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RESUMO

A fruta amora-preta, do género Rubus sp, pertencente a familia Rosacea, é
rica em compostos fendlicos e, portanto, uma fonte de antioxidantes naturais. Esta
propriedade, tornam a amora-preta uma possivel alternativa como substituto de
antioxidantes sintéticos utilizados em produtos cosméticos. Assim, este trabalho tem
como objetivo caracterizar os principais compostos e avaliar o potencial antioxidante
de extratos de frutas de amoreira-preta cultivares Tupy, Guarani e Xavante; selecionar
destes extratos o que tem maior atividade antioxidante e produzir nanocapsulas
(niossomas), possivel vetor, para transportar ingredientes anti-radicais livres para fins
cosméticos. As frutas foram coletadas no Centro de Estagdes Experimentais da
Universidade Federal do Parana, fazenda do Canguiri, situado no municipio de Quatro
Barras, PR. Os extratos foram obtidos com etanol acidificado (0,01% HCI),
acetona/agua 70/30 e etanol/agua 70/30 e avaliados quanto ao teor de compostos
fendlicos totais - através do reagente Folin Ciocalteu, atividade antioxidante pelo
método do DPPH, quanto ao perfil cromatografico em CLAE-DAD e quanto a
toxicidade através do método de Redugéao do sal tetrazélio (MTT). A identificacdo dos
compostos fendlicos presentes foi realizada por CLUE-QTOF-EM, tanto no modo de
ionizagao positivo quanto negativo. Os compostos foram identificados com base em
padrées de referéncia ou foram deduzidos a partir do perfil de fragmentagao e
comparagao com dados da literatura pela exatiddo de massas (<5 ppm). Nenhum
extrato mostrou citotoxicidade, mesmo na maior concentracao testada (300 ug/mL). O
extrato da cultivar Xavante, obtido com acetona, foi o que apresentou a maior
quantidade de compostos fendlicos (139,4 ug EAG/mL) e foi possivel identificar o
maior numero de compostos (45 compostos). Este foi também o extrato com o maior
potencial antioxidante (ECso 33,76 uG/mL) e foi o escolhido para a produgéo de
nanocapsulas. Os niossomas produzidos, contendo o extrato, mostraram-se
esféricos, com tamanho médio de 578 nm, dispersos e a eficiéncia de encapsulagao
foi de aproximadamente 30%. Assim, a cultivar Xavante, com alta atividade
antioxidante e por ser um produto natural, pode ser uma opgao viavel para um possivel
produto cosmético com atividade antienvelhecimento em forma de nanoestruturas.

Palavras-chave: Rubus sp. Amora-preta. Atividade antioxidante. Compostos
fendlicos. Radicais livres. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Nanotecnologia.
Sistemas Vesiculares.



ABSTRACT

The blackberry fruit of the genus Rubus sp, belongs to the Rosacea family, is
rich in phenolic compounds and therefore a source of natural antioxidants. This
property makes blackberry a possible alternative as a substitute for synthetic
antioxidants used in cosmetic products. Thus, this work aims to characterize the main
compounds, to evaluate the antioxidant potential of extracts of blackberry fruit cultivars
Tupy, Guarani and Xavante and to produce nanocapsules (niosomes) to transport anti-
free radical ingredients for cosmetic purposes. The fruits were collected at the
Experimental Center Stations of the Federal University of Parana, Canguiri farm,
located in the municipality of Quatro Barras, PR. The extracts were obtained with
acidified ethanol (0.01% HCI), acetone/water 70/30 and ethanol/water 70/30. It was
evaluated in all the extracts obtained the content of total phenolic compounds - through
Folin Ciocalteu reagent, antioxidant activity by the DPPH method, the chromatographic
profile by HPLC-DAD and the toxicity through the tetrazolium salt reduction (MTT)
method. The identification of the phenolic compounds present was performed by
UPLC-QTOF-MS, in positive and negative ionization mode. The compounds were
identified based on reference standards and by the fragmentation profile in comparison
to the literature data by mass accuracy (<5 ppm). No extract showed cytotoxicity, even
at the highest concentration tested (300 pg/mL). The extract of the cultivar Xavante
obtained with acetone presented the highest amount of phenolic compounds (139.4
Mg EAG/mL) and it was possible to identify the largest number of compounds (45
compounds). This was also the extract with the highest antioxidant potential (EC50
33.76 uG/mL) and was chosen for the production of nanocapsules. The produced
niosomes containing the extract were spherical with an average size of 578 nm, and
the dispersed and the encapsulation efficiency was approximately 30%. Thus, cultivar
Xavante, with high antioxidant activity and being a natural product may be a viable
option for a possible cosmetic product with antiaging activity in the form of
nanostructures.

Key-words: Rubus sp. Blackberry. Antioxidant activity. Phenolic compounds.
Free radicals. High performance liquid chromatography. Nanotechnology. Vesicular
Systems.
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1 INTRODUGAO

Semelhante a todos os 6rgaos, a pele humana sofre alteragdes fisioldgicas
com a idade. Existem dois tipos distintos de envelhecimento da pele, intrinsecos e
extrinsecos. O envelhecimento intrinseco (envelhecimento cronoldgico) esta
relacionado a caracteristicas genéticas individuais, que ocorre como uma
consequéncia natural das mudangas fisiolégicas em fungdo da idade. O
envelhecimento extrinseco é aquele relacionado a exposicao a fatores como poluicao,
microrganismos ou radiacao UV, que podem induzir respostas biolégicas com geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) que causam danos a pele. Estas duas formas
de envelhecimento s&o sinergicamente responsaveis por diferentes alteragdes
cutaneas, principalmente na face. (KAMMEYER; LUITEN, 2015; LEPHART, 2016).

Existem evidéncias que o estresse oxidativo exerce efeito como peroxidagao
lipidica, danos ao DNA e comprometimento mitocondrial, e estes tém um papel
importante no envelhecimento. A formacado dessas espécies reativas na pele é
considerada responsavel pela desorganizacdo de proteinas na matriz dérmica,
particularmente, colageno e elatina. (CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017).

Nos ultimos anos, varios estudos mostraram que o estresse oxidativo e a
senescéncia em fibroblastos humanos podem ser neutralizados e retardados por
compostos antioxidantes protetores como, por exemplo, vitaminas e polifendis
dietéticos, que sdo de fato capazes de evitar o dano oxidativo na pele e prevenir o
envelhecimento. Porém, o papel da dieta na protecéo da pele é altamente controverso
devido a quantidade limitada de dados cientificos disponiveis. Por estas razdes, o
tratamento topico com estes compostos tem sido proposto como estratégia para
fornecer protegao adicional contra o dano oxidativo e retardar o envelhecimento da
pele. (CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017; DRAELOS, 2013; GIAMPIERI et al., 2014).

Além disso, existe uma grande tendéncia no consumo de produtos a base de
plantas pela percepcao do consumidor de que sao mais seguros. Com isso existe uma
demanda por parte da industria cosmética de novos ativos de origem natural. O
desenvolvimento de produtos antienvelhecimento é, portanto, um dos alvos dessas
empresas. (KANLAYAVATTANAKUL; LOURITH; CHAIKUL, 2016;
MAHOMOODALLY; RAMJUTTUN, 2016).

A amora-preta (Rubus sp) € uma das mais ricas fontes naturais de compostos
bioativos, como vitamina A e C, e polifendis (fendis, flavonoides, acidos fendlicos,
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ligninas e taninos), que possuem capacidades antioxidantes notaveis tanto in vitro
como in vivo. Esta planta se tornou promissora para estar em uma formulagdo
cosmética, uma vez que apresenta um fator de protecao solar, relacionada a presencga
de croméforos, e atividade antioxidante mostradas na literatura e é considerada, entre
as frutas, como possuidora de forte atividade antioxidante. (CEFALI et al., 2018;
DIVYA et al., 2015).

Considerando o aumento pela busca de produtos cosméticos naturais
antienvelhecimento e antioxidante, e o potencial que a amora-preta apresenta, este
trabalho visa caracterizar os principais compostos e avaliar o potencial antioxidante
de extratos de frutas de amoreira-preta das cultivares Tupy, Guarani e Xavante, com

vistas a sua utilizacdo como um ativo cosmético topico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Caracterizar e avaliar o potencial antioxidante dos extratos dos frutos de
amoreira-preta cultivares Tupy, Guarani e Xavante, selecionar o extrato com maior
potencial, produzir e caracterizar niossomas desse extrato para possivel uso como

ingrediente cosmético.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Selecionar e coletar frutos de amoreira-preta no melhor ponto de colheita.

b) Preparar extratos dos frutos de amoreira-preta e avaliar a atividade
antioxidante dos mesmos.

c) Identificar compostos presentes nos extratos e determinar a quantidade de
compostos fendlicos totais.

d) Avaliar a citotoxicidade do extrato com maior teor de compostos fendlicos,
e atividade antioxidante.

e) Produzir e caracterizar niossomas contendo o extrato de amora-preta com

maior potencial antioxidante.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESPECIES REATIVAS E ENVELHECIMENTO

A molécula de oxigénio € o principal fornecedor de espécies reativas e sua
toxicidade decorre principalmente de seu estado excitado (oxigénio singleto) e de suas
formas radicais semi-reduzidas, que podem causar processos oxidativos nocivos ou
letais as células. Varias pesquisas tem confirmado a participagao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) em processos fisiologicos mas também, em condi¢des
patolégicas, envelhecimento e senescéncia de células. (GILLE; SIGLER, 1995;
ROMERO et al., 1998).

As EROs compreendem uma variedade de espécies quimicas diferentes,
incluindo anion superoxido, radical hidroxila e perdxido de hidrogénio. Essas espécies
podem ser geradas de fontes exégenas ou endoégenas sendo consequéncia natural
do metabolismo aerdbio. As principais fontes enddégenas sao as mitocéndrias, o
reticulo endoplasmatico e cloroplastos. As principais fontes exdgenas sao
xenobioticos, metais pesados, luz ultravioleta (UV) e radiagéo ionizante. (NEMOTO et
al., 2000; NISHIKAWA et al., 2000).

Independentemente de como ou onde sdo gerados, um aumento nos niveis
de oxidantes tem dois efeitos potencialmente importantes: danos a varios
componentes celulares e ativacdo de vias de sinalizacdo especificas. Ambos os
efeitos podem influenciar numerosos processos celulares ligados ao envelhecimento
e ao desenvolvimento de doengas relacionadas a idade como doencgas
neurodegenerativas, doengas inflamatodrias, cancer e diabetes. (NEMOTO et al., 2000;
NISHIKAWA et al., 2000).

Esse desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes € chamado de
estresse oxidativo. Seu significado segundo a definicdo de Sies (1991), é “uma
perturbacdo do equilibrio pro-oxidante-antioxidante em favor de pré-oxidantes, que
pode causar potenciais danos”, ou seja, quando a formagéo de pré-oxidantes nao é
equilibrado pelo seu desaparecimento atraveés dos sistemas protetores da célula, pode
ocorrer estresse oxidativo de curto ou longo prazo que se reflete no aparecimento de
danos celulares que podem alcangar o DNA, proteinas, sacarideos e lipideos. (GILLE;
SIGLER, 1995).
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Os organismos vivos desenvolveram varios mecanismos de protecdo para
prevenir a formacdo de EROs ou desintoxica-lo. Esses mecanismos envolvem
enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx). Ainda existem grupo de antioxidantes ndo enzimaticos,
como a glutationa (GSH), o acido urico, os carotenoides, ubiquinol-10, cisteina e as
vitaminas C e E. (GILLE; SIGLER, 1995).

A eficiéncia desses mecanismos de protecao tende a decrescer com a idade,
ou seja, o declinio das defesas antioxidantes somado a geragao de espécies reativas,
devem ser considerados como contribuidores importantes para o processo de
envelhecimento. (FINKEL; HOLBROOK, 2000).

O envelhecimento é caracterizado pela degeneracéao lenta e irreversivel do
organismo, alterando seu funcionamento. Os sinais mais ébvios do envelhecimento
sdo primeiramente manifestados na pele, ja que ela é o 6rgdo mais exposto ao
ambiente externo e o mais vulneravel com a idade, com a perca de muitas fungdes de
protecao natural. As EROs podem acelerar o envelhecimento cutdneo por danos ao
DNA e por atuarem na desidrogenacao, hidroxilagao e na glicagao proteica resultando
na perda das fungdes bioldgicas de proteinas como o colageno e proteoglicanos,
causando o aumento da flacidez da pele e o aparecimento de rugas. (FINKEL;
HOLBROOK, 2000; LILIAN et al., 2004).

