de
isoquercitrina e resveratrol por mililitro de hanoemuls&o.

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE%), o0s
ultrafiltrados obtidos em 3.2.5.3.4 foram injetados no cromatégrafo e
analisados nas mesmas condicfes. A EE% foi estimada como sendo a
diferenca percentual da quantidade de compostos isoquercitrina e
resveratrol presente nas formulagbes e a quantidade encontrada no
ultrafiltrado. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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3.2.5.3.5.1 Avaliacéo da especificidade do método CLAE-DAD

A especificidade do método cromatogréfico para determinacéo da
isoquercitrina e resveratrol nas nanoemulsées foi previamente avaliada
pela injecdo de solucbes obtidas a partir das nanoemulsdes brancas no
cromatografo e monitoramento dos perfis cromatograficos na faixa de
comprimento de onda de 200 a 400 nm. Adicionalmente, a pureza dos
picos de isoquercetrina e resveratrol nas nanoemulsdes contendo FAE foi
avaliada.

3.2.5.4 Estudos de estabilidade das nanoemulsées

A estabilidade das nanoemulsfes brancas e contendo a fracdo
acetato de etila foram avaliadas ap6s armazenamento em temperatura
ambiente 25 °C (TA) e refrigeracdo 4 °C (GE) durante um periodo de 30
dias, protegidas da luz. Nos tempos 0, 7, 15 e 30 dias foram coletadas
aliquotas das formulacgdes e avaliados os parametros de tamanho, indice
de polidispersdo, potencial zeta, pH e teor de compostos fendlicos totais.

A estabilidade acelerada das formulac@es foi avaliada utilizando-
se uma centrifuga analitica do tipo LUMISizer® no Laboratério
Interdisciplinar para o Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN).
Para a analise foram colocados 400 uL de cada amostra em células Oticas
de policarbonato e submetidas a rotacdo de 4000 rpm durante 5000 s, a
uma temperatura de 25 °C com leituras em intervalo de 10 s. A
estabilidade das formulagGes foi avaliada por meio do perfil de
transmissdo tempo versus espaco obtido e pelo indice de instabilidade,
dado que atribui menor tendéncia a ocorréncia de fendmenos de
instabilidade quando mais préximo de zero.

3.2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante
3.2.6.1 Método DPPH

A atividade antioxidante da fracdo acetato de etila e das
nanoemulsées foi avaliada pelo método do sequestro do radical DPPH
descrito por Choi e colaboradores (2002). Para as andlises, solucdes
etandlicas da FAE foram obtidas na faixa de concentragdo de 4,0 a 20,0
ug mLL. Para avaliagdo do potencial antioxidante das nanoemulsdes, 2,0
mL das formulagBes NE-FAEtcm € NE-FAEor foram transferidos para
balGes volumétricos de 10,0 mL e o volume final foi completado com
etanol. Para a formulacdo NE-FAEosu, uma aliquota de 2,0 mL da
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formulagdo foi transferida para baldo volumétrico de 25,0 mL com 2,0
mL de hexano e o volume final completado com etanol. Estas solugdes
foram diluidas de modo a obter solugdes com concentracdo da FAE na
faixa de 2,0 a 26,0 ug mL.

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, uma aliquota de 2,5 mL
de cada uma das solugdes foi transferida para tubos de ensaio e 1,0 mL de
uma solucdo de DPPH 0,3 mM em etanol foi adicionado. As amostras
foram deixadas reagir durante 30 minutos ao abrigo de luz e, em seguida,
as absorbancias das mesmas foram lidas a 518 nm, utilizando etanol para
zerar 0 equipamento. Ema mistura de etanol: agua (2,5: 1,0 v/v) foi
utilizado como branco, &cido galico foi empregado como controle
positivo, em concentrac6es de 0,1 a 3,0 pg mL™%, e uma solugdo de DPPH
preparada na auséncia das amostras foi empregada como controle
negativo. O percentual de reducdo do radical DPPHe foi estimado usando
a Equacdo 7, onde Abs corresponde as absorbancias obtidas para a
amostra, branco e controle negativo.

Absamostra B Absbranco x 100

% redugdo DPPH = 100 — Equacéo 8

Abscontrale negativo

Graficos de percentual de DPPH reduzido versus concentracdo das
amostras pig mL* foram construidos e os valores de ECso (concentragéo
necessaria para reduzir em 50% a quantidade inicial de DDPHs) foram
obtidos a partir da analise da regressdo linear. As analises foram
realizadas em triplicata.

3.2.6.1 Método FRAP

A atividade antioxidante da fracdo acetato de etila e das
nanoemulsbes também foi avaliada pela determinagdo do poder de
reducdo do ion ferro (FRAP), descrito por Benzie & Strain (1996), com
modificacdes. O reagente de trabalho FRAP foi preparado a partir da
mistura das solugdes tampdo acetato de sédio 0,3 M, TPTZ 10 mM e
cloreto férrico 20 mM na propor¢édo 10:1:1 (v/v/v). Para a construcédo de
uma curva padrdo, uma solucdo etandlica de acido galico a 25,0 pg mL™*
foi preparada. Esta solucdo foi diluida pela adicdo de 75 plL de 4gua e
volume variaveis de etanol de modo a obter 0,175 mL de solucdes de
acido galico na faixa de concentracdo de 0,1 a 1,0 pg em massa. A estas
solugdes, 1,375 mL do reagente FRAP foi adicionado e as misturas foram
incubadas a 37 °C por 15 minutos. Em seguida, as solu¢bes foram lidas
em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 593.
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Para determinacdo do potencial antioxidante da FAE, foram
preparadas diluicbes nas concentracdes de 0,4-2,0 ug em massa e as
leituras realizadas conforme descrito para o padrdo. As nanoemulsdes
foram avaliadas em concentrages de 0,01-7,7 ug em massa da FAE. Para
ambas as amostras o potencial antioxidante FRAP foi expresso em pg
FAE equivalente a 0,375 g do padrao de acido galico.

3.2.7 Avaliagdo da permeacdo e retengdo cutdnea in vitro dos
compostos isoquercitrina e resveratrol em modelo bicompartimental
de células de Franz

3.2.7.1 Avaliagdo da solubilidade dos compostos fendlicos totais no
meio receptor

Com intuito de avaliar o meio receptor para os estudos de
permeacdo cutanea, a solubilidade dos compostos fendlicos totais foi
avaliada pela adicdo de um excesso de FAE em 5,0 mL de uma solugdo
etanol: 4gua (25:75). A mistura foi mantida sob agitacdo mecénica por 24
horas e o teor de compostos fendlicos totais avaliado conforme
metodologia descrita 3.2.2.2.2.

3.2.7.2 Preparacdo das membranas

Para realizacdo dos estudos de permeacdo e retengdo cuténea foi
utilizada pele de orelha suina como modelo de membrana, obtidas em um
matadouro local (Anténio Carlos, SC). As orelhas obtidas eram
desprovidas de pelos e ndo apresentavam danos no tecido, como cortes
ou perfuracdes. As orelhas de porco foram lavadas com agua corrente,
secas com papel absorvente e congeladas individualmente a -20 °C, até o
inicio dos experimentos.

No dia anterior ao experimento, as orelhas foram descongeladas e
cortes circulares foram realizados, separando o dorso da pele da
cartilagem com auxilio de um bisturi, e removendo a gordura excedente,
a fim de obter uma melhor homogeneidade na espessura da pele (em torno
de 1 mm). Os cortes foram colocados entre o compartimento doador e
receptor da célula de Franz com area de interface de 1,52 cm?, com a parte
interna da pele voltada para a porgdo interior da célula. Depois de
montadas as células, as peles foram hidratadas com tampéo fosfato pH
7,4, overnight e sob refrigeracdo (4 °C).
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3.2.7.3 Cinética de permeacdo cutanea

No dia do experimento, as células de Franz foram retiradas do
refrigerador e o tampéo foi descartado. Para 0s experimentos, utilizou-se
11 mL do meio receptor na camara receptora e 500 uL das formulacGes
(contendo cerca de 2,5 mg mL™* FAE), das NEgr ou da FAE (solucéo 2,5
mg mLem 4gua, a partir de uma solucédo estoque diluida em etanol) no
compartimento doador. O sistema foi mantido sob agitacdo magnética em
banho termostatizado a 37 + 1,0 °C durante 8 horas. Ap6s o inicio da
cinética, aliquotas foram coletadas em tempos pré-determinados com
reposicdo do meio para posterior analise por CLAE-DAD conforme
metodologia descrita abaixo. Todos os ensaios foram realizados em
sextuplicata.

