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RESUMO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) ¢ uma planta que vem ganhando destaque pela
comunidade cientifica por apresentar diversas propriedades farmacoldgicas decorrentes da
presenca de compostos bioativos, como acdo antibidtica, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antioxidante e também agdo antitumoral. Apesar das potencialidades dos compostos bioativos,
estes por sua vez sdo susceptiveis a agentes externos, assim, a encapsulagdo surge como
alternativa para a protecao destes compostos contra o estresse ambiental e a degradacgao
quimica, além de aumentar a estabilidade e a biodisponibilidade durante um certo periodo.
Dentre os sistemas de nanocarregadores, os lipossomas tém maior relevancia devido a sua
estrutura, composta por fosfolipidios que possuem uma regido polar e outra apolar, as quais,
quando em meio aquoso, se auto organizam formando vesiculas que possibilitam a
encapsulacdo de compostos hidrofobicos e, principalmente, ndo apresentam toxidade para o
organismo. Tendo em vista o potencial farmacoldgico do extrato de gengibre, o presente
trabalho teve como objetivo a otimizagdo da extragdo dos compostos bioativos e a avaliagdo da
extragdo através dos ensaios DPPH, ABTS e habilidade quelante de ferro (II), com o melhor
extrato (preparado a 60°C por 12 h) determinou-se os pardmetros cinéticos para as reacdes do
DPPH e ABTS, em que as ordens de reacdo foram de 4 e 5, respectivamente, com a energia de
ativacdo variando entre 38,6 e 43,0 kJ mol™'. A caracteriza¢io do melhor extrato foi realizada
através dos testes de TGA/DTA, DSC e espectrometria de massas, a avaliacdo do potencial
bioldgico pela agdo antitumoral e inibicdo da enzima acetilcoinesterase (AChE) e a producao
dos lipossomas feita com lecitina de soja pelo método de injecdo de etanol, com diferentes
proporcdes do extrato. A avaliagdo fisico-quimica dos lipossomas se deu a partir de didmetro
hidrodindmico, Potencial zeta e eficiéncia de encapsulagdo. Pelas andlises térmicas, observou-
se que o gengibre possui baixa resisténcia, com degradacao a partir de aproximadamente 40 °C.
Em relagdo aos testes com a enzima AChE, o extrato ndo apresentou resposta em termos de
acdo inibitéria, entretanto, se mostrou atdxica, caracteristica que permite aplicagdo para
tratamento em células. Apresentou efeito antitumoral a partir da administracdo de 200 ug mL!
de extrato livre. Os resultados das andlises de tamanho de particula mostraram que os
lipossomas produzidos possuem baixos valores de polidispersidade, com didmetro
hidrodindmico de na faixa de 139,50 até 168,15 nm de 10 até 30% do extrato encapsulado,
respectivamente, € o potencial zeta variou de -29,9 a -36,0 mV, esses resultados possibilitam a
aplicacdo farmacéutica e/ou alimenticia dos lipossomas. Pelo teste de eficiéncia de
encapsulacdo, ndo se observou diferenga significativa entre os lipossomas produzidos com 20
e 30% do extrato de gengibre.

Palavras-chaves: Antioxidante, aplicacao farmacéutica, sistemas nanoparticulados, lecitina
de soja, acetilcolinesterase e antitumoral.