Entre os danos ambientais, o fotoenvelhecimento € o maior produtor de
espécies reativas na pele, que geram um severo estresse oxidativo nas células
cutaneas. (KAMMEYER; LUITEN, 2015; LILIAN et al., 2004). UVB é o componente
mais perigoso da luz solar. Devido a sua alta energia, o UVB é capaz de atravessar a
epiderme e atingir a derme superior onde pode interagir com os croméforos celulares.
A exposicao cronica da pele a radiagao tem um papel importante no desenvolvimento
de cancer, imunossupressao cutanea e envelhecimento prematuro. (CAVINATO et al.,
2017; TRAUTINGER, 2001).

Esses eventos ativam inumeras vias de sinalizagdo que levam a diminuigao
da producéo de colageno, o aumento da sintese e atividade de metaloproteases de
matriz (MMPs) responsaveis pela degradacdo do tecido conjuntivo, acumulo de
células senescentes, e degradacgao de fibras elasticas. Macroscopicamente, esses
eventos resultam no aparecimento de rugas, aumento da espessura da epiderme com

consequente aumento da desidratagdo devido ao aumento do numero de camadas
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celulares; hiperpigmentacéo, flacidez e perda do ténus, que sdo as principais
caracteristicas da pele fotoenvelhecida. (CAVINATO; JANSEN-DURR, 2017).

Na prevencao do envelhecimento cutédneo precoce, além das medidas fisicas
€ quimicas na protecao contra a luz UV, como a fornecida pelos filtros solares, e as
defesas antioxidantes naturais da pele o uso de substancias antioxidantes exdégenas
também ¢é um importante reforco nesta prevengcédo do envelhecimento cuténeo
precoce. No caso da pele, a via classica de administragdo de antioxidantes é a
aplicacao tépica de compostos como vitaminas e, principalmente, extratos vegetais
que possuem alta concentragdo de compostos fendlicos. (DE SOUZA et al., 2014;
HIDALGO; ALMAJANO, 2017; SIES, 2010).

2.2 USO DE COMPOSTOS FENOLICOS NA INDUSTRIA COSMETICA

Entre as matérias-primas e ingredientes ativos utilizados em formulagdes
cosméticas, tem aumentado a procura por extratos vegetais. Isso acontece pelo fato
destes extratos apresentarem melhor perfil de atividade e menores efeitos colaterais,
quando comparados as matérias-primas sintéticas. Produtos cosméticos com
ingredientes naturais tem o apelo de produtos mais seguros e saudaveis. O mercado
de produtos cosméticos com apelo antienvelhecimento e fotoprotetor, com base em
compostos naturais, vem crescendo continuamente, como cresce também a
necessidade de pesquisa neste campo. (CAVINATO et al., 2017; SIES, 2010).

Um exemplo de composto fendlico utilizado como ativo antienvelhecimento,
temos o resveratrol. Este polifenol pode ser encontrado em uvas e em uma variedade
de frutas vermelhas. Alguns estudos in vitro indicam que ele protege os fibroblastos
humanos normais dos efeitos prejudiciais do peroxido de hidrogénio, sendo o seu
efeito dose-dependente, possivelmente pela ligacdo de receptores especificos na
epiderme. (BUONOCORE et al., 2012; DUMONT et al., 2010).

Outro exemplo de composto fendlico encontrado em extratos vegetais é a
quercetina, quem também tem sido utilizada visando a reducdo do
fotoenvelhecimento, isto devido a sua atividade antioxidante e atividade anti-
inflamatoria. A quercetina, como inibidor da peroxidagao lipidica, pode também
proteger a pele da desidratagcdo, o que € importante tendo em vista que o grau de
hidratacao esta relacionado com a elasticidade da pele que depende da biossintese e

configuragao de lipideos. Em um estudo in vivo, Joshan e Singh, testaram a atividade
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protetora da quercetina contra o fotoenvelhecimento em camundongos albinos. A
aplicagao topica de quercetina aumentou a umidade da pele e foi capaz de neutralizar
os radicais livres e proteger antioxidantes celulares, como por exemplo, impedir a
deplecéo da glutationa. A quercetina também reduziu o numero e a profundidade de
rugas do grupo exposto ao UV. (HATAHET et al., 2016; JOSHAN; SINGH, 2013).

Entre os pigmentos fendlicos responsaveis pela cor azul de muitas plantas,
temos as antocianidinas, e como exemplo a delfinidina. Estudos tem demonstrado que
antocianidinas possuem um efeito inibidor potente contra o estresse oxidativo e,
consequentemente, contra danos na pele induzidos por raios UVB. Sobiepanek e
colaboradores (2016), investigaram essas propriedades em queratindcitos quando
estes foram expostos a UVB. Demonstrou-se que a delfinidina foi capaz de anular o
efeito deletério da irradiagao e restaurar a atividade metabdlica dos queratindcitos o
que indica que o tratamento com delfinidina possui efeitos regenerativos, devido a sua
atividade antioxidante e capacidade de inibir a ativagdo de metaloproteinases.
(SOBIEPANEK; BOBECKA-WESO; KOBIELA, 2016).

Por estas razdes, nos ultimos anos, o tratamento topico com esses compostos
tem sido proposto como uma ferramenta estratégica para fornecer prote¢ao adicional
contra o dano oxidativo e retardar o envelhecimento da pele. (CAVINATO et al., 2017).

Os compostos bioativos, sobretudo os compostos fendlicos, ocorrem
naturalmente e estdo presentes como parte dos pigmentos que ddo as cores aos
vegetais principalmente ao grupo das pequenas frutas, designado assim em fungao
do seu reduzido tamanho. Entre as principais pequenas frutas podemos citar o
morango, a framboesa, o phisalis, o mirtilo e a amora-preta, sendo este ultimo, objeto

do presente estudo.

2.3 AMORA-PRETA

Pertencente a familia Rosaceae, género Rubus e subgénero Eubatus,
constituindo um grupo variado e complexo de plantas, a amoreira-preta € uma planta
arbustiva, correspondendo a mais de trezentas espécies. Podendo apresentar porte
ereto ou rasteiro, com ou sem espinhos, com frutos de cor negra e sabor acido a doce-
acido. Sao plantas que produzem em ramos de ano, que sao eliminados apds a
colheita. Enquanto alguns ramos estdo produzindo, outras hastes emergem e

crescem, renovando o material para a préxima produgdo. O fruto verdadeiro € uma



19

mini-drupa ou drupete, onde se encontra uma pequena semente cuja sua jungéo
forma o fruto agregado. (ANTUNES, 2002; POLING, 1997).

FIGURA 1 — AMORA-PRETA
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FONTE: LANZETTA, Paulo

O cultivo comercial de amora-preta (Rubus sp) teve inicio com a cultivar
Evergreen na Europa, no século XVII. Porém, desde o século IV a.C., os gregos ja a
utilizavam devido a suas caracteristicas medicinais e ao seu sabor. Outras cultivares
foram langadas a partir do século XIX, nos Estados Unidos, provenientes de cultivares
européias e, em 1867, ja havia 18 cultivares registradas e selecionadas de plantas
nativas. (ANTUNES, 2002; ANTUNES et al., 2014; RASEIRA; FRANZON, 2012).

No Brasil, seu cultivo destaca-se nas regides do Sul do pais, devido as 6timas
condicdes climaticas para este tipo de fruta, se expandiu para Sdo Paulo e o Sul de
Minas Gerais. Nenhuma espécie nativa brasileira foi domesticada, sendo as cultivares
utilizadas aqui resultados de introducbes, hibridacbes e selecbes de cultivares
americanas, oriundas da Universidade de Arkansas, em 1972, pelo programa de
melhoramento genético da EMBRAPA Clima Temperado (Pelotas — RS). Este
programa visa desenvolver frutas com melhor produtividade; qualidade, em termos de
tamanho, cor, brilho, firmeza e sabor; época de maturagdo, permitindo o
escalonamento da producgao; hastes sem espinhos, facilitando a colheita e a poda;
entre outros. (ANTUNES; RASSEIRA, 2004).

Por ser um pomar que possui baixo custo de implantagdo e manutencéo, o
cultivo da amora é uma boa opgéo para a agricultura familiar. A reduzida necessidade
de utilizagdo de agrotoxicos, podendo o cultivo ser organico, e o retorno rapido de

producdo, da aos pequenos agricultores uma opg¢ao de renda, destinando o seu
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produto ao mercado in natura e a industria. A produtividade pode alcancar até 10.000
kg/ha/ano sob condi¢cdes adequadas. (ANTUNES, 2002). A seguir serdo descritas
algumas caracteristicas das cultivares Tupy, Guarani e Xavante, utilizadas neste

estudo.
2.3.1 Cultivares

As primeiras cultivares brasileiras langadas pelo programa de melhoramento
genético no Brasil, pela EMBRAPA Clima Temperado, foram a Ebano, em 1981;
Negrita, em 1983; Tupy e Guarani, em 1988; Caingangue, em 1992; Xavante, em 2004
e, por ultimo, a cultivar Xingu, em 2015. (ANTUNES et al., 2014; EMBRAPA CLIMA
TEMPERADO, 2015).

A cultivar Tupy, resultado do cruzamento entre as cultivares ‘Uruguai’ x
‘Comanche’ realizado pela EMBRAPA clima Temperado em 1982, possui como
caracteristicas o porte ereto, hastes com espinhos e colheita na terceira dezena de
novembro. Sao frutos de tamanho grande (7 a 9 g), coloragao preta e uniforme, sabor
equilibrado em acidez e agucar, consisténcia firme e, por sua baixa acidez, € uma fruta
recomendada para o mercado de consumo in natura, que tem preferéncia por esse
tipo de fruta. Atualmente, € a cultivar mais plantada no Brasil e no mundo. (ANTUNES,
L. etal., 2014; PEREIRA, |.; PICOLOTTO L.; CORREA, A.; RASEIRA, M.; ANTUNES,
L., 2014; VOLK, G. et al., 2013).

Selecionada de um cruzamento proveniente de sementes introduzidas da
Universidade de Arkansas, EUA, entre as variedades (‘Lawton) x (‘Darrow’ x ‘Brazos’)
x (‘Shaffer Tree’ x ‘Brazos’), a cultivar Guarani, assim como a Tupy, € uma planta que
possui espinhos em suas hastes, porte ereto e coloragcédo preta. Sua colheita se da
durante o més de dezembro e seus frutos possuem tamanho médio (5 a 6 g). Possui
um sabor acido e a recomendagao € para 0 consumo in natura e para a industria.
(ANTUNES et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; VIZZOTTO et al., 2012).

Por ultimo, a cultivar Xavante é resultante de sementes coletadas em
Clarksville, AR e de langamento conjunto entre a EMBRAPA Clima Temperado e a
Universidade de Arkansas. Possui hastes vigorosas, eretas e sem espinhos. A
colheita inicia-se em meados de novembro e suas frutas possuem uma forma
alongada, sabor doce-acido e peso médio em torno de 6 g. (BOTELHO et al., 2009;
HUSSAIN et al., 2016; PEREIRA et al., 2014).
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2.3.2 Caracteristicas da Fruta da Amoreira-Preta

A amora-preta in natura, contém cerca de 10% de carboidratos e grande

quantidade de vitaminas (A, B e C), lipideos e minerais (calcio, sodio, ferro e fésforo),

sendo de baixo valor calorico (52 calorias em 100 g de fruta). (POLING, 1997). O teor

de agua varia entre 83 a 91%, sendo que os agucares constituem a maior parte dos

compostos soluveis. O perfil nutricional da amora-preta pode ser visto na Tabela 1.