3.2.7.4 Estudos de retengdo cutanea

A retencdo da isoquercitrina na pele foi determinada no final do
estudo de permeagdo. Inicialmente, o excesso de formulagdo ou FAE foi
removido utilizando um algodéo, o qual foi transferido para tubos tipo
Falcon e acrescidos de 5 mL de uma solugdo de DMSO:ACN (1:1 v/v)
para extracdo dos compostos. A retencdo no estrato corneo (EC) foi
avaliada utilizando a técnica de tape-stripping. As peles foram fixadas em
uma superficie lisa e com o EC voltado para cima e, em seguida, foram
aplicadas 15 fitas adesivas (Veltape - 48mm x 30m) sobre as mesmas,
sendo a primeira fita desprezada (ESCOBAR-CHAVEZ et al., 2008). Em
cada aplicacdo a pele foi pressionada com um peso de 500 g por 15
segundos para auxiliar na remogao desta camada. Da mesma forma, as
fitas foram extraidas com 10 mL de uma solucdo de DMSO:ACN (1:1
v/v). Para analise da isoquercitrina retida na epiderme e derme, a pele foi
picotada com auxilio de uma tesoura, transferida para tubos tipo Falcon e
a extracdo foi realizada pela adi¢do de 5 mL da solu¢do de DMSO:ACN
(2:1 viv). Todas as amostras foram homogeneizadas em homogeneizador
ultrassénico por 1 minuto, colocadas em banho ultrassom por 60 minutos,
e filtradas em membranas de PVDF 0,2 mm. As solugdes resultantes
foram analisadas por CLAE-DAD nas condi¢des descritas abaixo. A
quantidade de compostos retidos foi expressa em pg cm?.
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3.2.7.5 Validagdo do método analitico CLAE-DAD para determinacao
da isoquercitrina nos estudos de permeacdo e retencdo cutanea

A determinacdo da isoquercitrina nos estudos de permeacdo e
retencdo foi realizada em um sistema de cromatografia liquida de alto
desempenho (UFLC Prominence, Shimadzu, Japdo) (CENTRALCROM,
UFSC), equipado com uma bomba binaria LC-20AD, auto-injetor SIL-
20AC HT, forno de coluna CTO-20A e detector de arranjo de fotodiodos
SPD-M20 (DAD). As condi¢des cromatograficas foram as mesmas
descritas no item 3.2.4.1.1 e o método foi revalidado quanto aos
parametros de linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo e
especificidade.

A linearidade do método foi determinada pela construcdo de trés
curvas analiticas de isoquercitrina em trés dias diferentes. Uma solucdo
estogue do padrdo foi preparada em uma mistura de agua e acetonitrila
(98:2; vlv) na concentragdo de 50 pg mL?' e diluida para obter
concentracdes na faixa de concentracdo de 0,05 — 4,0 ug mL?*. As
solucbes padrdes foram filtradas em membrana de PVDF 0,22 pum
(Agilent, Canadd) e injetadas no cromatografo. Curvas de area do pico
versus concentracdo foram entdo construidas e a equacdo da reta e 0
coeficiente de regressdo (r) foram determinados pelo método dos
minimos quadrados e os limites de detec¢do e quantificacdo foram
calculados através das Equaces 6 e 7 a partir das curvas padroes.

A especificidade do método cromatografico foi avaliada pela
injecdo das amostras obtidas no experimento de permeacdo e retengdo
cutanea das nanoemulsdes brancas, através do monitoramento dos perfis
cromatograficos no comprimento de onda de 255 nm.

3.2.8 Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Graph-

Pad Prism. Os resultados foram considerados significantes quando p <
0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA

O bagaco de uva é constituido de agua, proteinas, lipidios,
vitaminas, carboidratos, fibras, minerais e compostos com atividade
bioldgica, os quais a diversidade é dependente de fatores como a colheita,
condicdes climaticas, técnicas de extracdo e variedade (GALANAKIS,
2017). Rockenbach (2008) avaliou a atividade antioxidante in vitro e o
teor de compostos fendlicos do bagaco de uvas tintas das variedades
Cabernet Sauvignon e Merlot (Vitis vinifera L.) e Bordd e Isabel (Vitis
labrusca L.), coletados na regido de Videira, Santa Catarina, na safra
2006/2007. Este autor encontrou um maior teor de compostos fenélicos
totais (74,75 mg g') e maior atividade antioxidante para a variedade
Cabernet Sauvignon, em compara¢do as demais variedades. Assim, o
bagago de uva da variedade Cabernet Sauvignon foi selecionado para a
realizagdo deste trabalho.

O bagago de uva da variedade Cabernet Sauvignon (Vitis vinifera
L.) foi coletado antes do processo de fermentacdo, no més de abril de
2017 em S&o Joaquim, Santa Catarina, e apresentou o teor de umidade de
69,36% (+ 0,79). De acordo com o manual de subprodutos de
processamento de uva, cerca de 50 a 75% do bagaco de uva corresponde
a agua (GALANAKIS, 2017), estando de acordo com o encontrado neste
trabalho. A determinacdo de umidade é importante, pois o bagago de uva
é altamente perecivel, devido ao elevado teor de umidade e a atividade da
agua (GOULA; THYMIATIS; KADERIDES, 2016). Além disso, neste
trabalho essa determinacdo foi importante para considerar o teor de dgua
na obtengdo da solucéo extrativa quando o bagaco de uva sem secagem
(BSS) foi empregado.

4.2 CARACTERIZAGCAO DAS SOLUGCOES EXTRATIVAS

Com intuito de obter uma solucéo extrativa com elevado teor de
compostos bioativos, o efeito da secagem da matéria-prima sobre a sua
composi¢cdo quimica foi avaliado. Assim, o material de partida
empregado na preparacdo das solugdes extrativas foi processado por trés
protocolos diferentes: bagaco sem secagem (BSS), bagaco seco em estufa
a temperatura de 50 °C por 48 horas (BSE) e bagaco seco pela técnica de
liofilizacdo (BL), os quais geraram as solucdes extrativas SEgss, SEgse €
SEgL, respectivamente.
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As solugdes extrativas obtidas a partir do bagaco de uva foram
caracterizadas quanto ao residuo seco, teor de compostos fenolicos totais
e antocianinas monoméricas totais. Os resultados obtidos na
caracterizacdo das diferentes SEs estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Residuo seco, teor de compostos fendlicos totais e antocianinas
monomeéricas totais das solucdes extrativas obtidas a partir do bagaco de
uva.

. Teor de fendis  Teor de antocianinas
Residuo Seco

SE totais totais
(RS %) (mg mL-l)l (mg mL—l)Z
SEgss 3,03 (x0,08)2 1,57 (£ 0,02)? 0,28 (£ 0,02)?
SEgse 7,88 (£0,17)° 3,54 (x 0,09)° 0,35 (* 0,02)°
SEsL 7,99 (+ 0,47)° 3,64 (+ 0,04)P 0,65 (+ 0,03)¢

! Resultados expressos em mg equivalente de acido galico. 2Resultados expressos
em mg equivalente de cianidina-3-glicosideo. Considerando cada uma das
determinagdes separadamente, letras diferentes representam diferenca estatistica
significativa (ANOVA, seguido do pds-teste Tukey; p < 0,05).

Como pode ser observado, mesmo considerando a agua presente
no bagaco de uva como parte do solvente de extracdo, a SEgss foi solugdo
extrativa que apresentou o menor teor de residuo seco, ou seja, da
guantidade de compostos extraiveis nas condi¢des de maceracdo
utilizadas. Esse resultado pode ser justificado pelo fato de que a matéria-
prima ndo passou pelo processo de trituracdo, isto é, a extracdo foi feita
com o material in natura, o que pode ter dificultado a interacdo com o
solvente e, consequentemente, a efetiva extracdo de compostos. Por outro
lado, quando o BSE e BL foram testados, os valores de residuo seco ndo
diferiram estatisticamente entre si.