ABSTRACT

Ginger (Zingiber officinale Roscoe) is a plant that has gained prominence by the scientific
community for presenting several pharmacological properties resulting from the presence of
bioactive compounds, such as antibiotic, anti-inflammatory, antimicrobial, antioxidant and also
antitumor action. Despite the potential of bioactive compounds, these in turn are susceptible to
external agents, thus, encapsulation appears as an alternative to protect these compounds against
environmental stress and chemical degradation, in addition to increasing stability and
bioavailability for a certain period. . Among the nanocarrier systems, liposomes have greater
relevance due to their structure, consisting of phospholipids that have a polar and a nonpolar
region, which, when in an aqueous medium, self-organize forming vesicles that enable the
encapsulation of hydrophobic compounds and, mainly, they do not present toxicity to the
organism. In view of the pharmacological potential of ginger extract, this work aimed to
optimize the extraction of bioactive compounds and the evaluation of the extraction through the
DPPH, ABTS and iron (IT) chelating ability tests, with the best extract (prepared at 60°C for 12
h) the kinetic parameters for the DPPH and ABTS reactions were determined, in which the
reaction orders were 4 and 5, respectively, with the activation energy varying between 38.6 and
43.0 kJ mol-1. The characterization of the best extract was performed using TGA/DTA, DSC
and mass spectrometry tests, the evaluation of the biological potential by the antitumor action
and inhibition of the enzyme acetylchoinesterase (AChE) and the production of liposomes made
with soy lecithin by the method of ethanol injection, with different proportions of the extract.
The physicochemical evaluation of liposomes was based on hydrodynamic diameter, zeta
potential and encapsulation efficiency. By thermal analysis, it was observed that ginger has low
resistance, with degradation from approximately 40 °C. Regarding the tests with the AChE
enzyme, the extract did not show a response in terms of inhibitory action, however, it was
shown to be non-toxic, a characteristic that allows application for treatment in cells. It showed
an antitumor effect from the administration of 200 pg mL-1 of free extract. The results of the
particle size analysis showed that the liposomes produced have low polydispersity values, with
a hydrodynamic diameter ranging from 139.50 to 168.15 nm from 10 to 30% of the
encapsulated extract, respectively, and the zeta potential varied from -29.9 to -36.0 mV, these
results enable the pharmaceutical and/or food application of liposomes. By the encapsulation
efficiency test, no significant difference was observed between liposomes produced with 20
and 30% of ginger extract.

Keywords: Antioxidant, pharmaceutical application, nanoparticulate systems, soy lecithin,
acetylcholinesterase and antitumor.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais de origem vegetal para obtengdo de extratos ¢ uma
pratica de grande interesse industrial e realizada desde a antiguidade pela populacdao, com o
intuito de curar, prevenir e tratar doengas (RAMfREZ-GODfNEZ et al., 2017; ZAID et al.,
2017). O conhecimento sobre medicina tradicional desses povos, torna-se de grande
importancia quando se trata do desenvolvimento de produtos naturais com fins terapéuticos
(WEN et al., 2017).

Entre as diversas plantas utilizadas em terapias alternativas, o gengibre (Zingiber
officinale Roscoe) se destaca por apresentar diversas atividades farmacoldgicas, como a agao
anti-inflamatodria, antimicrobiana, bactericida e antioxidante (MAHOMOODALLY et al.,
2019; NILE; PARK, 2015). A atividade biologica do gengibre se da, devido aos compostos
bioativos presentes, como terpenos e compostos fendlicos, principalmente gingerdis, shogaols
e paradois (CAMARGO et al., 2019; PRASAD; TYAGI, 2015).

Esses compostos bioativos sdo substancias que apresentam beneficios nutricionais e
sdo formados por metabolitos secundarios, os quais podem apresentar propriedades
antioxidantes, citotdxicas, antivirais, analgésicas, sedativas, antibacterianas entre outras
(KUDANGA; NEMADZIVA; ROES-HILL, 2017). Entretanto, a producao desses metabdlitos
pode sofrer influéncia de fatores ambientais, como grau de maturagdo, temperatura, radiagdes,
disponibilidade hidrica, composi¢cdo do solo e localizagdo geografica (CUTLER; CUTLER,
2000; GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Estudos epidemiologicos t€m associado o consumo regular de vegetais e frutas com a
redugdo de certas doengas, entre elas, tipos diferentes de cancer, doengas cardiovasculares e
doencas neurodegenerativas, devido a presenga de compostos bioativos em suas estruturas
(HASHEMZAEI et al., 2017; LANZETTI et al., 2012; LIU, 2004; SARKAR et al., 2017). Ha
indicios de que os responsaveis pela acdo protetora sao os compostos fitoquimicos, que agem
de forma a reduzir o estresse oxidativo no organismo, assim, a comunidade cientifica tem
aumentado seu interesse na caracterizagdo destes compostos, entre eles, os compostos fendlicos
(RIBEIRO et al., 2019).