TABELA 1 — COMPOSICAO NUTRICIONAL DE AMORA-PRETA

Nutrientes em 100 g de amora-preta

Valor Energético
Agua
Proteinas
Lipideos
Carboidratos
Fibras
Cinzas
Acucares totais
Calcio

Ferro
Magnésio
Fosforo
Potassio
Sadio

Zinco
Vitamina C
Vitamina A
Vitamina K
Vitaminas B6
Tiamina
Riboflavina

Niacina

50-55 kcal
85-90 g
1,3-15g
0,49¢
6-13g
356-55¢
0,19-0,47g
4,88 g

29 -32mg
0,62 mg
10 mg

22 mg

162 mg
1mg

0,53 mg
21 mg
214 Ul

19 pg
0,03 mg
0,02 mg
0,026 mg
0,646 mg

FONTE: U.S. Departament of agriculture nutrient database (2019)

O potencial antioxidante da amora-preta difere entre as cultivares e se

correlacionam positivamente com o conteudo total de compostos fendlicos. (JIAO;
WANG, 2000; SARIBURUN et al., 2010; SIRIWOHARN et al., 2004).
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Ainda, fatores genéticos e ambientais, como maturidade, exposi¢ao a luz UV
e método de colheita, desempenham um papel importante na composi¢cédo da fruta.
(JIAO; WANG, 2000; WANG; LIN, 2000). Existem trés diferentes estagios de
maturagdo: “mosqueado”, quando apresentam 50% da superficie preta; “preto-
brilhante”, quando apresentam 100% da superficie preta e brilho; “preto-opaco”,
devido ao avancado estagio de maturacdo. Sabe-se que os niveis de compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante das amoras séo influenciados pela maturidade,
por isso € importante que a colheita dos frutos seja feita levando-se em consideragao
que as frutas possuam o mesmo estagio de maturagcdo. (ANTUNES et al., 2014;
SIRIWOHARN et al., 2004).

2.3.3 Compostos fendlicos encontrados na amora-preta

A amora-preta € uma rica fonte de compostos funcionais oriundos do
metabolismo secundario da planta, principalmente compostos de natureza fendlica,
denominados polifendis, como flavonoides, taninos e acidos fendlicos. Devido a esses
constituintes quimicos, esta fruta pode apresentar propriedades funcionais
fisiologicas. (ANTUNES, 2002; DEL RIO et al.,, 2013; HASSIMOTTO; PINTO;
LAJOLO, 2008; POLING, 1997).

O consumo de amora-preta ja mostrou aumentar a capacidade antioxidante
do plasma e da urina. (HASSIMOTTO; PINTO; LAJOLO, 2008). Também apresentou
efeito anticarcinogénico in vitro em diversas linhagens de células como, por exemplo,
inibir a proliferagao celular da linhagem A549 de cancer de pulmao. (FENG et al.,
2016; SEERAM et al., 2006). Sua ingestédo diaria continua pode atenuar processos
cerebrais degenerativos. (FIGUEIRA et al., 2017; TAVARES et al., 2012).

Antocianinas presentes em extratos de amora-preta, como a cianidina-3-
glicosideo, ja mostraram inibir a ativagao e expressao de diversas enzimas e fatores
envolvidos no processo de formacao de cancer de pele pela acdo de raios UVB e
UVC, além de suprimir significativamente a mutagénese induzida por esses
raios.(DING et al., 2006; MAGALHAES; MACIEL; ORSOLIN, 2017; TATE et al., 2006).
Além disso, apresentou efeitos anti-inflamatérios como a capacidade de inibir a
enzima hialuronidase, podendo ser comparada a drogas como a aspirina € o
ibuprofeno. (MARQUINA et al., 2002; SEERAM et al., 2001).
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Em outros estudos, a amora-preta foi comparada a outras frutas da mesma
familia botanica, como a cereja, a framboesa, o morango e o mirtilo, e mostrou ter
maior atividade antioxidante, maior conteudo de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas totais e carotenoides. (DE SOUZA et al., 2014).

Os compostos fendlicos sao encontrados em todas as plantas e sao
substancias que possuem um ou mais nucleos aromaticos, contendo pelo menos um
substituinte hidroxilado e/ou seus derivados funcionais (ésteres, éteres, glicosideos e
outros), sendo encontrados na forma livre (agliconas) ou ligados a agucares
(glicosideos), proteinas, isoprendides, entre outros. (SIMOES et al., 2017).

Os polifendis sao conhecidos por possuirem capacidade antioxidante
atribuida principalmente ao poder redutor do grupo hidroxila aromatico, que reduz
radicais livres reativos pelo desemparelhamento de elétrons, gerando o radical
correspondente estabilizado por ressonéncia. Essa capacidade ¢é influenciada pelo
numero e posig¢ao das hidroxilas, assim como pelas posi¢cdes da glicosilagdo.(RATZ-
LYKO et al., 2015). Outra caracteristica dos polifenois € a capacidade em complexar
ions metalicos como ferro, cobre, zinco e manganés. Essa habilidade é benéfica por
limitar a atividade de enzimas envolvidas na remodelagem do tecido conectivo e inibir
o processo inflamatério. (AN et al., 2005; ARCT; PYTKOWSKA, 2008; THRING; HILI;
NAUGHTON, 2009).

Esses compostos sdo originados do metabolismo secundario das plantas e
envolvem duas rotas metabdlicas: a via do acido chiquimico, que é a responsavel pela
formagdo da maioria destes compostos, e a via do acetato-malonato. Algumas
estruturas sdo exclusivas da via do acido chiquimico, como as encontradas nos acidos
fendlicos e nos fenilpropandides. Porém, outras classes de fendlicos como os
flavonoides, sdo provenientes de biossintese mista, na qual parte da estrutura vem da
via do acido chiquimico e outra parte vem da via do acetato-malonato. Sendo assim,
pode-se classificar estes compostos como sendo flavonoides e nao flavonoides.
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004; JACQUES; ZAMBIAZI, 2011).

2.3.3.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos que compreendem, em geral, pigmentos que,
além de proteger a planta dos raios ultravioletas, conferem atracdo de agentes

polinizadores e dispersores. Sdo compostos bastante distribuidos entre os vegetais e
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pode-se encontrar em diversas formas estruturais. A grande maioria possui 15 atomos
de carbono em seu nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas, anel A e
B, por uma cadeia de trés carbonos entre elas que formam um anel heterociclico,
denominado anel C (Figura 2). Variagbes do anel C padrao resultam em importantes
classes de flavonoides que estdo comumente oxigenados e grande parte conjugada
a acucares, formando compostos hidrossoltveis. (ANGELO; JORGE, 2007; SIMOES
et al., 2017).

FIGURA 2 — UNIDADE ESTRUTURAL BASICA DOS FLAVONOIDES
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FONTE: O autor, 2019

As classes ou subfamilias mais importantes sdo as antocianidinas, flavonas,
flavondis, flavanonas, flavandis (ou catequinas), isoflavonas e, com menor frequéncia,
as auronas, chalconas, xantonas, antraquinonas, fendis simples e naftaquinonas.
(SIMOES et al., 2017). No quadro a seguir alguns exemplos de classes de flavonoides

mais frequentes e alguns de seus representantes:

QUADRO 1 — CLASSES DE FLAVONOIDES E ALGUNS REPRESENTANTES

Classes Representantes

Flavonas Luteolina, Apigenina, Tricina,

Flavonois Quercetina, Miricetina, Rutina, Kaempferol
Antocianos Cianidina, Delfinidina, Malvidina
Di-hidroflavonoides Naringenina, Hesperidina, Taxifolina
Isoflavonoides Genisteina, Genistina, Vestitona,

FONTE: O autor, 2019

Os flavonoides sao capazes de reduzir radicais livres como o superoxido e os
radicais peroxil, alcoxil e hidroxil, por meio da doagao de elétrons a estes radicais. A

atividade antioxidante de um flavonoide depende da sua estrutura e de seus
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substituintes nos anéis B e C, sendo que os maiores determinantes sdo a presenca
de um grupo catecol no anel B, que aumenta a propriedade doadora de elétrons e a
presenca de uma ligagao dupla nas posi¢des 2 e 3 do anel C, conjugada com o grupo
4-oxo, responsavel pelo deslocamento de elétrons do anel B. Além disso, os
flavonoides podem estabilizar os radicais livres envolvidos nos processos oxidativos,
complexando-se com eles. Estes e outros fatores explicam as diferengas entre a

atividade antioxidante das diferentes classes de flavonoides. (PIETTA, 2000).
2.3.3.2 Flavonas e Flavonodis

Os flavondis sao flavonas substituidas na posigédo C-3 por uma hidroxila, por
isso essas duas classes sdo, em geral, classificadas juntas (Figura 3). As flavonas e
flavondis sdo encontrados normalmente oxigenados e a maioria que € encontrada em
plantas, esta conjugada com um ou mais agucares. As flavonas mais abundantes
encontradas em plantas sdo a apigenina e a luteolina, livre ou conjugadas. Os
flavondis mais encontrados em vegetais sao galangina, canferol, quercetina e
miricetina. (SIMOES et al., 2017).

FIGURA 3 — NUCLEO FUNDAMENTAL DAS FLAVONAS (R=H) E FLAVONOIS (R=OH)
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FONTE: O autor, (2019)

2.3.3.3 Antocianos

Antocianos é um importante grupo de pigmentos, presentes nas plantas, que
sdo soluveis em agua. Sao responsaveis pelas cores laranja, rosa, escarlate,
vermelha, violeta e azul em pétalas de flores, frutas e folhas. Possuem importantes
funcdes como atraentes de insetos e passaros, além de possuir uma agao inibidora
do crescimento de larvas de alguns insetos e de protegédo dos tecidos da planta de

diversos processos oxidativos. Muito usados como aditivos eficazes e seguros na
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industria alimenticia, também possuem importéncia farmacologica devido a suas
atividades anti-inflamatérias e anticarcinogénicas. (SEERAM; NAIR, 2002; SIMOES et
al., 2017).

Os antocianos ocorrem na natureza conjugados a agucares que estabilizam a
molécula e podem ser aciladas com acidos orgénicos ou alifaticos como o acido
cafeico, ferulico, p-hidrozibenzdéico, coumarico, oxalico, entre outros (Figura 4). Sao
capazes de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para radicais livres. A quantidade
de antocianinas na amora-preta varia de acordo com o estadio de maturagao das
frutas e também de cultivar para cultivar. Dentre as antocianinas encontradas em
amora-preta, destacam-se a cianidina-3-o-glucosideo, cianidina-3-o-arabinosideo,
cianidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo, perlagonidina-3-glicosideo,
cianidina-3-xilosideo e cianidina-3-rutinosideo. A cianidina-3-o-glicosideo, em termos
quantitativos, representa cerca de 80% do total de antocianinas. (CHAVES et al.,
2018; JACQUES; ZAMBIAZI, 2011; SEERAM et al., 2006; SERRAINO et al., 2003).

FIGURA 4 — CATION FLAVILIO, NUCLEO FUNDAMENTAL DOS ANTOCIANOS E SEUS
PRINCIPAIS REPRESENTANTES

Pelargonidina: R,=R, =H
Cianidina: R,= H; R,= OH
Delfinidina: R, = R,= OH
Peonidina: R, = H; R,= OCH,
Malvidina: R,= R, = OCH,

FONTE: O autor, (2019)

As hidroxilas presentes nas posigdes 3, 5 e 7 podem estar ligadas a agucares,
sendo os mais comuns: glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose, que
ocorrem como mono, di e/ou trissacarideos. Esses agucares conferem maior
solubilidade e estabilidade as moléculas.

As antocianinas, assim como outros fendlicos, podem atuar como
antioxidantes doando hidrogénio a radicais altamente reativos, evitando assim a
formagao de radicais adicionais. (lversen, 1999). Seu potencial antioxidante depende
do numero e arranjo dos grupos hidroxila e da extensédo da conjugacgéao estrutural, bem
como da presenca de substituintes doadores de elétrons e de retirada de elétrons na

estrutura do anel. (Miller & Rice-Evans, 2000).
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2.3.3.4 Di-hidroflavonoides

Os representantes desta classe sao as flavanonas, os di-hidroflavonois e as
di-hidrochalconas. Ao contrario das outras classes de flavonoides, eles possuem uma
ligacdo simples entre os carbonos 2 e 3 (ou o e 3 para as di-hidrochalconas) em seu
nucleo fundamental, diferentemente das outras classes de flavonoides (Figura 5).
Como consequéncia, esses flavonoides possuem centros de assimetria em suas
moléculas. As flavanonas sao intermediarios em rotas biosintéticas da maioria dos
flavonoides e possuem dois centros de assimetria possiveis sendo que, as de origem
natural sdo frequentemente levorrotatérias. Os di-hidroflavonois também possuem
dois centros de assimetria, porém as di-hidrochalconas ndo possuem centro de
assimetria, suas variagdes consistem em substituintes como agucares, hidroxilas, etc.
(SIMOES et al., 2017).