O teor de compostos fendlicos totais foi avaliado pelo método
colorimétrico baseado na reacdo entre o sal de diazénio Fast Blue BB e
0s compostos fendlicos, que ocorre em meio alcalino e resulta na
formagdo de complexos estaveis do tipo “azo” (Figura 10), 0s quais
podem ser quantificados por espectrofotometria de absorcéo no visivel a
420 nm (MEDINA, 2011a). Essa técnica apresenta como vantagem a
eliminacdo de possiveis interferentes ndo fendlicos como o &cido
ascorbico, aguUcares, aminas aromaticas, &cidos organicos e ferro,
relatados em outros métodos comumente utilizados como o Folin-
Ciocalteu (LESTER et al., 2012; MEDINA, 2011b; PRIOR; WU,
SCHAICH, 2005).
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Figura 10 - Interagdo proposta entre o sal de diazonio Fast Blue BB e o
acido galico.
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Fonte: Adaptado de Medina (2011b)

O resultado para teor de fendis totais foi expresso em equivalente
de acido galico. Para isto uma curva de calibracdo de acido galico em
etanol foi construida na faixa de concentracédo de 0,02 a 0,08 mg mL™*
(Figura 11). A curva de calibragdo exibiu coeficiente de correlagio de
0,9996 (r) e equagdo da reta de y = 0,0105x + 0,01, mostrando a
linearidade do método na faixa de concentracdo testada. Semelhante aos
resultados de residuo seco, o teor de compostos fendlicos totais foi mais
baixo quando a solucdo extrativa foi preparada com o bagago sem
secagem (SEsss), mas ndo diferiu estatisticamente quando as solugtes
extrativas foram preparadas com o bagaco seco em estufa (SEgse) € 0
bagaco liofilizado (SEsL).
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Figura 11- Curva de calibragdo do acido galico para determinacdo de
compostos fendlicos totais pelo método Fast Blue BB.
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O teor de antocianinas monoméricas totais foi avaliado pelo
método do pH diferencial. Esse método é baseado nas transformacdes
estruturais que os pigmentos de antocianinas sofrem com a mudanca de
pH, manifestando-se por diferentes espectros de absorcdo. Basicamente
sdo efetuadas leituras espectrofotométricas da amostra em uma solugdo
de cloreto de potassio 0,025 M, pH 1,0 em que os pigmentos de
antocianinas exibem coloragdo intensa, e em uma solugéo de acetato de
sodio 0,4 M, pH 4,5, onde praticamente ndo apresentam coloracéo, e
portanto, menor absorcdo de energia. A diferenca nas leituras dos A
permite estimar a fracdo real de antocianinas presentes na amostra
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001; TEIXEIRA; STRINGHETA;
OLIVEIRA, 2008). Diferente do teor de fenodis totais, o teor de
antocianinas foi afetado pelo método de secagem realizado, sendo o maior
teor obtido para a SEg. (Tabela 4). Segundo a literatura, diversos fatores
podem influenciar na estabilidade das antocianinas, dentre eles o pH,
temperatura e a presenca de oxigénio. Neste caso, sobretudo quando
comparado & SE-BSE, a obtengdo do maior teor de antocianinas totais na
SE-BL pode estar relacionada com o uso de temperaturas mais baixas
neste processo de secagem. A degradacdo das antocianinas frente a
temperatura est4 ligada ao grau de acilacdo desses compostos em
temperatura elevada, a hidrolise e as reagbes de oxidacdo
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(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; LARSEN, 2017; LOPES et al.,
2007; ZHAO et al., 2017).

As SE foram avaliadas ainda quanto a atividade antioxidante pelo
método DPPH. O radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) ¢
caracterizado por apresentar um radical livre estavel, devido a
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizacdo confere ao DPPH' uma coloracdo violeta, caracterizada
por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 518 nm. Pela agdo de
um antioxidante, o DPPH" é reduzido, formando uma hidrazina que
apresenta coloracdo amarela, com consequente decréscimo da absorgdo
(OLIVEIRA, 2015). Compostos fendlicos encontrados nas plantas séo
amplamente conhecidos pela capacidade de reducdo do radical DPPH'.
Neste trabalho, o efeito do processamento da matéria-prima sobre a
atividade antioxidante das solucbes extrativas foi avaliado. Estes
resultados foram expressos como concentragdo necessaria para reduzir
em 50% (ECso) o radical DPPH' e estdo demonstrados na Figura 12. O
maior valor de ECso foi obtido para a SEgss (210,16 + 17,09) como
poderia ser esperado, visto que o teor de compostos fendlicos foi mais
baixo para esta solugdo extrativa. Por outro lado, a ECsp ndo variou
guando as solugdes extrativas preparadas a partir do bagaco em estufa
(SEgse) e liofilizado (SEgL) foram comparadas (96,40 + 24,90 e 92,30 +
15,70 pug mL, respectivamente). Ja o acido galico apresentou o menor
valor de ECso (1,48 + 0,03 ug mL™?).

A partir dos resultados obtidos, a liofilizagdo foi selecionada
como técnica de secagem para posterior extracdo dos compostos fenolicos
do bagaco de uva. A liofilizacdo é uma técnica muito utilizada no
processamento de alimentos, onde o produto é congelado e em seguida
submetido a alto vacuo. A desidratagdo acontece por sublimacéo devido
a auséncia de agua liquida a baixas temperaturas, obtendo-se assim um
produto final com as caracteristicas de qualidade preservadas (TORRES
etal., 2015).

Por outro lado, a escolha do solvente é um dos fatores mais
importantes que afetam a eficiéncia de extracdo. Os polifendis tém
natureza mais polar e podem ser solubilizados facilmente em meios
polares como solugdes hidroalcoodlicas. Ainda, fragbes fendlicas podem
ser obtidas usando misturas de solventes menos polares, como o acetato
de etila (FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; GALANAKIS,
2017). Adicionalmente, estudos realizados por Campos e colaboradores
(2008) e Louli, Ragoussis e Magoulas (2004) relataram que em extracdes
com solvente acetato de etila menores valores de ECso foram observados
e 0S extratos permaneceram estaveis em relagdo a cor e atividade



7

antioxidante. Com base nisso, a SEg. foi submetida ao fracionamento
com o solvente acetato de etila a fim de concentrar compostos com
caracteristicas menos polares em rela¢do a solucdo hidroalcodlica, que
possivelmente apresentariam maior afinidade pelo ndcleo lipofilico das
nanoemuls6es e levariam a maiores valores de eficiéncia de encapsulacao.

Figura 12 - Valores de EC50 obtidos para as solucGes extrativas e acido
galico. Na figura, letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p < 0,05).
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4.3 CARACTERIZACAO DA FRACAO ACETATO DE ETILA (FAE)

4.3.1 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais e
antocianinas monomeéricas totais

A fracdo acetato de etila (FAE) foi obtida a partir da SEs_
conforme descrito em 3.2.3.1, e aprestou-se macroscopicamente como um
extrato de consisténcia sdlida e coloracdo violeta escura. A FAE
apresentou um teor de compostos fenélicos totais de 42137,57 + 1331,19,
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expressos em mg de 4acido galico por 100 g, e de antocianinas
monoméricas totais de 1946,87 + 83,07, expressos em mg de cianidina-
3-glicosideo por 100 g de fracdo (Tabela 5).

Tabela 5 - Teores de fenois totais e de antocianinas monomeéricas totais
obtidos para a SEg. e FAE.

SEg? FAEP
(ug mLY) (mg 100 g*)c (mg 100 g)
Fendis 3,64+004 501597 £52,12 | 42137,57 +1331,19

Totais
Antocianinas | 0,65 + 0,03 899,31 + 46,40 1946,87 + 83,07
totais

aSolucdo extrativa obtida a partir do bagaco de uva liofilizado.
bFragdo acetato de etila
°Expresso por 100 g de residuo seco da SEsL.

A fim de comparar os resultados, os valores de teor de compostos
fendlicos totais e antocianinas monoméricas totais da SEg. foram
calculados com base no teor de residuo seco desta solugdo extrativa
(3,03%, m/V). Assim, quando os valores destes compostos obtidos para a
SEg. foram comparados com aqueles obtidos para a FAEg., foi possivel
verificar que a etapa de fracionamento levou a um aumento em cerca de
8 vezes na concentracdo de fendis totais e de cerca de 2 vezes no teor de
antocianinas totais (Tabela 5). O fracionamento foi menos eficiente para
extracdo de antocianinas, possivelmente pela caracteristica mais polar
desses compostos, apresentando maior solubilidade em agua do que em
solventes menos polares como o acetato de etila (LOPES et al., 2007).

Existem diversos estudos na literatura apresentando diferentes
métodos de extracdo e analise da composicao quimica de extratos obtidos
a partir de amostras de uva, entretanto a comparagdo quantitativa entre
eles & muito dificil em virtude das diferentes abordagens, sendo assim
necessaria uma padronizagao nas técnicas analiticas (BURIN et al., 2014;
KAMMERER et al., 2004; LOULI; RAGOUSSIS; MAGOULAS, 2004;
MELO, 2010; PINTAC et al, 2018; ZAGKLIS; PARASKEVA,
2015).Burin e colaboradores (2014) relatam que as amostras de uva de
modo geral passam por uma prepara¢do prévia para concentragdo dos
analitos ou eliminacdo de possiveis contaminantes para a coluna. Os
métodos mais utilizados sdo a extragdo solido-liquido e liquido-liquido,
entretanto também ndo existe um consenso na literatura sobre parametros
como tipo e volume de solvente e tempo de extracdo (BURIN et al., 2014;
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TOMAZ et al.,, 2019). Similarmente aos nossos estudos, Denny e
colaboradores (2014) avaliaram o teor de compostos fendlicos totais pelo
método Folin-Ciocalteu de uma fragdo acetato de etila obtida a partir da
extracdo liquido-liquido de uma solucdo extrativa etanélica do bagaco de
uva da variedade Petit Verdot, e obteve um teor de 52945 mg equivalentes
de &cido galico por 100 mg da fragdo, mostrando igualmente que a fragéo
acetato de etila permite concentrar os compostos fenélicos presentes no
bagaco de uva.