Os compostos bioativos podem ter origem vegetal ou animal, com isso, a técnica de
extracao deve ser aplicada conforme a matriz a ser estudada (CUNHA et al., 2016). Dentre as
técnicas existentes para a extragdo de tais compostos, a extragdo com solvente organico tem
sido a mais empregada, principalmente quando o intuito ¢ a obten¢do de compostos fenolicos

(FERREIRA, 2020).
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Classificada como uma técnica simples e de facil aplicacdo, a extragdo com solvente
organico deve passar por um estudo prévio a fim de se obter as melhores condi¢des de processo,
uma vez que, a composicao quimica, em consequéncia a polaridade dos compostos presentes
em vegetais pode variar frente a diferentes fatores como por exemplo a condicao de plantio,
clima e altitude, sendo que essas condigdes podem influenciar de maneiras diferentes uma
mesma espécie de vegetal (DAL; MUMPER, 2010; MAKANJUOLA, 2017; NAWAZ; SHAD;
RAUF, 2018).

Apesar das potencialidades dos compostos bioativos, sabe-se que estes sao
extremamente instaveis a temperaturas elevadas, assim como na presenca de luz e de oxigénio.
Considerando a susceptibilidade desses compostos frente a agentes externos, a encapsulagao
ganha o interesse dos pesquisadores, pois ¢ uma técnica que permite prolongar o tempo de vida
util protegendo contra a agdo de agentes externos e liberar controladamente os compostos de
interesse (DEVI et al., 2017; HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010).

As nanoparticulas podem ser produzidas a partir de materiais sintéticos como silica,
metais e também provenientes de fontes naturais como quitosana, zeina, alginato, genipina,
lecitina de soja, whey protein (BAMRUNGSAP et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2019;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Um outro sistema de liberacdo controlada sdo os
lipossomas, que ganham destaque por apresentar vantagens como a biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa toxicidade, melhoram a acdo do composto bioativo encapsulado e
também permitem a formacao de diversos didmetros de nanoparticulas, conforme a aplicacao
desejada (AKBARZADEH et al., 2013; CAVALCANTI et al., 2011; WILLIAM et al., 2020).

Lipossomas sdo estruturas formadas por fosfolipidios que se estruturam em bicamadas
formando vesiculas, uni ou multilamelares. Esse arranjo possibilita a encapsulacdo de
compostos ativos hidrofilicos ou hidrofobicos para posterior aplicagdo em sistemas biologicos
(JOHNSEN; MOOS, 2016; PATIL; JADHAV, 2014; WILLIAM et al., 2020).

Considerando o que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo o estudo e a
otimizagdo da extragdo de compostos ANTIOXIDANTES presentes no gengibre, variando
temperatura e tempo de extracdo utilizando como solvente etanol:dgua 70:30 (v/v) e a

encapsulacdo em lipossomas para posterior realizagdo de testes de atividade biologica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  PRODUTOS NATURAIS E SEUS COMPOSTOS BIOATIVOS

O conhecimento popular sobre a utilizacdo e eficacia de plantas medicinais contribuem
de forma significativa para a pesquisa cientifica sobre as propriedades terapéuticas dos produtos
naturais, pois apresentam efeitos medicinais que podem diminuir ou curar doengas por meio da
composicdo quimica dos seus extratos, que, de forma eficaz e menos agressiva do que
medicamentos convencionais, apresentam menor custo de processamento (CARDOSO;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2019; LI et al., 2020).

Devido a vasta aplicabilidade de plantas na medicina, se faz importante a realizagao
de pesquisas para identificar as substancias bioativas ali presentes para correta introdugdo nos
tratamentos terapéuticos visando melhores resultados (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
RIBEIRO et al., 2019; SHISHIR et al., 2018).

Além de substancias essenciais para a nutrigdo humana como os minerais e vitaminas,
as plantas produzem metaboélitos primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios estao
diretamente relacionados com o processo fisiologico e desenvolvimento, por exemplo os
carboidratos, proteinas, lipidios e &cidos nucleicos, que sdo sintetizadas por vias de glicose e
ciclo de Krebs, ou seja, processos que geram energia (GURBUZ et al., 2018; REZENDE et al.,
2016).