FIGURA 5 — ESTRUTURA FUNDAMENTAL DAS FLAVANONAS (1), DI-HIDROFLAVONOIDES (2) E
DI-HIDROCHALCONAS (3).
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FONTE: O autor, (2019)
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2.3.3.5 Compostos Fendlicos nao-flavonoides

Alguns compostos fendlicos ndo sao classificados como flavonoides e nao se
apresentam em forma livre nos tecidos vegetais. Sao aqueles presentes na forma de
polimeros, na qual estdo incluidos os taninos e as ligninas. Os taninos classificam-se
como taninos hidrolisaveis e taninos condensados e possuem elevado peso
molecular. (SIMOES et al., 2017).

Os taninos hidrolisaveis sao ésteres de acidos galico e acido elagico ligados
a agucares, sendo os elagitaninos encontrados com maior frequéncia. Os taninos
condensados ou proantocianidinas sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol e

constituem a principal fragdo fendlica responsavel pelas caracteristicas de
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adstringéncia dos vegetais. As subclasses mais comuns destes taninos sdo as
procianidinas, prodelfinidinas e propelargonidinas. (ANGELO; JORGE, 2007).

Outros compostos fendlicos que néo sao flavonoides séo os acidos fendlicos,
que sao biosintetizados a partir da via do chiquimato e possuem em sua estrutura
quimica o anel aromatico e o grupo hidroxilo, comuns aos compostos fendlicos, e um
grupamento carboxila. Como exemplo desta classe temos o acido p-cumarico, acido
cafeico e o acido ferulico, que possuem interesse terapéutico. (LORDELO et al., 2010;
SIMOES et al., 2017). Os compostos néo flavonoides ja encontrados em amora-preta
sdo o acido galico, acido hidroxibenzéico, acido cafeico, cumarico, ferulico, e acido
elagico. (SELLAPPAN; AKOH; KREWER, 2002).

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Varios processos de extracido sio utilizados para o isolamento de compostos
ativos presentes em plantas. Os métodos de extragdo solido-liquido mais utilizados
incluem maceracgéao, infusdo, percolagdo, decocgédo, extragdo continua a quente
(Soxhlet), extragdo assistida por micro-ondas, ultrassom, extragdo com liquido
pressurizado e turbodlise. Normalmente sdo realizados empregando-se solventes
organicos, tais como metanol, etanol, acetona e agua em diferentes combinagdes e
proporgdes. A escolha do solvente influencia no nivel de compostos extraidos ja que
a solubilidade dos polifendis varia conforme a polaridade do solvente utilizado.
(ANGELO; JORGE, 2007; DAI et al., 2009).

Algumas metodologias consideram importante a utilizacdo da maceracao,
onde a amostra fica em contato com o solvente extrator por um periodo de tempo (dias
ou horas). E um processo ndo seletivo que resulta num equilibrio de concentragdo
entre o solvente e a matéria-prima, sendo influenciado por fatores que dependem da
matéria-prima (sua natureza, tamanho, umidade e quantidade) e do solvente
(polaridade e quantidade) (Farmacopeia Brasileira, 1995). As desvantagens da
utilizacdo desse método estdo relacionadas a lentiddao, a impossibilidade de extrair
completamente os compostos bioativos quando este sao poucos soluveis, ao elevado
indice de intumescimento e possiveis contaminagdes microbianas quando utilizado
com agua. (OZCAN; OZCAN, 2004).

A cavitagao ultrassénica permite maior eficiéncia de extragdo devido a forte

ruptura da parede celular causada pelas forgas de cisalhamento, facilitando assim a
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penetracdo dos solventes nas células vegetais. Com isso, a técnica permite menor
consumo de reagentes, tempo de extragédo reduzido e ainda, uma menor temperatura
com alta taxa de extragdo de compostos ativos. (CHEMAT; KHAN, 2011; VILKHU et
al., 2008).

Em estudos anteriores com amora-preta, ndo foi observado diferencga
estatistica na utilizacédo de maceracao entre amostras que variaram o periodo tempo
(zero a 24 horas), tanto para analise do teor de compostos fendlicos totais, quanto
para a atividade antioxidante. Isso mostra que ndo existe a necessidade de um
periodo de maceragao, o que torna o método mais rapido. (VIZZOTTO; PEREIRA,
2011).

Muitos trabalhos tém utilizado extratores alcodlicos acidificados para
favorecer a extragao, ja que a acidez favorece a penetragéo do solvente em tecidos
de frutas e vegetais, além de aumentar a estabilidade dos extratos obtidos por
dificultar o aparecimento de microrganismos que podem alterar a composigao. O uso
deve ser cauteloso, pois 0 excesso de acidez pode favorecer a hidrolise, gerando
resultados superestimados de antocianinas totais presentes no extrato. O uso de
acetona também é muito empregado em diversos trabalhos por ser um solvente de
facil secagem em temperaturas amenas. (DAl et al., 2009; SHI et al., 2007; TSAO;
DENG, 2004).

Vizzotto e Pereira (2011), avaliaram a utilizacdo de varios solventes para
extracdo de compostos fendlicos de amora-preta. A acetona se mostrou ser o solvente
com melhor desempenho, seguido de metanol e etanol que ndo mostraram diferencga
entre si. A utilizagdo de agua junto com estes solventes organicos contribuiu para criar
um ambiente mais polar, favorecendo a extragao de polifendis. Porém o uso de agua
pura ou de solventes apolares como o hexano, ndo mostraram serem eficientes.

Vizzotto também testou a acidificacédo dos solventes agua, metanol e etanol
de 0,005% a 0,15% de HCI. Para a agua e o metanol ndo houve nenhuma diferencga
estatistica no teor de compostos fendlicos e de atividade antioxidante. Ja para o etanol
houve um aumento significativo quando se utilizou o etanol a 0,01% de HCI, ou seja,
teve sua capacidade extratora melhorada.

Foi relatado que temperaturas elevadas melhoram a eficiéncia da extracao,
devido a maior solubilidade e taxa de difusdo de compostos no solvente. No entanto,
altas temperaturas aceleram a degradagédo de compostos fendlicos no processo de

extragdo. Algumas tecnologias de extragao, como extragdo liquida pressurizada foram
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desenvolvidas para permitir a extracdo rapida de antocianinas e outros fendlicos em
temperaturas elevadas (> 50 °C) e foram bem-sucedidos em retardar a degradagéo
destes compostos durante o processamento. Verificou-se também, que a extragao
com solventes assistida por ultrassom foi mais eficiente em extrair antocianinas do
que a extracado convencional de solventes, devido a forte ruptura do tecido da fruta
sob cavitagao acustica ultrassénica. (DAI et al., 2009).

2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASSAS
NA IDENTIFICAGAO DE COMPOSTOS NATURAIS

Extratos brutos vegetais sdo misturas complexas que contém centenas ou
milhares de metabdlitos diferentes. A natureza quimica destes constituintes difere
consideravelmente dentro de um dado extrato. Nos ultimos anos, métodos
cromatograficos e espectrométricos tém sido usados no estudo da composigcéo
quimica de uma grande variedade de compostos de fontes naturais. Embora existam
diferentes tipos de detectores, nenhum permite a deteccéo de todos os metabdlitos
secundarios encontrados em um extrato vegetal em uma unica analise, visto que cada
método tem sua propria especificidade. Como todo composto natural possui um
determinado peso molecular, a deteccdo de todos estes compostos usando
espectrometria de massa (EM) pode ser idealmente considerada como uma técnica
de deteccao universal. Com o avango das tecnologias, a instrumentagdo analitica
possibilitou o acoplamento de métodos de separacao e detecgao. (FREITAS et al.,
2016; WOLFENDER; RODRIGUEZ; HOSTETTMANN, 1998).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-EM), por exemplo, € uma técnica utilizada tanto na separagéo quanto
na quantificacdo de compostos fendlicos. E mais eficiente e possui maior sensibilidade
e seletividade do que as técnicas convencionais, como CLAE-UV/DAD
(Cromatografia liquida acoplada a detector ultravioleta/arranjo de diodos). (MULLEN
et al., 2010).

A CLAE-EM permitiu a deteccao de constituintes pequenos que néo eram
possiveis por métodos classicos e € usado com sucesso para caracterizar varios
componentes de plantas sem o exaustivo trabalho de isolamento dos componentes
do extrato bruto. Para minimizar problemas encontrados no acoplamento de CLAE

com espectrometria de massas, foram desenvolvidas varias interfaces, nas quais,
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muitas vezes, envolvem a ionizagédo do analito. O surgimento de fontes de ionizagéo
tornou a técnica aplicavel a uma ampla diversidade de matrizes sendo os ions mais
faceis de manipular do que as substancias em fase neutra. (FREITAS et al., 2016;
MULLEN et al., 2010).

Entre as fontes de ionizacdo existentes podemos citar a ionizagao por
electrospray (ESI) e a ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI). ESI é uma
fonte de ionizagédo que gera goticulas carregadas a partir das quais ions sao ejetados
por um processo de evaporagao do solvente. Um campo elétrico € gerado em um
pulverizador pela aplicacdo de alta tensao. Ja a fonte APCI, o eluente passa por um
nebulizador pneumatico onde as gotas sao dessolvatadas e o spray formado passa
por uma regido aquecida e € pulverizado, formando espécies neutras que passam
através de uma descarga corona onde existe um campo de ionizagéo. Essa técnica é
adequada para compostos nao polares e, assim como o ESI, pode ser operado em
modo negativo e positivo. (FREITAS etal., 2016; MULLEN et al., 2010; VEKEY, 2001).

O uso de CLAE-EM acoplado a um analisador quadrupolo tempo-de-voo (Q-
TOF) tem o intuito de unir a alta resolugdo com a alta precisé&o e versatilidade para
quantificacao, além de fornecer uma analise de fragmentagdo com medigdo de massa
exata para a caracterizagao estrutural e identificacdo dos compostos. (FREITAS et al.,
2016; MULLEN et al., 2010).

Somado a isso, os valores de massa medidos com exatidao sao usados para
produzir férmulas empiricas que, com uma exatiddo de massa inferior a 5 ppm,
reduzem significativamente o numero de possiveis estruturas para possiveis
compostos. Consequentemente, a CLAE-EM provou ser uma poderosa técnica para
caracterizar uma ampla variedade de compostos em amostras complexas. (FREITAS
et al., 2016; MULLEN et al., 2010).

2.6 METODOS DE ENCAPSULAGCAO DE ATIVOS COSMETICOS

A adequada permeacgao cutanea de compostos ativos para a obtencdo de
uma resposta € um grande desafio no desenvolvimento de novos cosméticos. O
estrato coérneo possui uma estrutura lipidica altamente ordenada e age como principal
barreira protetora, tanto para evitar a perda excessiva de agua quanto para proteger
contra agentes externos danosos. Por isso, inumeros compostos ativos quando

veiculados em formas cosméticas convencionais possuem grande dificuldade de
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permear até as mais profundas camadas da pele, o que justifica o emprego de
estratégias que aumentem sua permeacgdo cutdnea. (SCHAFER-KORTING;
MEHNERT; KORTING, 2007). Além disso, esses compostos podem ter sua atividade
comprometida em razao da sua instabilidade fisico-quimica.

Para superar todas estas limitagbes, o advento de novos ingredientes ativos
e as expectativas dos consumidores tém impulsionado o uso de formulagdes de
veiculos mais complexas. Neste contexto, a nanotecnologia pode ser utilizada para
estabilizacao desses compostos, conferindo melhor funcionalidade e disponibilidade
de substancias ativas uma vez que pode aumentar a atividade e melhorar a liberagao
dos ativos. (HOUGEIR; KIRCIK, 2012).

Os sistemas nanoestruturados sao caracterizados por possuirem alta
superficie de contato e um grande numero de particulas por unidade de peso. Dentre
os mais utilizados em cosméticos temos as nanocapsulas, as nanoesferas, as
nanoparticulas lipidicas solidas, as nanoemulsdes, as microemulsdes, os lipossomas
e os niossomas.(GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; MIHRANYAN; FERRAZ;
STRGMME, 2012).

Os sistemas vesiculares, dentre os quais se destacam os lipossomas e os
niossomas, sao muito utilizados para estabilizar e liberar ativos profundamente no
tecido. Os lipossomas, muito conhecidos e frequentemente usados em cosméticos.
Formados por uma bicamada lipidica em torno de uma solug¢ao aquosa, possibilitando
a entrega de ambos os ativos hidrofilicos e lipofilicos ao seu alvo através do estrato
cérneo. Isso leva a uma melhor absorgdo, menores exigéncias de concentracéo e
melhor estabilidade dos ativos. (HOUGEIR; KIRCIK, 2012; MIHRANYAN; FERRAZ;
STROGMME, 2012; WU; GUY, 2009).