4.4 DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DO METODO
ANALITICO DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA PARA IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS
COMPOSTOS FENOLICOS NA FAE E NAS NANOEMULSOES

4.4.1 ldentificacio dos compostos fendlicos

Apesar de diversos estudos relatarem a utilizagdo de cromatografia
liquida para separagdo e quantificacdo de compostos fenolicos do bagago
de uva, a reproducdo de um método previamente desenvolvido é muito
dificil em virtude da complexidade da matriz, cuja composicdo depende
grandemente da variedade da uva e da tecnologia de vinificagdo.
Antocianinas, flavondis glicosilados, acidos e alcodis fendlicos e
estilbenos sdo o0s principais constituintes fendlicos encontrados no
bagaco, sendo estes associados aos efeitos benéficos da uva e do vinho a
salde (KAMMERER etal., 2004; PERESTRELO et al., 2012).

A técnica de cromatografia liquida combinando detector de arranjo
de diodos e espectrometria de massas é uma das mais utilizadas na
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos nas mais diversas
matrizes (AGREGAN et al., 2017; BENAYAD; GOMEZ-CORDOVES;
ES-SAFI, 2014; KELEBEK, 2016; MATA et al., 2016; RAJAURIA,
FOLEY; ABU-GHANNAM, 2016). O detector DAD permite a distingdo
das classes de compostos fendlicos com base no espectro UV-visivel e
absorcdo maxima dos picos, enquanto 0 MS/MS fornece informagdes
sobre ions moleculares intactos e fragmentos de ions, demonstrando o
peso molecular do composto e caracteristicas estruturais, através da
relacdo massa/carga (m/z) das moléculas ionizadas (ROCKENBACH et
al., 2012).

Para o desenvolvimento do método analitico, diversas condicOes
foram previamente testadas, incluindo diferentes propor¢des acetonitrila
e solugdo de &cido formico na fase movel, programas de gradiente de
eluicdo e fluxo, com base nos estudos realizados por Kammerer e
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colaboradores (2004) e Perestrelo e colaboradores (2012). A melhor
separacdo dos picos foi obtida com a utilizacdo de um gradiente conforme
descrito em 3.2.4.1.1, e um fluxo de 1,0 mL min-t. A Figura 13 mostra
os perfis cromatogréaficos obtidos apés andlise da FAE por CLAE-DAD,
com deteccdo em dois diferentes comprimentos de onda.

Figura 13 - Cromatograma obtido no desenvolvimento do método
analitico para identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos na
FAE com detec¢do a 255 nm (a) e 305 nm (b).
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Como é possivel visualizar na Figura 13, foi identificada a
presenca de um pico majoritario no tempo de retencdo de 35,4 minutos e
com absor¢do maxima em 255 nm. Com a utilizacdo do software Data
Analysis, dos bancos de dados online MetFrag, Pubchem e Massbank
aliados a injecdo de padrdes foi possivel identificar o pico majoritario
como sendo a isoquercitrina, e ainda um segundo composto no tempo de
retencdo de 48,8 minutos e absor¢do maxima em 305 nm como sendo 0
resveratrol (2) (Tabela 6). Apesar da diversidade de picos visualizados
nos cromatogramas, houve uma grande dificuldade na identificacdo
destes pela complexidade da matriz vegetal, a qual apresenta em sua
grande maioria compostos na forma glicosilada, 0s quais ndo possuiamos
padrdes disponiveis.

Tabela 6 - Identificagdo de compostos fenolicos na FAE com base no
espectro de massas e injecdo de padroes.

Amax  Tempo de retencao M-H- Fragmentos
Composto (nm) P (min) ¢ (mf2) g(]m/z)
FAE Padréo
(1) Isoquercitrina 255 354 35,4 463,0888 300,0277
(2) Resveratrol 305 48,8 48,8 227,0720 174.9571

A isoquercitrina (quercetina-3-O-B-glucopiranosideo) é umas das
principais formas glicosiladas do flavonol quercetina (VALENTOVA et
al., 2014). Apesar de ser o glicosideo de quercetina menos estudado,
apresenta diversas atividades relatadas como antioxidante, anti-
inflamatoria, antifingica, diurética e hepatoprotetora (GASPAROTTO
JUNIOR et al., 2012; LI et al., 2011; ROGERIO et al., 2007; SILVA et
al.,, 2009; XIE et al.,, 2016; YUN et al., 2015). Apresenta maior
biodisponibilidade em relacéo a sua aglicona quercetina e tem mostrado
exibir varios efeitos quimioprotetores in vitro e in vivo frente ao estresse
oxidativo e cancer (VALENTOVA et al., 2014).

O resveratrol (3,5,4 -triidroxi-trans-estilbeno) é um polifenol ndo-
flavonoide, da classe dos estilbenos, amplamente estudado, produzido
pelas plantas em resposta ao ataque de fungos e bactérias ou a exposicdo
a radiaco ultravioleta (HUANG et al., 2019). E relatado como o principal
polifenol presente no vinho, com atividades antioxidante (GULCIN,
2010), antienvelhecimento (ABBAS; KAMEL; EL-SAYED, 2018;
KASIOTIS et al., 2013; KHAFAGA; NORELDIN; TAHA, 2019), anti-
inflamatoria (LI et al., 2019; MARTIN et al., 2006), anticancer (LI et al.,
2010; NILES et al., 2003; TOMIC et al., 2013), cardioprotetora (LI; XIA;
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FORSTERMANN, 2012; PENUMATHSA et al., 2007; TSAI et al.,
2012; Xl et al., 2009; ZHANG et al., 2018) entre outras.

Considerando que isoquecitrina, como composto majoritario, e
resveratrol puderam ser identificados na FAE, estes compostos foram
empregados para a validacdo do método analitico e como marcadores
quimicos de compostos fenélicos do bagaco de uva, nas nanoemulsdes.

4.4.2 Validacdo do método analitico CLAE-DAD para determinacéo
da isoquercitrina e resveratrol na FAE

4.4.2.1 Especificidade

A especificidade de um método analitico é definida como a
capacidade deste em detectar o analito de interesse na presenca de outros
componentes da matriz (BRASIL, 2017). Para a determinacdo da
isoquercitrina e do resveratrol na FAE, a especificidade foi avaliada pela
verificacdo da pureza do pico obtida ap6s varredura do padrdo e da
amostra, empregando detector DAD. O percentual de resposta ao se
comparar a area dos picos do padrédo e da FAE foi de 99% para ambos o0s
compostos, indicando que o método é especifico para a determinacao da
isoquercitrina e do resveratrol nesta matriz.

4.4.2.2 Linearidade e limites de deteccdo e quantificacdo

A linearidade de um método ¢é a capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em
uma amostra, e deve ser avaliada em toda a faixa estabelecida para o
método (BRASIL, 2017). O método desenvolvido para quantificacdo da
isoquercitrina e resveratrol mostrou ser linear na faixa de concentracgao de
50a 12,0 ug mL?! e de 0,2 a4,0ug mL? (r >0,999) respectivamente
(Figuras 15 e 16). As equacOes obtidas pela analise da regressao linear
foram y = 41224x + 2252 e y = 155758x -11678, para isoquercitrina e
resveratrol, respectivamente.
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Figura 14 - Curva de calibracdo da isoquercitrina.
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Figura 15 - Curva de calibragdo do resveratrol.
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O limite de detec¢do (LD) € a menor quantidade do analito que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado nas
condicdes experimentais estabelecidas. Ja o limite de quantificacdo (LQ)
€ a menor quantidade do analito que poder ser determinada com preciséo
e exatiddo nas condigdes estabelecidas (BRASIL, 2017). Os valores de
LD e LQ foram determinados baseando-se nos parametros das curvas
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analiticas e estdo demonstrados na Tabela 7. Os valores encontrados
indicaram que o método analitico é aceitavel para detectar e quantificar a
isoquercitrina e o resveratrol na FAE e nas nanoemulsdes.

Tabela 7 - Limites de deteccdo e quantificacdo do isoquercitrina e
resveratrol.