J& os metabolitos secundarios sdo derivados dos metabolitos primarios e apesar de ser
dispensaveis nas func¢des basicas das plantas, € neste processo que sdo produzidos os compostos
bioativos que possuem acao de defesa contra micro-organismos, ANTIOXIDANTES e também
com acdo antiviral (GURBUZ et al., 2018; OLIVEIRA, 2018).

A sintese e concentracdo dos compostos bioativos provenientes dos metabolitos
secundarios ¢ diversificada e pode variar conforme o tipo de célula, desenvolvimento e
maturidade da planta, vegetal ou animal e além das praticas de cultivo e condigdes climéticas,
e com isso podem apresentar propriedades medicinais diferentes caracterizando sua
individualidade mesmo dentro de uma familia, género e espécie (FERREIRA, 2020; LI,
YANQUN et al., 2020; REZENDE et al., 2016).
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2.2  EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Matrizes vegetais possuem composi¢do quimica e fisica complexa, afetando
diretamente na extracdo de compostos bioativos, tornando-se a principal fonte de erros
experimentais (PINELA et al., 2016; RORIZ et al., 2017). Assim, a extracdo ¢ uma etapa
essencial e por isso tem sido objeto de muitos estudos e, apesar de apresentar intimeras
condigdes de extragdo relatadas na literatura, ainda nao existe um método padrao de extragao
(BUCIC-KOJIC et al., 2011; CRAVOTTO et al., 2018).

Juntamente com a otimizagdo do processo de extragdo, envolvendo diferentes
variaveis, buscam-se técnicas que apresentem baixo custo, baixo impacto ambiental e alta
eficiéncia, como por exemplo extragdo por micro-ondas, extragdo por solvente, extragado
assistida por ultrassom, extragao assistida por enzima, extragao por fluido supercritico e assim
por diante (CHEN et al., 2019; EKEZIE; SUN; CHENG, 2017; PINELA et al., 2016; RORIZ
etal.,2017).

O método e as condigdes de extragao podem afetar as propriedades fisico-quimicas, a
qualidade e concentragdo dos compostos bioativos (CHEN et al.,, 2019; PASRIJA;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; SIVASOTHY et al., 2011).

Apesar do grande numero de pesquisas que aplicam técnicas com maior
desenvolvimento tecnoldgico de extracdo, técnicas convencionais ainda sdo abordadas pois
além de apresentarem baixo custo, possibilitam a mistura de solventes, garantindo uma melhor
obtencado de tais compostos (MUNEKATA et al., 2020; RAJAN et al., 2020).

A extragdo com solventes organicos ¢ usualmente utilizada para a extracdo dos
compostos bioativos, sendo que o rendimento da extragdo e atividade antioxidante dos extratos
dependem do tipo de solvente, devido as diferentes composi¢cdes dos antioxidantes e,
consequentemente, sua polaridade (ANDREQO; JORGE, 2006; JULKUNEN-TIITTO, 1985;
MARINOVA; YANISHLIEVA, 1997). Com isso, a escolha do solvente ¢ determinante na
extracdo, uma vez que ¢ constatado que a polaridade do solvente afeta a eficiéncia da extragao,
principalmente dos compostos fendlicos presentes em matrizes alimentares (GONZALEZ-
MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 2010; MARUENDA et al., 2013; SHUI; LEONG,
2006). Rogez et al. (2011), relatam que os compostos fendlicos estdo dissolvidos nos vactiolos
celulares das plantas e sdo facilmente extraidos por meio de solventes organicos.

Os solventes mais empregados para a extracdo dos compostos bioativos,
principalmente os compostos fenolicos, em matrizes vegetais sao dgua e etanol (BONFIGLI et

al.,2017; CALDAS et al., 2018; SHUKLA; GOUD; DAS, 2019).
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A mistura de solventes com diferentes polaridades resulta em uma extra¢ao mais eficaz
quando comparada com o uso de um Unico solvente, devido a diferen¢a da composi¢ao quimica
dos compostos a serem extraidos (NAWAZ; SHAD; RAUF, 2018; TANWEER et al., 2020).