Outro exemplo de sistemas vesiculares sdo os niossomas, que sao formados
por uma bicamada de surfactantes n&o idnicos em torno de uma solugéo aquosa. Eles
tém um custo menor do que os lipossomas, o que os torna uma opc¢ao atraente para
aplicagdes que exigem grandes quantidades, como cosméticos. Eles podem fundir-se
com os lipideos do estrato cérneo, e sdo capazes de melhorar a estabilidade e a
disponibilidade dos ingredientes ativos bem como aumentar a sua penetragao na pele.
(HOUGEIR; KIRCIK, 2012; MIHRANYAN; FERRAZ; STRGMME, 2012; WU; GUY,
2009).

Os niossomas sao preparados pelos mesmos métodos utilizados para a

obtencao de lipossomas e, um dos métodos mais utilizados € a hidratacao de filme
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lipidico. Este processo € muito simples, e envolve a dissolugdo de materiais
formadores de membrana em um solvente orgénico em um baldo de fundo redondo.
Depois de remover o solvente organico por evaporagao, forma-se um filme seco no
fundo do frasco. O principio ativo € dissolvido em uma solug¢ao aquosa e adicionado
para hidratar o filme seco, sendo entdo colocado em banho-maria em uma
temperatura de 40°C. Geralmente é seguido por homogeneizagdo, sonicagdo ou
extrusao para reduzir o tamanho da vesicula. Os niossomas também podem carregar
compostos hidrofilicos e hidrofébicos e formar estruturas unilamelares ou
multilamelares com as vantagens adicionais de ter uma estabilidade melhorada, alta
pureza e baixo custo. (GE et al., 2019; WU; GUY, 2009).

Normalmente, os niossomas sédo avaliados de acordo com sua morfologia
superficial, distribuicdo de tamanho, potencial zeta e estabilidade durante o processo
de formulagdo e armazenamento. Estas caracteristicas sdo muito importantes para os
niossomas, pois esses fatores nao afetam apenas a taxa de encapsulacdo e a
estabilidade dos niossomas, mas também estéo relacionados ao seu desempenho in
vivo. (GE et al., 2019).

Foi relatado que este tipo de vesicula diminui efeitos colaterais, da
sustentagao a liberagdo e aumenta a penetragdo das substancias através da pele.
Varios mecanismos tém sido utilizados para explicar a capacidade dos niossomas de
modular a transferéncia de ativos através da pele: adsor¢céo e fusdo dos niossomas
na superficie da pele e redugdo das propriedades de barreira do estrato coérneo.
(MANOSROI et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 OBTENCAO DO EXTRATO
3.1.1 Coleta dos frutos e processamento

Os frutos das cultivares ‘Tupy’, ‘Guarani’ e ‘Xavante’ foram coletados do
pomar do Centro de Estacdes Experimentais da Universidade Federal do Parana,
fazenda Canguiri, situado no municipio de Quatro Barras, PR, latitude 25°25’S,
longitude 49°08’ O e altitude de 930 metros.

Os frutos foram colhidos pela manha, com o mesmo estagio de maturagao
(coloragao preto-brilhante) e sem sinais de defeitos ou podridées, armazenados
diretamente em bandejas de plastico transparente, identificadas quanto o cultivar e
colocadas imediatamente em bolsa térmica, evitando-se a exposicao ao sol e
temperaturas elevadas. Posteriormente, os frutos foram levados ao laboratério,
pesados (cerca de 100 g de frutas) e armazenados em sacos plasticos e colocados
em freezer a - 40°C, até serem processadas.

As amostras das frutas foram homogeneizadas em multiprocessador
doméstico e liofilizadas (liofilizador Virtis Advantage Plus, SP Scientific, Warminster,
Inglaterra, a -80 °C, 100 mTorr, por 48 h). As amostras liofilizadas foram
acondicionadas em frascos protegidos da luz e umidade e armazenadas em freezer a
- 40°C.

3.1.2Preparo dos extratos

Para o preparo dos extratos das frutas, foram utilizados como solvente
extrator o etanol acidificado (etanol com 0,01% em HCI), etanol/agua (70/30) e
acetona/agua (70/30). Para a extragao utilizou-se 1 g do liofilizado de amora-preta
com 20 mL de solvente extrator, e sonicagado por 30 minutos em banho de ultrassom
(Kondortech, modelo CD-4860) a uma frequéncia de 40 kHz, a temperatura de 40 °C.

Os extratos foram evaporados a secura em concentrador de amostras
Centrivap (Labconco, Kansas City, EUA). Apds a secagem, os frascos foram pesados
e os rendimentos da extracdo calculados. Em seguida, colocados em embalagens
protegidas da luz e umidade, vedados com pelicula flexivel (Parafiim®) e armazenados

em freezer a - 40°C até o momento das analises.
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3.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS
3.2.1 Determinagao da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada através do sequestro do radical
estavel DPPHe- (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), de acordo com Brand-Williams (1995),
com algumas modificagdes. Este método baseia-se na redugao do radical, que ao
receber um elétron passa da cor purpura para amarela, alterando a intensidade da
absorgéo. (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

Para a andlise, os extratos secos foram dissolvidos em seus respectivos
solventes de extragao e diluidos em metanol para uma concentragéo final de 1 mg/mL.
Posteriormente, foi realizada uma diluicao seriada a fim de se obter diferentes faixas
de concentracado, conforme descrito no quadro 2. As solugdes padrao dos controles
positivos também foram preparadas em metanol nas concentracdes de 302 a 7560

Mg/mL para quercetina e 66 a 11017 pg/mL para BHT (Hidroxitolueno butilado).

QUADRO 2 - FAIXAS DE CONCEN]’RA(}AO DOS EXTRATOS APOS DILUICAO EM METANOL
PARA DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTES PELO METODO DPPH

EXTRATO FAIXA DE CONCENTRAGCAO (ug/mL)
Tupy Acetona/agua (70/30) 160 - 13,1
Tupy Etanol HCI 0,01% 320 - 53,7
Tupy Etanol/agua (70/30) 196 - 32,9
Guarani Acetona/agua (70/30) 80-19,4
Guarani Etanol HCI 0,01% 196 - 32,9
Guarani Etanol/agua (70/30) 280 -67,2
Xavante Acetona/agua (70/30) 56 - 6,5

Xavante Etanol HCI 0,01% 280-47,0

Xavante Etanol/ agua(70/30) 137,2-32,9

FONTE: O autor, (2019).

As solugdes dos diferentes extratos foram aliquotadas em microplacas de 96
pocos. Em cada poco foi colocado 200 uL de extrato diluido e 50 ul de solugao de
DPPHe (0,5 mmol). A mesma propor¢ao foi usada para o branco (metanol e extrato
sem DPPH?e), para o controle (metanol e DPPH*) e para os controles positivos (BHT e
quercetina). As amostras foram incubadas a 25 °C por 25 minutos, e protegidas da luz

até a realizacao da leitura da absorbancia.
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A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas (UV-Vis Varian
— Cary 50 Conc), em 518 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata. A
porcentagem de atividade antioxidante (AA%) foi calculada pela férmula abaixo, e os

resultados expressos por concentragdo média eficiente (ECso):

AA% = 100 (absorvancia amostra — absorvancia branco) 100
= — X
0 (absorvancia controle)

Os valores de ECso foram comparados pelo teste One way-Anova seguido do

teste post-hoc de Tukey.

3.2.2 Determinagéo de compostos fendlicos totais

Para determinar a quantidade de compostos fendlicos totais foi utilizado o
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau, descrito por Siglenton e Rossi (1965), com
algumas modificagdes. Neste método, o reagente de Folin-Ciocalteau reage com os
compostos fendlicos presentes e é reduzido produzindo um complexo azul, que pode
ser medido por espectrofotometria.

Em tubo Falcon foi adicionado uma aliquota de 160 pL dos extratos (2 mg/mL),
100 pL de reagente Folin-Ciocalteau e 1540 uL de agua. Por ultimo, foi adicionado
200 pl de carbonato de sédio 10% (Na2COs3) e agitado por 30 segundos em vortex.
Apds 30 minutos de repouso em temperatura 25 °C, determinou-se a absorbancia em
um espectrometro ultravioleta-visivel (Agilent Technologies 8453 Santa Clara, EUA),
em comprimento de onda de 725 nm. Os resultados foram expressos como g de
compostos fendlicos totais equivalentes em acido galico (EAG) por mL de extrato. Os
valores foram comparados pelo teste One way-Anova seguido do teste post-hoc de

Tukey.

3.2.3 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas (CLUE-QTOF-EM)

Os extratos foram analisados em um cromatografo a liquido de ultra eficiéncia

Acquity H-Class da Waters Corporation (Milford, EUA), acoplado ao espectrometro de
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massas com analisador quadrupolo-tempo de voo, Xevo G2-S, Waters (Milford, EUA)
com fonte de ionizagao electrospray. O nitrogénio de alta pureza utilizado como gas
do cone e de dessolvatagao foi produzido por um gerador de nitrogénio da Peak
Scientific Instruments (Chicago, EUA). O gas de colisdo utilizado foi argénio com
pureza >99,998% da White Martins Praxair Inc. (Curitiba, Brasil). Foi utilizada uma
coluna Acquity BEH C18 (2,1 x 100 mm x 1,7 ym), volume de injegao de 3 L, fluxo
0,4 mL/min, temperatura de forno de coluna de 35 °C, em ambos os modos de
ionizagao (positivo e negativo) e tempo total de corrida de 16 minutos. A fase movel
utilizada foi: (A) agua/acido férmico 0,1% (w/v) e (B) acetonitrila/acido formico 0,1%
(v/v) em modo de diluigdo gradiente (Quadro 3). Os compostos foram identificados a
partir da sua m/z, comparados com perfis de padroes de referéncias e/ou deduzidos
pela exatiddo de massa (<5 ppm), pelo perfil de fragmentag¢éo e por comparagéo com

dados da literatura.

QUADRO 3 —~GRADIENTE UTILIZADO PARA ANALISE EM CLUE-QTOF-EM

Tempo

(min)

Acetonitrila/Acido

Foérmico 0,1%

Acido Férmico

0
1
12
12,5
13,5
16

1%
99%
0%
0%
99%
99%

99%
1%
100%
100%
1%
1%

3.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE UTILIZANDO CULTURA DE CELULAS DE

FIBROBLASTOS

FONTE: O autor, (2019)

3.3.1 Cultivo da linhagem de fibroblastos

Foram realizados testes in vitro, utilizando linhagem de fibroblastos NIH-3T3
obtido do American Type Culture Collection (ATCC). As células foram semeadas

numa densidade inicial de 2500 células/cm? em garrafas de cultura T25, contendo 7
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mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) completo, suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de antibiético (100 Ul de penicilina, 100 ug
de estreptomicina) obtido da Sigma (St, Louis, MO, USA). As células foram mantidas
em atmosfera umida de CO, 5% a 37 °C, com troca de meio a cada dois dias. Apos
atingir confluéncia, elas foram transferidas para placas de 96 pogos com concentragao

em torno de 1x10° células/poco para realizagao dos testes.
3.3.2Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método do brometo 3-(4,5-
dimetil2-tiazolil)-2,5-difenil-2il-tetrazélico (MTT, Sigma). Este método &€ um teste
colorimétrico que avalia a viabilidade celular de maneira indireta, através da atividade
de enzimas mitocondriais redutases que reduzem o MTT formando cristais insoluveis
formazan de coloragdo violeta. Dessa maneira, a viabilidade celular pode ser
identificada e quantificada pela formagao e concentracdo dos cristais de formazan,
que indicam a atividade mitocondrial ou presenga de células vivas. Ou seja, a
producao de formazan indica o estado funcional da cadeia respiratoria. (RISS et al.,
2016).

Ao realizar o teste, as células da linhagem de fibroblastos NIH-3T3 possuiam
85% de confluéncia e foram aliquotadas em microplacas de 96 po¢os. Em cada poco,
diferentes concentragdes dos extratos cetdnicos das trés cultivares foram adicionadas
(35,3; 50,4; 72; 102,9; 147; 210 e 300 pg/mL), em quatro replicatas. O tempo de
incubacéo foi de 24 e 48 horas a temperatura de 37°C e atmosfera com 5% de CO..