Isoquercitrina Resveratrol
(ug mL) (ug mL™)
LD 0,302 0,051
LQ 0,916 0,154

4.4.2.3 Preciséo

A precisdo de um método indica a proximidade entre os resultados
obtidos com a andlise de amostra utilizando um método analitico validado
e inclui a medida da repetibilidade ou precisdo intradia e da precisdo
intermediaria ou interdia. Os resultados obtidos na avaliacdo da
repetibilidade e da precisdo intermediaria do método de CLAE-DAD para
determinacdo da isoquercitrina e resveratrol na FAE estdo mostrados nas
Tabelas 8 e 9. Como pode ser observado, valores de DPR menores que
5% foram obtidos, evidenciando a precisdo do método analitico.

4.4.2.4 Exatidao

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais do método em relacdo ao aceito como verdadeiro. Neste
estudo a exatiddo do método foi avaliada a partir de adicdo de
concentrac@es conhecidas dos padrfes de isoquercitrina e resveratrol na
solucdo contendo a FAE. Apo6s analise a recuperacdo desses compostos
fenolicos variou de 98,39% a 111,34, com valores de DPR (%) menores
gue 3,33 (Tabela 10), indicando que o método analitico apresenta
concordancia satisfatdria entre os valores tedricos e os encontrados.
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Tabela 8 - Resultados obtidos na avaliacdo de repetibilidade do método

analitico para quantificacdo de isoquercitrina e resveratrol na FAE.

Concentracado Média DPR
(ug mL™) (ug mL™) (%)

6,63
6,48
6,53
6,53
6,47
6,52

Repeticoes
ISOQUERCITRINA

6,53 0,88

ESVERATROL
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41
0,41

0,41 0,70

OOl WNE gO OO~ WNPRE

Tabela 9 — Resultados obtidos na avaliacdo da precisdo intermediaria do
método analitico para quantificacdo de isoquercitrina e resveratrol na
FAE.

Concentracéo Média DPR
(Mg mL™) (g mL™) (%)
Dial Dia2 Dia3
ISOQUERCITRINA

Repeticoes

1 6,63 6,33 6,76

2 6,48 6,36 6,76

3 6,53 6,60 6,87

4 6,53 6,48 6,76 6,58 2,75
5 6,47 6,35 6,96

6 6,52 648 6,48

RESVERATROL

1 041 042 0,42

2 041 041 0,41

3 041 042 0,42

4 041 042 0,42 0,42 146
5 041 042 0,43

6 041 042 0,43
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Tabela 10 — Resultados obtidos na avaliagcdo da exatiddo do método

analitico para quantificacdo da isoquercitrina e resveratrol na FAE.
Concentracdo tedrica (ug mLY) Recuperacgdo (%) DPR (%)
ISOQUERCITRINA

7,0 98,39 2,91
9,0 100,80 0,49
11,0 100,88 3,33
RESVERATROL

0,2 111,34 1,10
0,7 102,80 1,75
3,0 105,75 1,30

4.5 DESENVOLVIMENTO DAS NANOEMULSOES CONTENDO A
FRACAO ACETATO DE ETILA OBTIDA A PARTIR DO BAGACO
DE UVA

4.5.1 Preparacao e caracterizacdo fisico-quimica das nanoemulsfes
brancas

As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de emulsificacdo
espontanea baseado na metodologia descrita por Bouchemal e
colaboradores (2004). Neste método, uma fase organica contendo dleo,
surfactante lipofilico e o farmaco a ser encapsulado, dissolvidos em um
solvente organico miscivel na agua € adicionada a uma fase aquosa
contendo um surfactante hidrofilico. O solvente orgénico rapidamente
difunde-se na fase aquosa gerando uma turbuléncia interfacial (Efeito
Marangoni) que leva a formacdo instantinea de uma emulsdo
apresentando tamanho de gota nanométrico (SAJJADI; JAHANZAD;
BROOKS, 2002). Apensar da facilidade de obtencgdo, a otimizacdo dos
parametros de preparacdo das nanoemulsdes torna-se necessaria, uma vez
que as caracteristicas das formulagdes dependem de diversos fatores,
como o tipo de solvente organico, a proporgao entre as fases organica e
aquosa, a viscosidade e volume do 6leo, o tipo e concentracdo de
tensoativo, entre outros (ALMEIDA; TEIXEIRA; KOESTER, 2008;
BRUXEL et al., 2012).

Na etapa de desenvolvimento das formulagGes, nanoemulsdes
brancas (sem a FAE) foram inicialmente preparadas com o intuito de
avaliar o efeito da composicdo da formulagdo sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do sistema. Nesta etapa, trés diferentes 6leos foram
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testados: triglicerideos de cadeia média (TCM), 6leo de ricino (OR) e dleo
de semente de uva (OSU). A lecitina de soja foi empregada como
surfactante lipofilico e o Tween 80 como surfactante hidrofilico, ambos
testados em diferentes concentragGes. As formulagdes testadas foram
aquelas apresentadas na Tabela 3 (pagina 58) e os resultados obtidos na
caraceterizagdo do tamanho, indice de polidispersao, potencial zeta e pH
estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Caracterizacdo fisico-quimicas das nanoemulsdes brancas
(NEg) quanto ao tamanho, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH.
Diametro médio indice de Potencial Zeta

(nm) polidispersio (mV) PH
NEs;  317,3£526  037%003 -412%10 622
NEs, 3524120 042+005 -438+87 607
NEs;  431,8+2002 044+021 -362+130 526
NEss 37981087 042+011 -338+74 503
NEss  3826+673  043+005 -37,3:03 556
NEss 4107783  048+012  -362+02 472
NEs;  313,0+198 0274004 -350+61 630
NEss  3693+435  0,10+003  -328+42 4,36
NEse 310291 031001 -407+13 444
NEswo ~ 38L9+778  040+006  -356+21 4,48
NEe  2788+53  020£007  -344+21 498
NEs,  3109+493  018+001  -318+13 493
NEs;  2012+138  042+003  -435+38 599
NEss 312243934 043+002  -383+08 526
NEsss 2602233  028+004  -385+19 6,00
NEsss  257,0+168  030+005  -338+25 520

O tamanho médio e a distribuicdo granulométrica sdo as
caracteristicas basicas mais importantes das nanoemulsdes, as quais sdo
determinadas pela técnica de espalhamento da luz ou espectroscopia de
correlacdo fotdnica. Essa técnica baseia-se na analise das flutuagdes de
intensidade da luz espalhada em um determinado &ngulo pelas particulas,
devido ao movimento browniano das mesmas quando em disperséo
(KLANG; VALENTA, 2011).
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Como pode ser observado na Tabela 11, as formulages testadas
apresentaram goticulas de tamanho nanométrico, com didmetro médio
variando entre 257,07 e 431,83 nm e indice de polidispersao entre 0,18 e
0,48, dependendo da composicdo da formulacdo. Considerando a adicao
de lecitina de soja na fase orgéanica, 0 aumento da quantidade inicial deste
surfactante pareceu aumentar o didmetro médio das goticulas. Por
exemplo, quando o TCM foi empregado como fase oleosa, as
nanoemulsfes preparadas com a adicdo de 7, 20 e 40 mg de lecitina
apresentaram tamanhos de goticula médios de 317,3, 382,6, e 431,8 nm,
respectivamente (NEg1, NEgs € Ng3).

Para a continuidade dos estudos de formulagdo, as quantidades
iniciais de 6leo (700 mg) e de lecitina (20 mg) foram mantidas constantes,
variando-se o volume de fase organica (20 ou 30 mL), a concentracdo de
Tween 80 na fase aquosa (0,5 ou 1,0%), e o tipo de 6leo (TCM, OR ou
OSU) (NEgs a NEg1s). Para este conjunto de formulagdes, o aumento do
volume de fase organica de 20 para 30 mL conduziu a obtencdo de
nanoemuls6es com tamanhos de goticulas e indice de polidispersdo mais
reduzidos, enquanto que o aumento na concentragdo de Tween 80 pareceu
ndo afetar estas caracteristicas. Assim, quando o TCM, OR e OSU foram
testados, as formulagBes com valores mais baixos de tamanho e indice de
polidispersdo foram aquelas preparadas com Tween 80 na concentracdo
de 0,5% e volume de fase orgénica de 30 mL (NEg7, NEg11 € NEgis,
respectivamente).