Além do solvente, outros parametros podem influenciar na extragdo de compostos
bioativos, incluindo o tempo de extragdo, temperatura, pH, a relagdo solvente-amostra, bem
como a granulometria (CHENG et al., 2012; KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013;
MAKANJUOLA, 2017; NACZK; SHAHIDI, 2006).

O tempo de extracao vai depender do método aplicado, pois curtos periodos podem
apresentar baixo rendimento ¢ em contrapartida, um maior tempo de processo pode elevar o
custo (CHENG et al., 2016; DOMINGUES et al., 2014).

O aumento da temperatura melhora a solubilidade e facilita a difusdo dos compostos
bioativos, entretanto, elevadas temperaturas podem causar a sua degradag¢do (KOU et al., 2018).
Um outro fator que pode influenciar a solubilidade é o pH, tendo em vista que compostos
hidrofilicos ou lipofilicos apresentam solubilidade diferente em cada faixa de pH (RECHARLA
etal.,2017).

A quantidade de solvente usado deve ser suficiente para garantir a extracdo dos
compostos bioativos, pois a propor¢do de solvente-amostra, influencia na concentracdo e
capacidade de obtencao destes compostos, onde o aumento da relagdo solvente-amostra pode
apresentar uma transferéncia de massa mais eficiente, desde que tenha uma boa agitacao
garantindo que todo o solvente entre em contato com a amostra (CALDAS et al., 2018;
JOVANOVIC et al., 2017).

A granulometria do material esta relacionada com a eficiéncia dos compostos obtidos,
visto que particulas pequenas favorecem a extragdo pois possibilitam uma melhor interacao da
matéria prima com o solvente (J OVANOVIC et al.,2017; REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN,
2017).

Sendo assim, torna-se indispensavel a avaliagdo da extragdo de compostos bioativos
em cada matriz, no qual estudos comparativos devem ser realizados, de forma individual, com
0 proposito de otimizar condigdes que resultem na extracdo de maior quantidade destes

compostos (GONZALEZ-MONTELONGO; LOBO; GONZALEZ, 201 0).

23 GENGIBRE

O gengibre (Figura 01), Zingiber officinale Roscoe, ¢ uma planta herbacea que

pertence a familia Zingiberaceae, a qual ¢ composta por cerca de 47 géneros e 1400 espécies



19

sendo que 150 espécies pertencem ao género Zingiber (BLANCO, 2015). Tem origem Asiatica
e hoje em dia tem seu cultivo difundido pelo mundo, principalmente em regides de clima

tropical (HANIADKA et al., 2013; SEMWAL et al., 2015; SOUZA et al., 2019).

Figura 01 — Imagens do gengibre - a) Planta herbacea e seu rizoma b) Rizoma de gengibre
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Fonte: a) Souza et al. (2019) e b) Autora (2020)

O gengibre ¢ uma planta perene de rizoma subterranea ramificada que pode chegar a
16 cm de comprimento 4 cm de largura e 2 cm de espessura. Sua coloragdo pode variar de
amarelo a castanha. Suas hastes chegam a 1,5 metros de altura, possui folhas lineares, alternadas
e lisas de coloragdo verde. Quando florida, apresenta flores grandes com coloracio variando de
amarela a verde (BACHMANN, 2016; SOUZA et al., 2019).

Considerada como uma especiaria de grande importancia, principalmente no ambito
terapéutico e na medicina tradicional, ¢ utilizado no tratamento de patologias como diabetes,
nauseas, doencgas gastricas, resfriados e at¢ mesmo no controle da obesidade (HASSAN et al.,
2016; MISAWA et al., 2015; SRINIVASAN, 2017).

Além de apresentar um elevado valor nutricional, o gengibre apresenta em sua
composi¢ao fitoquimica flavonoides e polifendis que lhe garantem agoes ANTIOXIDANTES,
anti-inflamatoria, antidiabéticas e anticancerigenas (AKBARI et al., 2017; WALLACE, 2016).