Apos o periodo de incubagado, os pocgos foram lavados com uma solugéo
estéril de salina tamponada com fosfato (PBS), em seguida adicionado 100 pL de
solugdao de MTT (0,05 mg/mL) em cada pogo e a placa incubada por 3 horas de
maneira a completar o tempo de incubacao inicial (24 e 48 horas). Depois disso, foi
adicionado o dimetilsulféxido (DMSOQO), a placa foi homogeneizada e realizada a leitura
em 540 nm em espectrometro ultravioleta-visivel Agilent Technologies 8453 (Santa
Clara, EUA).

3.4 PREPARO DOS NIOSSOMAS

Niossomas foram preparados pelo método classico de hidratagdo de filme
lipidico. Foram solubilizados em 10 mL de cloroférmio, o Span® 80 e o colesterol (2:1
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M/M) e esta solugéo foi depositada em um baldo de fundo redondo na forma de um
filme fino, utilizando um evaporador rotativo (RV 10 Control, IKA® Staufen, Alemanha)
a pressao reduzida (~910 mBar), 40 °C e 120 rpm por 60 minutos. Sobre o filme
formado no balédo, foi adicionado 60 mL de extrato cetdnico da cultivar Xavante na
concentragdo de 2 mg/mL, e em seguida evaporado nas mesmas condi¢cdes até o
volume final de 15 mL. Como controle foram produzidos niossomas, utilizando agua
ultrapura em lugar do extrato. (ABAEE; MADADLOU, 2016; GONCALVES et al., 2018;
KAMBLE; TALREJA; PATHAK, 2012).

3.4.1 Caracterizacdo dos niossomas
3.4.1.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

As matérias-primas (Span® 80 e colesterol) tiveram sua identidade confirmada
por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (IVTF) em um
equipamento Alpha-P (BRUKER®), no modo de transmitancia, utilizando a técnica de
Reflectancia Total Atenuada (ATR) nas seguintes condigdes: acumulacdo de 24
scans, resolugéo de 4 cm™' e faixa espectral de 4000 — 400 cm-'. Esta analise também
foi feita com os niossomas para confirmar a presenga das matérias primas na sua

composicao e a total remogao do cloroférmio no processo de evaporagao.
3.4.1.2 Analise por Microscopia Optica

As imagens dos niossomas foram obtidas colocando-se uma aliquota
previamente homogeneizada da amostra de niossomas entre lamina e laminula e

visualizadas por microscopia éptica com camera fotografica acoplada.
3.4.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Para esta analise morfoldgica, as amostras foram diluidas na propor¢ao 1:100
(v/v) e fixadas em stubs sobre fita de cobre e submetidas a metalizagdo a vacuo com
ouro A analise foi realizada por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) (VEGAS,
TESCAN®) a 15 kV no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade
Federal do Parana (SCD 030, BALZERS®).
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3.4.1.4 Microscopia de Transmissao

A morfologia dos niossomas foi também avaliada por Microscopia Eletrénica
de Transmissdo (MET) no Centro de Microscopia Eletronica (CME) da Universidade
Federal do Parana. Para esta analise, as amostras foram diluidas na proporgao 1:200
(v/v) e 5 uL dessa diluigdo foram aplicados sobre uma grade de cobre e secos em

estufa a 40°C durante 24 horas e em seguida analisadas por MET.
3.4.1.5 Determinacao do Diametro Hidrodinamico e do Potencial Zeta

O didametro hidrodindmico e o indice de polidispersdo dos niossomas foram
determinados por Espalhamento de Luz Dinamico e o potencial zeta foi determinado
por Mobilidade Eletroforética (Zetasizer Nano ZS90, MALVERN®). Para o ensaio, as
amostras foram diluidas na propor¢ao 1:100 (v/v). Estes ensaios foram realizados no
Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-LABMU) da Universidade Estadual de

Ponta Grossa.

3.4.2 ldentificacado e confirmacgao da presenca de compostos fendlicos nos

niossomas

Para a identificagao e confirmagao da presenga dos compostos fendlicos nos
niossomas, amostras foram centrifugadas (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 7000
rom por 10 minutos, separado o sobrenadante e lavadas com agua ultrapura,
dissolvidas em etanol e, em seguida, analisadas por CLUE-QTOF-EM, nas mesmas

condigbes do item 3.2.4.
3.4.3 Determinacéao da eficiéncia de encapsulacao do extrato

A eficiéncia de encapsulag¢ao do extrato foi determinada de maneira indireta
pela quantificagcdo de compostos fendlicos totais, através do reagente colorimétrico
Folin-Ciocalteau. As amostras de niossomas foram centrifugadas (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a 7000 rpm por 10 minutos e separado o sobrenadante. Os
niossomas foram entdo lavados com agua ultrapura e centrifugados novamente,
sendo solubilizados em metanol. Os compostos fendlicos foram determinados tanto

no sobrenadante quanto nos niossomas, conforme descrito no item 3.2.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Os rendimento das extracdes das diferentes cultivares com os diferentes
extratores utilizados podem ser vistos na Tabela 2. Os solventes extratores
acetona/agua (70/30) e etanol/agua (70/30) foram os que apresentaram os maiores
rendimentos para todas as cultivares. O solvente extrator etanol acidificado foi menos
eficiente no processo de extragao provavelmente por ser o menos polar. Os maiores
rendimentos foram obtidos com a cultivar Tupy em relacdo as demais cultivares.
Independente do solvente utilizado, essa cultivar proporcionou maior quantidade de

substancias extraidas em termos de massa de extrato seco.

TABELA 2 — RENDIMENTO EM EXTRATO SECO DAS CULTIVARES TUPY GUARANI E XAVANTE
COM DIFERENTES EXTRATORES

CULTIVAR SOLVENTE DE EXTRACAO RENDIMENTO %

Acetona/agua (70/30) 53,71

Tupy Etanol 0,01% HCI 35,43
Etanol/agua (70/30) 65,36

Acetona/agua (70/30) 30,13

Guarani Etanol 0,01% HCI 16,97
Etanol/agua (70/30) 31,02

Acetona/agua (70/30) 41,49

Xavante Etanol 0,01% HCI 26,34
Etanol/agua (70/30) 40,46

FONTE: O autor, (2019)

4.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram avaliados quanto ao teor de compostos fendlicos,

identificacao, atividade antioxidante e citotoxicidade.
4.2 1 Determinacéo da capacidade antioxidante e compostos fendlicos totais

O ensaio da capacidade antioxidante avalia o poder redutor de um composto
antioxidante, que ao doar um elétron para o radical DPPHe, oxida-se. (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Os resultados para este ensaio foram
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expressos pela quantidade de extrato necessaria para um decréscimo de 50% (ECso)
da concentracéo inicial do radical DPPH- (Tabela 3).

Para comparar as ECso dos extratos foi aplicado o teste One way-ANOVA.
Antes de aplicar os testes, foram avaliados os pressupostos da sua utilizagao, onde
inicialmente foi aplicado o teste de distribuicdo normal de Gauss pelo teste
Kolmogorov Smirnov-Shapiro Wilk e os dados mostraram-se normais (p=0,86). No
entanto, houve auséncia de homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene
(p=0,00). Para obter a homocedasticidade, os dados foram logaritimizados utilizando-
se a base logaritmo decimal (base 10). Na sequéncia, foi aplicado o teste One way-
ANOVA e foi verificada diferenca significativa entre os solventes utilizados (p=0,00).
Foi aplicado o teste post hoc de Tukey e foi verificado que todos os extratos diferiram
entre si (p<0,034), com excegao dos extratos das cultivares Xavante com etanol/agua
(70/30) e Tupy com acetona/agua (70/30) (p=0,326) cuja diferenca nao foi

estatisticamente significante.

TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E SEUS
COEFICIENTES DE CORRELAGAO LINEAR PELO ENSAIO DO RADICAL DPPH

Extrato C]Zgrr:')ﬁ)igzt;s ECso ® r2
Tupy acetona/agua (70/30) 92,6+ 2,7 109,66 + 0,53 0,9982
Tupy etanol/HCI 16,6+ 0,9 238,85 +1,78 0,9976
Tupy etanol/agua (70/30) 57,2+ 2,5 145,58 + 3,68 0,9991
Xavante acetona/agua (70/30) 139,4+ 1,0 33,76 + 0,043 0,9951
Xavante etanol/HCI 56,9+ 2,8 212,57 + 2,36 0,9984
Xavante etanol/agua (70/30) 87,1+ 3,8 105,24 + 1,23 0,9970
Guarani acetona/agua (70/30) 131,74+ 4,9 54,93 + 0,015 0,9995
Guarani etanol/HCI 73,0+ 3,1 153,67 + 1,24 0,9985
Guarani etanol/agua (70/30) 71,2+ 2,0 132,79 + 0,24 0,9956

FONTE: O autor, (2019).

LEGENDA: Valores expressos como média + desvio padrao de trés repeticdes.? Compostos fendlicos
totais expressos em microgramas equivalentes de acido galico por mL de extrato (ug EAG/mL).* O
valor EC50 é definido como a quantidade de extrato seco necessaria em pg/mL para diminuir a
concentragéo inicial do radical DPPH em 50%. O r2 é referente a correlagéo linear das retas obtidas
para o ECso.

A quercetina (ECso0 4,2 ug/mL) quando comparada aos extratos e BHT (ECso
7,7 ug/mL) apresentou uma maior atividade antioxidante. O BHT € um antioxidante
sintético muito utilizado na industria cosmética, porém, estudos evidenciaram que este
antioxidante possui efeitos toxicos, como alteragdes nas funcdes hepaticas. Os

resultados da atividade antioxidante de extrato acetona/agua (70/30) da cultivar
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Xavante indicam que este extrato, tem potencial para ser uma alternativa
ecologicamente correta para substituir o BHT.

Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo método de Folin
Ciocalteu. Todos os flavonoides, antocianinas e nao flavonoides podem ser estimados
por este método. (ATALA et al., 2009). Para a quantificagédo foi realizada uma curva
analitica com acido galico conforme apresentado na Figura 6.

FIGURA 6 — CURVA ANALITICA DO ACIDO GALICO PARA QUANTIFICACAO DOS
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS
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FONTE: O autor, (2019).

Entre as cultivares testadas, a cultivar Xavante em acetona/agua (70/30), foi
a que apresentou maior concentragao de fendlicos totais (139,4 uyg EAG/mL) e a maior
atividade antioxidante (ECso 33,76 ug/mL), seguido da cultivar Guarani (131,7 ug
EAG/mL; ECso 54,93 pg/mL), também em acetona (Tabela 3). O solvente extrator
acetona foi o que apresentou a melhor capacidade extratora para as trés cultivares,
cujos extratos apresentaram as maiores concentracdes de compostos fendlicos totais
e com a melhor atividade antioxidante. O segundo melhor solvente extrator foi o etanol
agua (70/30) e a menor capacidade extratora foi do etanol acidificado para as
cultivares Xavante e Tupy. Isto mostra que o solvente extrator pode influenciar a
composi¢cao qualitativa e quantitativa das substancias presentes com capacidade
antioxidante.

Diversos estudos com amora-preta tem mostrado uma correlagao linear

positiva entre os compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante, resultados
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semelhantes aos encontrado neste trabalho (Figura 7). (BOEING et al., 2014,
GONCALVES; LAJOLO; GENOVESE, 2010; LIANDA et al., 2012; MA et al., 2011). A
avaliacao da correlagao, entre as variaveis compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, foi feita através do teste de correlagdo de Pearson no qual ambas se
mostraram altamente correlacionadas (p=0,000 e r=-0.957), quanto maior a
quantidade de compostos fendlicos totais, menor o valor de ECso. O valor de
coeficiente de determinagdo foi de R?= 0,914 mostrando que 91% do potencial
antioxidante é explicado pela concentragdo dos compostos fendlicos. Em seguida, foi
feito a analise da qualidade do modelo pelo teste ANOVA e este mostrou-se
estatisticamente significativo (p=0,000). A atividade antioxidante depende da estrutura
dos compostos fendlicos, particularmente do numero e da posicdo dos grupos
hidroxila e da natureza das substituices nos anéis aromaticos. (SELLAPPAN; AKOH,;
KREWER, 2002; WANG; LIN, 2000).

FIGURA 7 — GRAFICO DE CORRELAGCAO ENTRE COMPOSTOS FENOLICOS E A
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE.