Outro pardmetro comumente empregado para caracterizar
nanoemulsbes é o potencial zeta, o qual reflete o potencial elétrico
superficial das goticulas que, por sua vez, é dependente do grau de
ionizagdo das moléculas presentes na interface 6leo/agua. Como pode ser
observado na Tabela 11, todas as formulagdes apresentaram carga
superficial negativa, a qual pode ser associada a presenca de lipideos
carregados negativamente na lecitina, como fosfatidilinositol,
fosfatidilserina e fosfatidilglicerol (SCHUH; BRUXEL; TEIXEIRA,
2014). O potencial zeta desempenha um papel importante na estabilizagdo
de emulsbes, pois valores acima de 30 mV em médulo conduzem a
repulsdo entre as particulas (KLANG; VALENTA, 2011). Todas as
formulagdes preparadas apresentaram potencial zeta maior que 30 mV, o
que pode ser um indicativo de estabilidade destas preparacdes.
Finalmente, o pH das nanoemulsdes variou entre 4,3 e 6,3, sendo estes
préximos ao pH fisioldgico da pele e, portanto adequados para a
administracdo tdpica.
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A partir dos resultados de tamanho, indice de polidispersao,
potencial zeta e pH, uma formulacéo de cada 6leo (NEg7, NEg11 € NEB15)
foi selecionada para encapsulacdo da FAE do bagaco de uva.

4.5.2 Preparacao e caracterizacéo fisico-quimica das nanoemulstes
contendo FAE

Apdbs a selecdo da composicdo das formulagGes, nanoemulsBes
contendo compostos fenolicos do bagaco de uva foram preparadas pela
adicdo de 50 mg da FAE na fase organica da preparacdo. Estas
formulagbes foram caracterizadas quanto ao tamanho, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH, e os resultados estdo demonstrado na
Tabela 12. Quando as nanoemulsfes contendo a FAE preparadas com
TCM e OR séo comparadas com as nanoemulsées brancas (NEgz € NEgu1,
respectivamente), € possivel observar que a adigdo da fragdo levou a
reducdo do didmetro médio e indice de polidispersao. Efeito contrario foi
verificado para as nanoemulsdo preparada com OSU, em que a adigéo da
FAE resultou no aumento do tamanho e indice de polidispersao, quando
comparado com a nanoemulsdo branca (NEgis). Por outro lado, a adi¢éo
da FAE ndo afetou o potencial zeta das formulages, as quais
apresentaram carga superficial negativa e potencial zeta em modulo entre
30 e 40 mV. Os valores de pH na faixa de 4 a 5 foram obtidos para as
nanoemuls6es contendo a FAE.

Tabela 12 - Caracterizagdo fisico-quimica das hanoemulsdes contendo a
fracdo acetato de etila (NE-FAE) quanto ao tamanho, indice de
polidispersdo, potencial zeta e pH.

Diametro Indice de Potencial
médio (nm)  polidispersdo  Zeta (mV) pH
NE-FAEtcm 272,0£11,3 0,15+0,01 -374+5]1 4,68
NE-FAEor 250,7 + 23,7 0,16 £0,02 -38,1+1,7 4,33
NE-FAEosy 448,1 +105,1 0,36 +0,05 -41,7+138 455

4.5.3 Avaliacdo da morfologia das nanoemulsées

As imagens obtidas por microscopia eletrdnica de transmisséo das
nanoemulsées contendo a FAE (NE-FAErcwm, NE-FAEor € NE-FAEosu)
sdo mostradas na Figura 16. Goticulas esféricas podem ser observadas nas
imagens de MET obtidas para as nanoemulsdes preparadas com TCM e
com formato mais irregular para as nanoemulsées preparadas com OR e
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OSU. O tamanho das goticulas visualizadas por MET estdo de acordo
com os valores encontrados nas medidas por espalhamento de luz
dinamico (Tabela 12).

Figura 16 - Imagens obtidas por MET das nanoemuls6es contendo a FAE.

NE-FAETcm ' NE-FAEor

4.5.4 Determinacéo do teor e eficiéncia de encapsulagdo de compostos
fendlicos totais nas nanoemulstes

Os valores de teor e a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos
fendlicos  totais, determinados apdés analise pelo método
espectrofotométrico descrito em 3.2.5.3.4, encontram-se mostrados na
Tabela 13. As nanoemulsGes apresentaram teor de compostos fenélicos
totais entre 2,6 e 2,9 mg mL™, ndo sendo, portanto, afetado pelo tipo de
6leo empregado nas formulagdes. Igualmente, valores de eficiéncia de
encapsulacdo proximos a 90% foram obtidos para todas as formulaces.
Neste caso, 0s elevados valores de eficiéncia de encapsula¢do indicam
gue os compostos fendlicos se encontram preferencialmente associados
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as goticulas de nanoemulsdo, evidenciando que o fracionamento da
solugdo extrativa inicial (SEs.) com acetato de etila permitiu a
concentragcdo de compostos lipofilicos do bagaco de uva com maior
capacidade de serem veiculados por este nanocarreador lipidico.

Tabela 13 - Teor e eficiéncia de encapsulacdo de compostos fenélicos
totais das nanoemulsdes.

Teor de compostos Eficiéncia de

fendlicos totais (mg mL™?) encapsulacéo (%)
NE-FAEtcm 2,90 + 3,10 86,19 £ 1,54
NE-FAEor 2,718 £2,94 87,78 £0,25
NE-FAEosu 2,61 + 0,46 87,11+2,72

4.5.5 Determinagdo do teor e eficiéncia de encapsulacdo do
resveratrol e isoquercetrina nas nanoemulsées

4.5.5.1 Avaliacdo da especificidade do método CLAE-DAD

A isoquercitina e resveratrol foram quantificados pelo método de
CLAE-DAD desenvolvido, conforme descrito em 3.2.5.3.5 Este método
mostrou ser linear, preciso e exato para quantificacdo destes compostos
fendlicos na FAE. Para assegurar a aplicabilidade deste método analitico
para quantificacdo da isoquercitrina e resveratrol nas nanoemulsoes, a
especificidade do método foi avaliada pela analise de soluces obtidas a
partir das nanoemulsées brancas, nas mesmas condi¢es cromatograficas.
Os cromatogramas obtidos para as nanoemulsdes brancas nao
apresentaram picos relativos a presenca dos excipientes das formulacdes.
Além disso, foi avaliada a pureza dos picos de isoquercitrina e resveratrol,
apos varredura do padrdo e da amostra, empregando detector DAD. O
percentual de resposta ao se comparar a area dos picos obtidos apds
injecdo do padrdo e das nanoemulsdes foi de 99% para a isoquercetrina,
indicando que 0 método ¢ especifico para a determinacéo deste composto.
O indice de pureza do pico do resveratrol ndo pode ser determinado
possivelmente pela menor intensidade do sinal do pico nas hanoemulsdes
(Tabela 14).
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Tabela 14 - indice de pureza dos picos cromatogréficos de isoquercitrina
e resveratrol.

Pureza pico Pureza pico
isoquercitrina (255 nm) resveratrol (305 nm)
NE-FAETcm 0,99 ND
NE-FAEoRr 1,00 ND
NE-FAEosu 0,99 ND

ND — indice de pureza ndo detectado.

4.5.5.2 Determinacdo do teor e eficiéncia de encapsulacéo

Os valores de teor e eficiéncia de encapsulacao de isoquercitrina e
resveratrol nas nanoemuls6es, apés analise por CLAE-DAD, encontram-
se mostrados na Tabela 15. Como pode ser verificado, o teor e eficiéncia
de encapsulacdo de isoquercitrina e resveratrol ndo foram afetados pelo
tipo de 6leo empregado nas formulagbes. No entanto, a eficiéncia de
encapsulacdo para a isoquercitrina foi de cerca de 75%, em contraste com
os valores proximos a 100% obtidos para o resveratrol. Este resultado est4
provavelmente relacionado a maior polaridade da isoquercitrina, fazendo
com que uma parte deste composto esteja solubilizado na fase dispersante
da nanoemulséo.

Tabela 15 - Teor e eficiéncia de encapsulacdo dos marcadores quimicos
isoquercitrina e resveratrol nas nanoemsulsdes.

Isoquecitrina Resveratrol
Teor? EE% Teor? EE%
NE-FAEtcm 30,70 £0,36 75,88+0,46 2,38+0,05 94,70+0,13
NE-FAEoR 2955+£0,17 7549+£0,22 245+£0,01 96,11+0,01
NE-FAEosu 29,29+1,34 77,26+161 2,39+0,05 95,89+0,10
' mg mL™!

4.5.6 Avaliagdo da estabilidade das nanoemulsdes contendo a FAE
4.5.6.1 Estabilidade frente a temperatura
Nanoemulsbes sdo sistemas cineticamente estaveis cuja

estabilidade é regida por diversas forcas, incluindo a barreira mecanica
entre as goticulas de 6leo e a fase aquosa, formada pela presenca dos
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surfactantes na interface, ou pelas forgas de repulsdo eletrostatica entre
estas. Quando uma destas forcas € rompida, fendmenos de instabilidade
podem ocorrer, como a floculagdo, cremagem e coalescéncia das gotas,
podendo chegar até a separacdo completa das fases oleosa e aquosa. A
caracterizacdo fisico-quimica inicial desses sistemas pode fornecer uma
ideia da estabilidade da formulacéo, entretanto, estudos de estabilidade de
curto e longo prazo séo necessarios para obter dados mais precisos sobre
a estabilidade quimica do farmaco ou sobre os fendmenos de instabilidade
fisica citados anteriormente (BRUXEL et al., 2012).