300
250
[ 5
® y=-1,6711x+266,64
200 R?=0,9163
2 .
o
" ° N
% L4 e,
100 *®-..
50 s
.
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Compostos fencélicos (pg EAG/mL)

FONTE: O autor, (2019)

Constata-se ainda que, a atividade antioxidante possui uma forte relacido com
o solvente empregado. (FRANKEL, 1993; MADSEN e BERTELSEN, 1995). Isso pode
explicar os resultados obtidos neste trabalho, onde a acetona/agua (70/30) e o
etanol/agua (70/30) foram os solventes mais eficientes. Isto pode ser devido a melhor
solvatacao de compostos antioxidantes como resultado das interagdes entre os sitios
polares das moléculas antioxidantes e do solvente. Em um estudo realizado por

Boeing e colaboradores, onde avaliaram os melhores solventes para extracao de
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compostos fendlicos, foi observado que a mistura de solvente organico e agua sao
mais eficientes na extragao que os respectivos solventes orgénico puros, com ou sem
a presenca de acido.

Além disso, plantas que nao possuem espinhos em suas hastes,
teoricamente, sintetizam mais metabolitos secundarios do que as plantas que
possuem espinhos. Os programas de melhoramento buscam esse tipo de planta para
facilitar o manejo do pomar e a colheita das frutas. (DU; FINN; QIAN, 2010). Neste
estudo, podemos observar a comprovagao dessa teoria ja que a Xavante obteve o
melhor desempenho nas analises e € uma cultivar sem espinho, diferente das outras
duas cultivares analisadas. Pantelidis e colaboradores (2007), também encontraram
atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais inferiores para cultivares
com espinhos quando comparadas a cultivares sem espinhos. (PANTELIDIS et al.,
2007)

4.3 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ULTRA EFICIENCIA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS DO TIPO QUADRUPOLO
TEMPO DE VOO (CLUE-QTOF-EM)

A anadlise por CLUE-QTOF-EM foi realizada visando uma possivel
identificacdo dos compostos presentes nos extratos o que poderia ajudar explicar as
diferengas quanto ao potencial antioxidante nos diferentes extratos

A Figura 8 apresenta os cromatogramas obtidos através da técnica de CLUE-
QTOF-EM dos extratos das cultivares Tupy, Guarani e Xavante em acetona/agua
(70/30) no modo de ionizagao negativo e positivo.

Embora muitos picos tenham apresentado baixa resolugcao devido a coeluigao
de antocianinas (entre 4 e 6 minutos), a analise por espectrometria de massas CLUE-

EM e CLUE-EM/EM possibilitou a identificacao e a diferenciagcao entre estes.
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FIGURA 8 - CROMATOGRAMAS EM MODO DE IONIZACAO POSITIVO E NEGATIVO DE
EXTRATOS CETONICOS DE AMORA-PRETA CULTIVARES TUPY, XAVANTE E

GUARANI
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FONTE: O autor (2019)

LEGENDA: A — Cromatograma em modo de ionizagdo negativo cultivar Tupy. B — Cromatograma em
modo de ionizagdo negativo cultivar Xavante. C — Cromatograma em modo de ionizacdo negativo
cultivar Guarani. D — Cromatograma em modo de ionizagdo positivo extrato cultivar Tupy. E —
Cromatograma em modo de ionizagao positivo extrato cultivar Xavante. F — Cromatograma em modo

de ionizagao positivo extrato cultivar Guarani.
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A identificacdo dos picos foi realizada pela comparacdo dos compostos com
substancias padrdes. Entretanto para os compostos que nao havia disponibilidade de
padrao, foi feito a comparagcao com dados da literatura e a tentativa de identificagao
através da exatiddo de massas, considerando satisfatério valores de erro de massa
inferiores a 5 ppm, com subsequente fragmentagcdo dos ions positivos e negativos
predominantes no modo EM/EM. Os dados espectrométricos dos compostos
presentes nos extratos sdo mostrados nas tabelas 4 e 5 para os solventes extratores
acetona/agua (70/30) e etanol/HCI 0,01% e nos anexos 1 e 2 para o solvente extrator
etanol/agua (70/70).

Os compostos 33, 37, 38, e 39 (Tabela 5 e Anexo 2), foram caracterizados
como derivados de cianidina, por apresentarem como fragmento no modo MS/MS a
massa 287 correspondente a cianidina aglicona. Os compostos 34 e 35 apresentaram
m/z de 535,1088 e 595,1663 que sao caracteristicos da cianidina malonil hexosideo e
a cianidina hexosil deoxihexosil, respectivamente. Ambos o0s compostos
apresentaram como fragmentos a m/z 287 (cianidina) e 449 (cianidina com hexose).
A identificacdo destes compostos nestes extratos estda em concordancia com os dados
obtidos por Dai e colaboradores (2009), que relataram que trés cultivares de amora-
preta possuiam os mesmos perfis cromatograficos para antocianinas, sendo que a
cianidina-3-glicosideo (cianidina hexosideo) foi a mais prevalente. (DAI et al., 2009;
GARZON; RIEDL; SCHWARTZ, 2009; TUMBAS SAPONJAC et al., 2014).

Esses achados também s&o semelhantes aos presentes em 18 variedades
diferentes de amoreira dos Estados Unidos, México, Chile, Franca e Macedbnia,
conforme relatado por Fan-Chiang e Wolverdst (2005). Cianidina 3-glicosideo e
cianidina 3-rutinosideo (cianidina hexosil deoxihexosil) foram estabelecidos como
principais antocianinas naquelas variedades com cianidina 3-glicosideo
representando entre 43% e 95% da area total do pico e cianidina 3-rutinosideo

variando de traco até 53%.
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Amoras-pretas possuem quantidades apreciaveis de flavondis encontrados
exclusivamente na parte da drupete e ocorrem principalmente na forma glicosilada.
Trés derivados de kaempferol (compostos 18, 19 e 20) foram identificados com hexosil
deoxihexosil, acetilhexosideo e glucuronideo com m/z 593,1506; 489, 1033; e 447,
928, respectivamente. Ambos os compostos apresentam como fragmento em comum
o m/z 285,0396 que corresponde ao kaempferol. Além disso, o composto 18
apresenta, além da perda de 308 (da porgao ramnoglicosidica), o fragmento 447,0910
que corresponde a kaempferol hexosideo. A ocorréncia de kaempferol ndo é
consistente para todos os gendtipos de amoreira, provavelmente devido a diferencas
genéticas, mas para as trés cultivares aqui testadas ele esteve presente.
(GASPEROTTI et al., 2010; SIRIWOHARN et al., 2004).

Com relacdo a composicdo de taninos, foram encontrados taninos
predominantemente  hidrolisaveis (elagitaninos), e taninos condensados
(procianidinas). Trés elagitaninos foram identificados nos extratos de amora:
casuarinina elagitanino hexosideo (composto 9), lambertianina C (composto 21) e
sanguina H-6 (composto 30). A massa molecular da lambertianina C é de 2805,9 Da
e de Sanguina H-6 é de 1870,1581. Ambas as massas sao superiores ao intervalo de
massas analisadas pelo QTOF. No entanto, o ion duplamente desprotonado foi
observado para ambos os compostos, m/z 1401,3730 e m/z 934,0712. Ainda, a
distribuicdo isotopica (0,5 m/z entre os picos) indicou que a massa real era duas vezes
o valor m/z observado. Esses compostos foram observados em outros estudos sobre
amora (HAGER et al., 2008). O padrao de fragmentagao observado para esses trés
compostos, m/z 633 e 300, é consistente com os achados da literatura, e
correspondem a galoil-HHDP-hexose e ao acido elagico. (HAGER et al., 2008;
MERTZ et al., 2007).

Os compostos 10 e 15 foram identificados como epicatequina e catequina,
respectivamente, pela comparagdao com o tempo de retencédo dos padrbes. Estudos
da literatura tem mostrado que a amora contém esses isdbmeros. (MAATTA; KAMAL-
ELDIN; TORRONEN, 2003; MERTZ et al., 2007b; YONG; KWOKEI; YANG, 1993). O
composto 13 foi identificado como diidromiricetina ramnosideo, estando de acordo
com dados da literatura que ja relataram a sua presenga no extrato de amora.
(KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012).

Os compostos 41, 42 e 43 com m/z de 611,1612; 435,0928 e 465,1033 foram
identificados como derivados da delfinidina por apresentarem como fragmento no
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modo MS/MS o m/z 303 (delfinidina aglicona), e pelas perdas caracteristicas de
rutinosideo (308), pentosideo (132) e hexose (162). (KAUME; HOWARD;
DEVAREDDY, 2012). A delfinidina ja foi relatada por exercer um efeito inibidor potente
sobre danos cutaneos dependentes de UVB, em comparacdo com outros compostos
de antocianidina. (AFAQ et al., 2007).

Nos extratos da amora, quercetina-pentosideo (ion com m/z de 433,0771),
quercetina-hexosideo (m/z 463,0877), quercetina-glucuronideo (m/z 477,0669),
deoxihexose quercetina (m/z 609,1455), quercetina-glucose-acetato (m/z 505,0982)
e quercetina malonil-glucosideo, foram identificados através do seu fragmento 301,
pela exatiddo de massas e também pela comparacdo com dados na literatura.
(HAGER et al., 2008; KAUME; HOWARD; DEVAREDDY, 2012; SEERAM et al., 2006).

Uma flavona foi detectada nos extratos de amora: luteolina-hexosideo (m/z
461,0720), apresentando como fragmento a luteolina sem o agucar (m/z 285). Esse
fragmento foi diferenciado do kaempferol por comparagdo com os dados de
espectrometria de massa e pelos fragmentos caracteristicos (m/z 175, 151 e 133),
além disso os dados do kaempferol foram comparados com a cromatografia de um
padrao de referéncia deste composto. (LI et al., 2016).

Os acidos fendlicos na amora sao principalmente acidos hidroxibenzodicos e
acidos hidroxicinamicos. Esses acidos aparecem tanto na sua forma livre quanto em
sua forma conjugada de ésteres e glicosideos (como o composto 44). Os acidos
hidroxibenzdicos incluem o acido hidrobenzdico (composto 4), o acido protocatecuico
(composto 6) e acido elagico (composto 14), sendo este confirmado por padrao de
referéncia. O acido protocatecuico foi caracterizado devido a presenga do fragmento
m/z 109,0307 [M-CO2-HJ .

O acido cafeico (composto 32), cumarico (composto 3) e ferulico (composto 16)
sdo acidos hidroxicindmicos encontrados nas amoras também nas formas livre, éster
e glicosidica. Esses acidos desempenham papéis importantes na resisténcia de
plantas a patdgenos e herbivoros. Além disso eles demonstram ter efeitos benéficos
sobre a saude humana apresentando propriedades antioxidantes, antimutagénicas,
antiproliferativas e antimicrobianas. Esses compostos também afetam as
propriedades organolépticas dos alimentos e a estabilidade oxidativa de produtos

alimenticios. (Aziz, Farag, Mousa e Abo-Zaid, 1998).
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4.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE UTILIZANDO CULTURAS DE CELULAS DE
FIBROBLASTOS

O teste de MTT, segundo Bhatia (2008), € um método rapido para avaliar
muitos compostos bioativos com potencialidade no uso clinico. A escolha de
fibroblastos da linhagem NIH-3T3 justifica-se por este ser o principal componente
celular dos tecidos e é a linhagem celular normalmente usada para estudos de
citotoxicidade. (BHATIA; YETTER, 2008).

Considerando que os extratos preparados com acetona/agua (70/30)
obtiveram os melhores resultados para as analises anteriores, a viabilidade celular
dos fibroblastos foi avaliada com as trés cultivares apenas para este solvente extrator.
Os resultados deste teste sdo mostrados nas Figuras 9 e 10. Pode-se observar que
os extratos nado induziram a morte de fibroblastos 3T3 e que nao afetou a sua
proliferagdo, até mesmo na maior concentragao utilizada (300 pg/ml). Isso mostra que
os extratos das trés cultivares nas concentracdes testadas nao sao toxicas paras as
células testadas. O que € um bom progndstico considerando o uso pretendido para

estes extratos

FIGURA 9 — AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DOS EXTRATOS DE AMORA-PRETA
TUPY, GUARANI E XAVANTE EM NIH3T3 POR 24 HORAS.
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FONTE: O autor (2019)
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FIGURA 10 — AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DOS EXTRATOS DE AMORA-
PRETA TUPY, GUARANI E XAVANTE EM NIH3T3 POR 48 HORAS.
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FONTE: O autor (2019)

4.5 CARACTERIZACAO DOS NIOSSOMAS

Considerando que o extrato da cultivar Xavante preparado com acetona/agua
(70/30) apresentou os melhores resultados para as analises anteriores, este foi o

escolhido para a encapsulagao
4.5.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourie

As matérias-primas utilizadas no preparo dos niossomas foram identificadas
por IVTF. Os espectros obtidos para o colesterol, cloroférmio, Span 80®, extrato seco
cetbnico da cultivar Xavante e também para niossomas controle (sem extrato) e
niossomas com extrato sdo mostrados na Figura 11.