Diversos sdo os fatores que podem influenciar na estabilidade das
nanoemulsfes, podendo estes serem fisicos, como temperatura,
congelamento e descongelamento e agitagdo, e quimicos, como a
presenca de eletrdlitos, pH e peroxidacdo lipidica, além da contaminagédo
microbioldgica que pode ocorrer devido a presenca de &gua nestas
formulagbes (BRUXEL et al., 2012; KARTHIK;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2016; OCA-AVALOS; CANDAL;
HERRERA, 2017). Neste trabalho, a estabilidade das nanoemulsdes foi
avaliada apds o armazenamento das formulagfes a temperatura de 25 °C
(TA) e 4 °C (GE), através dos parametros de tamanho, indice de
polidispersdo, potencial zeta e teor de compostos fendlicos totais. As
nanoemulsées foram analisadas ap6s 0, 7, 15 e 30 dias de armazenamento
e os resultados estdo mostrados nas Figuras 17, 18 e 19.

Figura 17 — Resultados obtidos para tamanho de goticula (a) na avaliagdo
da estabilidade fisica das nanoemulsGes contendo a FAE na temperatura
de 25°C (TA) e 4 °C (GE) apo6s 0, 7, 15 e 30 dias de armazenamento.
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Figura 18 - Resultados obtidos para indice de polidispersdo (b) na
avaliacdo da estabilidade fisica das nanoemulsdes contendo a FAE na
temperatura de 25 °C (TA) e 4 °C (GE) ap6s 0, 7, 15 e 30 dias de
armazenamento.
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Figura 19 - Resultados obtidos para potencial zeta (¢) na avaliagdo da
estabilidade fisica das nanoemulsfes contendo a FAE na temperatura de
25°C (TA) e 4 °C (GE) ap6s 0, 7, 15 e 30 dias de armazenamento.
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A partir dos resultados foi possivel verificar que os pardmetros de
tamanho de goticula e indice de polidispersdo ndo foram alterados
significativamente (*p <0,05) apds o armazenamento das nanoemulsdes
contendo a FAE a temperatura de 25 °C e 4 °C, durante o periodo avaliado
(Figura 17 e 18). Quando o potencial zeta foi avaliado, diferenca
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estatisticamente significante (*p <0,05) foi encontrado somente para a NE-
FAEor, apos 7 dias de armazenamento, em temperatura ambiente (Figura
19).

Quando a estabilidade frente ao teor de compostos fendlicos totais
nas nanoemulsbes foi avaliada (Figura 20), foi possivel verificar a
reducdo no teor destes compostos em ambas as temperaturas, com
destaque para o tempo de 30 dias onde foi evidenciado uma menor
reducdo no armazenamento em geladeira com relagcdo a temperatura
ambiente.

Figura 20 - Teor de compostos fendlicos totais nas nanoemulsdes apds 0,
7, 15 e 30 dias de armazenamento a temperatura de 25 °C (TA) e 4 °C
(GE).
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4.5.6.2 Estabilidade acelerada

Estudos de estabilidade acelerada das nanoemulsdes brancas e
contendo a FAE foram realizados usando uma centrifuga analitica. Nesta
técnica, as variacOes de transmitancia ao longo da amostra inserida em
cubeta sdo registradas em funcdo do tempo de centrifugacdo (Figura 21).
A cor vermelha mostrada na Figura 21 corresponde ao perfil de
transmitancia inicial ao longo da cubeta. Apds 2 horas de teste, com
leituras a cada 10 segundos, a cor vermelha passa gradualmente para
verde. A mudanca no perfil de transmitancia demonstra 0 movimento das
goticulas ao longo da cubeta, sendo que quanto maior a variacdo de
transmitancia, menor a estabilidade da formulacdo (BERNARDI et al.,
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2011; CHEN et al., 2016; CINAR, 2017; OCA-AVALOS; CANDAL;
HERRERA, 2017).

Figura 21 - Gréficos de transmitancia versus posi¢cdo da cubeta por tempo
obtidos apds centrifugacdo das nanoemulsdes brancas e contendo a FAE.
NEg- NE-FAEmcT

Outra forma complementar de avaliar a estabilidade dos sistemas
através desta técnica é pelo indice de instabilidade (Figura 22), o qual
varia de 0 a 1, sendo que quanto mais proximo de 1 mais instavel é
considerada a formulacdo. Neste trabalho, as formulagdes variaram de
0,36 a 0,88, e comparando as formulagdes brancas e contendo a FAE, é
possivel verificar que a adicdo da fracdo melhorou a estabilidade das
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nanoemulsfes preparadas com TCM e OR. Para as formulagdes
preparadas com OSU esta diferenca ndo foi observada. E possivel
verificar ainda que a NE-FAEor apresentou diferenca estatistica (p <0,05)
significante de todas as demais formulacGes e portando, maior
estabilidade.

Figura 22 - indice de instabilidade das nanoemulsdes brancas e contendo
a FAE. No grafico, letras diferentes apresentam diferenca estatistica
significativa (p <0,05).
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4.6 AVALIAC,E:O DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS
NANOEMULSOES E FRACAO ACETATO DE ETILA

4.6.1 Método DPPH

Os valores de ECso obtidos apés avaliagdo da atividade
antioxidante da FAE e das nanoemulsdes contendo a fracdo sdo mostrados
na Figura 23. Para a FAE, o valor de ECso de 13,62 + 1,07 pg mL™,
inferior aos valores encontrados para as solugdes extrativas (Figura 12),
0 que pode ser relacionado com a maior concentracdo de compostos
fendlicos nesta fracdo. Por apresentar o valor de ECso mais préximo ao
obtido para o acido galico (1,48 = 0,03 ng mL), o emprego da FAE
mostrou ser promissor, pois permitiu a obtencdo de formulagdes como
elevado teor de compostos fendlicos apresentando polaridade adequada
para veiculagdo nas hanoemulsdes.
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Quando as nanoemulsdes foram avaliadas, valores entre 21,20 e
23,86 ug mL* de ECso foram encontrados (Figura 23), que foram maiores
gue o observado para a FAE, porém apresentando ainda boa atividade
antioxidante. Curiosamente, a NE-FAEosu apresentou maior ECsp em
comparagdo com a NE-FAErcm € NE-FAEor, podendo isso estar
relacionado com o método de obtencao desta formulagdo, que pode ter
levado a perda de alguns componentes antioxidantes do 6leo no processo
de obtencdo (CARVALHO, 2014). Outro fator a ser considerado € a
relacdo entre a atividade antioxidante deste 6leo e a concentracdo de
vitamina E presente, a qual apresenta grande variagdo em relacéo ao tipo
de uva e método de extracdo (PEREIRA, 2008). Assim estudos mais
detalhados sobre a composicao quimica e atividade antioxidante dos 6leos
puros seriam necessarios para justificar este resultado.

Figura 23 - Atividade antioxidante da FAE e das nanoemulsdes
contendo a FAE pelo método DPPH. No gréfico, letras diferentes indicam
diferenca estaticamente significante (p < 0,05).
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4.6.2 Método FRAP

A FAE e as nanoemulsdes contendo a FAE foram igualmente
avaliadas quanto ao potencial antioxidante pela determinacéo do poder de
reducdo do ion ferro (FRAP, do inglés Ferric Reducing Antioxidant
Power). Este método estd baseado na producdo do fon Fe?* (forma
ferrosa) a partir da reducdo do ion Fe®* (forma férrica) presente no
complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ). Quando a reducédo ocorre, ha
uma alteracdo na tonalidade da mistura de reagdo, passando de roxo claro
a um roxo intenso, cuja absorbancia pode ser medida no comprimento de
onda de 595 nm (BENZIE; STRAIN, 1996). Para a determinacdo da
atividade antioxidante, uma curva de calibracdo de &cido galico foi
construida e é mostrada na Figura 24.