O espectro do colesterol apresentou dois picos caracteristicos em 2830 e
2935 cm', que correspondem as vibragbes dos hidrocarbonetos ciclicos e as
vibracdes de estiramento dos grupos CH. O cloroférmio apresentou bandas na regiao
de 3000 cm™"e 1215 cm™ referentes ao estiramento e deformacgdes das ligagées C-H
e as bandas na regido de 750 cm™ as ligagdes C-H e C-Cls. Para o Span 80®, as
bandas de absor¢do em 2950 e 2.800 cm™' sdo atribuidas ao estiramento C-H do
grupo metileno e bandas intensas proximas a regido de 1700 cm™' que se referem a

vibragéo do grupo carbonila.



57

Absorgdes caracteristicas que estdo presentes no extrato ceténico (de amora-
preta cultivar Xavante) sdo também observadas nos niossomas contendo o extrato, e
nao sao observadas nos niossomas controle. Isto € uma evidéncia de que o extrato
foi encapsulado. As bandas caracteristicas observadas no espectro do cloroférmio
(3000 cm™ e 1215 cm™), ndo foram observadas no espectro dos niossomas, isto é
uma evidéncia de que este solvente pode ter sido removido totalmente, ou esta em

quantidades nao detectaveis.

FIGURA 11 — ESPECTROS DE IVTF DOS MATERIAIS DE PARTIDA UTILIZADOS NA
PRODUCAO DE VESICULAS E DOS NIOSSOMAS OBTIDOS
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LEGENDA: (NE) Niossomas de extrato de amora-preta; (NC) Niossomas Controle.
FONTE: O autor, (2019)

4.5.2 Analise por microscopia Optica

Os niossomas foram analisados por microscopia e os resultados séao
apresentados nas Figuras 12 a 15. Pelas imagens obtidas por microscopia éptica pode
se observar que os niossomas controle (Figura 12) mostraram-se esféricos e bem

dispersos enquanto os niossomas contendo o extrato (Figura 13) encontram-se
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aglomerados. A aglomeracdo pode ter ocorrido devido a presenga de cargas na
estrutura devido a incorporacdo do extrato. No entanto, quando se observa as
imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (Figura 14) e por microscopia
eletrénica de transmissao (Figura 15) os niossomas contendo extrato de amora nao

se mostraram aglomerados.

FIGURA 12 — IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA OPTICA DOS NIOSSOMAS
CONTROLE PRODUZIDOS.

FONTE: O autor, (2019).

FIGURA 13 — IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA OPTICA DOS NIOSSOMAS DE
EXTRATO DE AMORA-PRETA PRODUZIDOS.

FONTE: O autor, (2019).
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FIGURA 14 — IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
DOS NIOSSOMAS DE EXTRATO DE AMORA PRODUZIDOS.

SEM HV: 15.0 kV WD: .19 mm 1 VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx Det: SE 1pm
View field: §.54 ym | Date(m/dly). 03/08/19 CME-UFPR

FONTE: O autor, (2019)

FIGURA 15 — IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
DOS NIOSSOMAS DE EXTRATO DE AMORA PRODUZIDOS

R o i m o2 Ry

FONTE: O autor, (2019)

4.5.3 Determinagao do Didametro Hidrodinamico e do Potencial Zeta

Os niossomas controle (Figura 16) apresentaram diametro hidrodinamico
meédio de 220 nm, com indice de polidisperséo igual a 0,453. Portanto, o sistema
mostrou-se polidisperso quanto ao tamanho, niossomas com diametros diferentes.
Uma parte, a predominante, apresentou diametro médio de 224 nm, enquanto outra

parte, em menor quantidade, apresentou diametro médio de 4074 nm.



60

O potencial zeta € uma medida do potencial elétrico no plano hidrodinamico de
cisalhamento. Quanto maior o valor obtido, em mddulo, maior € a estabilidade da
formulagdo, sendo consideradas estaveis dispersdes com valores de potencial zeta
superiores a |30 mV|. O valor de potencial zeta obtido para a dispersao de niossomas
controle foi igual a -45,7 mV (Figura 17). Com esse valor, a agregagao das vesiculas
€ impedida. (COVIELLO et al., 2015). O valor negativo indica carga negativa na
superficie dos niossomas e provavelmente é referente a carga negativa do colesterol.
(Kopermsubet al., 2011; Manosroi, Khanrin, Lohcharoenkal, Wener e Goétz, 2010;
Pham et al., 2012).

FIGURA 16 — DIAMETROS HIDRODINAMICOS DOS NIOSSOMAS CONTROLE OBTIDOS
POR ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS).
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FIGURA 17 — POTENCIAL ZETA DOS NIOSSOMAS CONTROLE OBTIDOS POR
MOBILIDADE ELETROFORETICA.
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Os niossomas de extrato de amora (Figura 18) apresentaram diametro
hidrodinamico médio de 578 nm, com indice de polidisperséo igual a 0,999. Este valor
de indice de polidispersao representa uma dispersao polidispersa. Podem ser vistas
trés populacodes distintas com didmetros médio de 10; 267 e 5553 nm. O valor de 5553
nm pode ser atribuido a agregagédo dos niossomas, observada na microscopia optica
(Figura 13). Como o extrato de amora-preta possui compostos variados entre eles
agucares, segundo Roy e colaboradores, a presencga dessas moléculas na bicamada
lipidica faz com que os grupos polares sejam separados e, como resultado, a area
lateral € aumentada ou seja, 0os niossomas aumentam seu diametro médio, por isso a

diferenca de tamanho em relagéo aos niossomas controle.

FIGURA 18 — DIAMETROS HIDRODINAMICOS DOS NIOSSOMAS DE EXTRATO DE AMORA
OBTIDOS POR ESPALHAMENTO DE LUZ DINAMICO (DLS).
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O valor de potencial zeta encontrado para a dispersao de niossomas contendo
extrato cetdnico foi igual a -27,1 mV (Figura 19). Apesar da agregacao observada na
microscopia 6ptica (Figura 13), o valor de potencial zeta obtido encontra-se préximo
do valor que representa estabilidade, fornecendo repulsao eletrostatica suficiente para

evitar a agregagao das vesiculas.
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FIGURA 19 — POTENCIAL ZETA DOS NIOSSOMAS DE EXTRATO DE AMORA OBTIDOS
POR MOBILIDADE ELETROFORETICA.

00000 - cr - v rr s S S S :

SOO000F- o E ..................... E ...................... E ...................... ;

Tatal Cournts

AO0000F- oo E .................... E ...................... E ...................... E

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (m\)

FONTE: O autor (2019)

4.5.4 |dentificacado e confirmacgao da presenga de compostos fendlicos nos

niossomas

O extrato cetbnico da amora-preta cultivar Xavantes e os niossomas contendo
o extrato foram analisados por CLUE-QTOF-EM. Para a comprovagdo da
incorporagdo do extrato nos niossomas monitorou-se a presenca do flavonoide
quercetina no espectro dos niossomas contendo extrato incorporado, tendo em vista
que este flavonoide tinha sido previamente identificado no extrato que foi utilizado para
a incorporagado. Como pode ser observado na Figura 20, na analise dos niossomas
foram identificados compostos fendlicos majoritarios como por exemplo, a m/z

301,035 referente a quercetina.
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FIGURA 20 — CROMATOGRAMAS DA QUERCETINA NO EXTRATO CETONICO DA AMORA-
PRETA CULTIVAR XAVANTE (A) E DOS NIOSSOMAS (B).
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4.5.5Eficiéncia de Encapsulagao

A eficiéncia de encapsulagao dos niossomas representa a capacidade dessas
vesiculas em carregar ativos. Esta capacidade é depende principalmente do tipo de
surfactante utilizado, do método de obtengao e da presenga de outros agentes usados
na formulagéo, como o colesterol neste caso. Relata-se que a taxa de eficiéncia de
encapsulamento para o método de hidratacdo de filme lipidico € normalmente
encontrada na faixa de 10% ~ 40%. (DAN, 2017).

O calculo da eficiéncia da encapsulacao foi realizado através da quantificacao
de compostos fendlicos totais pelo reagente de Folin-Ciocalteu. Foram determinados
os fendis totais na porcao do extrato antes do processo de encapsulagdo nos
niossomas e o teor de fendis totais no sobrenadante, cuja diferenga indica o quanto
de extrato foi encapsulado. No sobrenadante encontrou-se 76,4% de compostos
fendlicos totais. Considerando que o teor de fenol total no extrato é de 100%, pode-se
concluir que a eficiéncia de encapsulacao foi de 23,6%.

Quando quantificado o teor de fendis totais incorporado, direto nos niossomas,
o teor encontrado foi de 24,9%, valor este coerente com o encontrado pela
quantificacao indireta. Esses valores estao dentro da faixa normalmente encontrada
para eficiéncia de encapsulacdo em vesiculas obtidas pela técnica de hidratagao de

filme lipidico.

5 CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados obtidos indicam que o extrato acetona/agua (70/30), de amora-
preta cultivar Xavante apresentou maior teor de compostos fendlicos totais e também
maior atividade antioxidante que provavelmente esteja relacionada ao teor de
compostos fendlicos. A analise do extrato desta cultivar por espectrometria de massas
possibilitou também a identificacdo de 45 compostos.

Embora a cultivar Tupy tenha apresentado o maior rendimento nas extracoes
com os diferentes extratores, foi a cultivar Xavante a que apresentou maior
composi¢cao qualitativa, compostos diferentes extraidos. Uma possivel explicagéo
para o maior rendimento em compostos fendlicos nos frutos da cultivar Xavantes € o
fato desta cultivar ndo possuir espinho em suas hastes, e cultivares sem espinho em

geral produzem um maior numero de compostos oriundos do metabolismo secundario,
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resultando em uma maior atividade antioxidante e maior quantidade de compostos
fendlicos totais. O ensaio de citotoxicidade em fibroblastos 3T3 mostrou que extratos
na concentragao de até 300 pg/ml, ndo mostraram toxicidade, porém novos ensaios
com concentragcdes maiores devem ser realizados.

Os extratos cetbnicos da cultivar Xavantes foi também o que apresentou maior
atividade antioxidante, porém o seu potencial antioxidante foi inferior ao do BHT isto
pode ser explicado pelo fato deste ser uma substancia pura. Considerando que a
utilizacdo de substancias sintéticas como o BHT, ja estdo proibidos na Europa e
Estados Unidos e no Brasil seu uso tem restricdes, a substituicdo de antioxidantes
sintéticos por produtos naturais, pode ser uma alternativa promissora na produgao de
produtos cosméticos, alimenticios entre outros visando melhor qualidade e produtos
mais seguros para a saude.

De acordo com os resultados de atividade antioxidante, composicao de fendis
totais e de citotoxicidade a cultivar Xavante é a que apresenta o maior potencial para
ser utilizado com um ativo cosmético. Este foi o fator que motivou a sua escolha de
seu extrato para se realizar a encapsulacdo em niossomas. Considerando que ativos
naturais sdo em geral instaveis, podendo sofrer reagées que levam a diminuigao ou
perda das suas propriedades e até mesmo a sua degradacgéo, a encapsulagao por
meio de sistemas vesiculares € uma alternativa atraente e relativamente barata que
pode contornar esses problemas. Os niossomas que foram produzidos com o extrato
cetbnico da fruta amora-preta da cultivar xavante, mostrou um bom desempenho e
boa eficiéncia de encapsulagcdo, coerente com o esperado para este tipo de
niossomas, que as vesiculas formadas apresentaram estabilidade. Isto indica que
este tipo de niossomas podem ser considerados um sistema promissor de
administracao de ativos com potencial para melhorar a absor¢céo na pele. Deve se
considerar também o potencial do efeito antioxidantes dos polifendis, que tem acao
antienvelhecimento e protetor contra radiacdo UV.

Neste contexto, sugere-se, para trabalhos futuros, a realizacao de estudos de
estabilidade, seguranca e eficacia dos niossomas de extrato de amora-preta cultivar

Xavante para incorporagdo em uma formulagdo cosmética.
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