Figura 24 — Curva de calibracdo do acido galico para determinacéo da
atividade antioxidante pelo método FRAP.
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A partir da equacéo da reta obtida na curva padréo de acido gélico,
foi possivel estimar a concentracdo de FE*? (reduzido) presente na
solucdo. Os resultados foram expressos em pg de FAE equivalente a
0,375 g de &cido galico (Figura 25). Para a FAE encontrou-se o valor de
3,96 + 0,15 g desta equivalente a 0,375 pg acido galico, enquanto para
as formulages os valores foram de 4,33 £ 0,18 pug (NE-FAETcwm), 4,03 +
0,21 pg (NE-FAEoR) € 2,06 £ 0,06 pg (NE-FAEosu). Através da anlise
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estatistica, é possivel verificar que diferentemente do método DPPH, no
método FRAP a NE-FAEosu apresentou maior potencial antioxidante, ou
seja uma menor concentracdo de FAE encapsulada neste 6leo foi
suficiente para reduzir o ion ferro na mesma propor¢éo que 0,375 ug de
acido galico em comparacao as demais nanoemulsdes (NE-FAEtcm e NE-
FAEoR)

Figura 25 - Atividade antioxidante das NE-FAE e FAE pelo método
FRAP. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante
(p <0,05).
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Outros autores relataram discrepancia entre diferentes técnicas
antioxidantes, sendo necessario assim o uso combinado de ensaios para
fornecer maiores detalhes sobre 0 mecanismo antioxidante de extratos na
forma livre ou encapsulada (BACCARIN; LEMOS-SENNA, 2014,
SESSA et al., 2013).

4.7 AVALIACAO DA PERMEACAO E RETENCAO CUTANEA IN
VITRO DAS NANOEMULSOES E DA FAE EM CELULAS DE
DIFUSAO DE FRANZ
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4.7.1 Solubilidade dos compostos fenélicos totais no meio receptor

A solubilidade dos compostos fendlicos totais no meio receptor foi
previamente avaliada a fim de assegurar que 0s ensaios de permeagéo
cutanea fossem realizados em condicdes sink. Tendo como base o estudo
realizado por BACCARIN e LEMOS-SENNA (2014) uma solucdo de
etanol:agua (25:75, v/v) foi empregada como meio receptor. A
solubilidade da FAE neste meio, expressa como compostos fenolicos
totais, foi de 0,7 mg mLL. Para permitir a quantificacédo destes compostos
nos estudos de permeacdo cutdnea, a concentragdo utilizada no meio
receptor foi de 0,13 mg mL1, correspondente a 500 pL das nanoemulsdes
ou de uma solugdo a 2,5 mg mL da FAE. Esses valores equivalem em
torno de 18% da concentragdo na saturacéo, sendo ainda considerada uma
condigdo sink, segundo a literatura (EMA, 2014).

4.7.2 Validacdo do método analitico de CLAE-DAD

O perfil de permeacdo e retencdo cutdnea dos compostos ISO e
RES foi avaliado ap6s aplicacdo da FAE e NE-FAEor na pele de orelha
de porco. Os resultados demonstraram que tais compostos ficaram em
grande parte retidos na pele e ndo chegavam ao compartimento receptor
da célula de Franz pois nenhum deles foi detectado no meio receptor. Vale
ressaltar que outros picos ndo identificados foram visualizados no meio
receptor, ou seja possivelmente compostos fenolicos com outras
caracteristicas de lipofilicidade sdo capazes de permear através da pele.

Ainda, em funcdo da baixa intensidade do pico de RES, as
guantidades verificadas na pele ficaram abaixo do limite de detec¢do e
guantificacdo, como também néo foi possivel quantificar os compostos
na técnica de tape striping. Assim, unicamente a isoquercitrina foi usada
como marcador para a avaliacdo da quantidade retida na pele. A curva de
calibracdo da isoquercetrina (Figura 26) em uma mistura de &gua e
acetonitrila (2:98, v/v) mostrou ser linear na faixa de concentracéo de 0,05
a 4,0 ug mL? (r > 0,999). Os valores de limite de deteccdo e de
quantificacdo foram 0,015 pug mL* e 0,046 pug mL* respectivamente,
indicando que o método é suficientemente sensivel para quantificacdo da
isoquercitrina na pele.

A especificidade do método analitico foi avaliada ap6s a
realizacdo do experimento de permeagdo empregando, para isto, uma
nanoemulsédo branca. A analise das amostras da pele ap6s o experimento
realizado com a NB1; mostrou que os componentes da formulagéo e da
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pele ndo interferiram na quantificagdo da isoquercitrina por CLAE-DAD,
no comprimento de onda de 255 nm (Figura 27).

Figura 26 - Curva de calibracdo de isoquercitrina para o experimento de
retencdo cutanea.
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Figura 27 - Cromatograma obtido no experimento de retengdo cutanea da
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4.7.3 Estudos de retencdo cuténea

Os resultados obtidos na avaliagdo da retencdo cutanea da
isoquercitrina, ap6s 8 horas de estudo de permeagdo estdo mostrados na
Tabela 16. A andlise demonstrou que ndo houve diferenca estatistica
significativa (p < 0,05) na retencdo de isoquercitrina livre e encapsulada
No excesso e na pele.

Tabela 16 - Retencdo cutanea de isoquercitrina apds 8 horas de
experimento em células de Franz.

NE-FAEor (Ug cm?) FAE (ug cm?)
Excesso 0,91 + 0,442 0,95+ 0,132
Pele 0,65 = 0,322 1,36 £ 0,552

A isoquercitrina € uma molécula com caracteristica hidrofilica (log
P 0,47) e massa molecular relativamente alta (464,38) o que contribui
para uma baixa absorcdo pois moléculas lipofilicas apresentam maior
afinidade pelos componentes da pele (ROTHWELL; DAY; MORGAN,
2005). Entretanto, a capacidade de reducdo ou eliminagdo de radicais
livres pelos polifendis estd relacionada com a capacidade destes
compostos interagirem com a bicamada lipidica, inibindo a peroxidacéo
lipidica (KOSINOVA et al., 2012).

As caracteristicas anfifilicas dos polifentis é explicada pela
presenca dos aes anéis aromatico (hidrofébicos) e grupos hidroxila
(hidrofilicos), assim a permeagdo destes compostos ou localizagdo nas
camadas da pele é dependente do nimero e posicédo dos grupos hidroxila
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; LI et al., 2011).

Um estudo realizado por Kosinova e colaboradores (2012) relata
gue a quercetina e seus metabolitos permanecem situados logo abaixo da
bicamada lipidica, préxima da cabeca polar e sua penetracdo na pele é
dependente das caracteristicas de carga, polaridade e ligagdo com
hidrogénio. Ainda, em comparacdo com a quercetina, a ligacdo da
isoquercitrina  com glicosideos mantém o composto proximo da
superficie, tornando-o potencial protetor frente ao estresse oxidativo, e
como inibidor da peroxidacéo lipidica.

Assim, sendo desejavel que formulagcBes antioxidantes
permanecam na superficie da pele ou permeiem minimamente na
epiderme, os resultados de retencdo cutdnea para isoquercitrina
demonstraram que as nanoemulsdes podem ser utilizadas de forma segura
pois ndo proporcionaram maior permeacao em relagdo a FAE.
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5 CONCLUSOES

. O método de extracdo empregado permitiu a obtengdo de
solucdes extrativas a partir do bagaco de uva e a liofilizacdo
mostrou-se a técnica de secagem mais adequada para
preservagdo dos compostos fendlicos.

. O fracionamento da SEg_ pelo método de particdo liquido-
liguido com acetato de etila aumentou a concentracdo de
compostos  fendlicos e consequentemente a atividade
antioxidante.

. O método analitico de cromatogréafica liquida de alta eficiéncia
acoplado ao detector de arranjo de diodos e espectrofotdmetro de
massas (CLAE-DAD-ESI-MS/MS) desenvolvido, possibilitou a
identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos
isoquercitrina e resveratrol na fragdo acetato de etila do bagaco
de uva e nas nanoemulsdes contendo esta fragdo. Esse método
foi considerado linear, especifico, exato e preciso.

. A técnica de emulsificacdo espontanea com ou sem agitacao
ultrassdnica  mostrou-se  eficiente para obtencdo das
nanoemulsées contendo triglicerideos de cadeia média, 6leo de
ricino ou 6leo de semente de uva como fase oleosa encapsulando
a fracdo acetato de etila do bagaco de uva.

o A adicdo da fragdo acetato de etila nas formulagdes obtidas com
0s 6leos TCM e OR levou a redugdo no tamanho das particulas e
indice de polidispersdo, bem como o aumento da estabilidade
frente a fendmenos de separagao de fases.

. O estudo de estabilidade de temperatura demonstrou que as
formulag6es permaneceram estaveis quanto ao tamanho e indice
de polidispersdo ap6s armazenamento a temperatura de 25 °C e
4°C durante 30 dias.

. No estudo de estabilidade acelerada a NE-FAEor apresentou
maior estabilidade frente aos fendmenos de separacdo de fases.

. As nanoemulsdes apresentaram atividade antioxidante
significativa pelos métodos avaliados.

. A obtencdo de nanoemulsdes contendo compostos fendlicos do

bagaco da uva mostrou ser viavel, visando a atividade
antioxidante em produtos cosméticos de uso tépico.
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