2.3.1 Compostos Bioativos do Gengibre
A composi¢cdo quimica do gengibre pode variar de acordo com o local de origem,

espécie e se analisados de forma fresca ou depois de seco (SHAHRAJABIAN; SUN; CHENG,

2019). Estudos anteriores sobre o gengibre, relatam a identificagdo de compostos bioativos, o
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que justifica suas propriedades terapéuticas, nos quais os principais grupos fitoquimicos
encontrados foram os compostos fendlicos, flavonoides, alcaloides, glicosideos, saponinas,
esterais, terpenos e taninos (DHANIK; ARYA; NAND, 2017).

Os compostos bioativos presentes no gengibre, podem ser divididos entre compostos
volateis e ndo volateis. Os compostos volateis (Figura 02), ou 6leos essenciais, contribuem para
0 seu aroma ¢ geralmente sdo encontrados em maiores propor¢des 0s compostos zingibereno,
curcumeno e farneseno, € em menores proporg¢des os compostos bisaboleno, sesquifelandreno,

cariofileno e zerumbona (AN et al., 2016; CHAGONDA; CHALCHAT, 2016).

Figura 02 — Compostos volateis do gengibre, (a) Zingibereno; (b) Curcumeno; (c) Farneseno;
(d) Bisaboleno (e) Sesquifelandreno, (f) Cariofileno e (g) Zerumbona.
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Fonte: Autora (2021)

Os compostos ndo volateis (Figura 03) sdo os responsaveis pelas agdes farmacolodgicas
do gengibre, destes os que apresentam maior propor¢do sdo os gingerdis, shogaol, zingerona e

paradol (LI et al., 2019).

Figura 03 — Compostos nao volateis do gengibre. a) 6, 8 ou 10 Gingerol, b) 6, 8 ou 10
Shogaol, ¢) Zingerona e d) Paradol.
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Fonte: Adaptado de Li et al. (2019)

Alguns destes compostos, por exemplo a zingerona, ndo sao identificados no gengibre

in natura, isso porque sdo produzidos a partir da aplicagdo de algum tratamento térmico
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(secagem e cozimento) exercido sobre ele (AN et al., 2016; PAN et al., 2019; RAHMANI,
SHABRMI; ALY, 2014).

2.4  APLICACAO DO EXTRATO DE GENGIBRE NA AREA FARMACEUTICA

2.4.1 Acdo Citotoxica do gengibre

O cancer refere-se a um tipo de doenca maligna, na qual observa-se o crescimento
desordenado das células. Devido ao rapido desenvolvimento, estas células se tornam de dificil
controle e apresentam como caracteristica a agressividade, ocasionando a formagao de tumores
que podem se espalhar por todo o organismo (INCA, 2020).

Em dados divulgados pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa do
desenvolvimento da doenga, entre homens e mulheres, foi de 685.960 casos para o ano de 2020.

A Figura 04, relaciona os 10 tipos de cancer com maior incidéncia no Brasil.

Figura 04 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2020 por sexo no Brasil.

Prostata 65.840 292% Mama feminina 66.280 29.7%
Cdlon e Reto 20540 9,1% Homens Mulheres Codlone Reto 20470 9.2%
Traqueia, Bronguio e Puiméo 17760 7.9% Colo do Otero 16710 7.5%
Estdmago 13360  5,9% Tragueia, Bronquio e Puimdo 12440  5,6%
Cavidade Oral 11.200 5,0% Glandula Tireoide 11.950 5,4%
Eséfago 8690 3,9% Estdmago 7870  35%
Bexiga 7.590 3.4% Ovario 6.650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do utero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2.6% Sistema Nervoso Central 5.230 2.3%

Fonte: INCA (2020)

Pesquisas relatam sobre a importancia da preven¢do e do tratamento precoce do
cancer, deixando em destaque a a¢ao benéfica dos compostos fitoquimicos para tal finalidade
(DIMARCO-CROOK; XIAO, 2015; MARU et al., 2016). Neste sentido, o gengibre, que ja
vem sendo usado na medicina tradicional, também tem sido explorado como um agente
anticancer, podendo ser uma alternativa para o tratamento de diferentes linhagens de cancer
(SOUZA et al., 2019). Isso porque, os compostos biologicamente ativos presentes no gengibre,
especialmente o gingerol e o shogaol, demonstram efeitos preventivos, associados a atividades

antioxidantes e anti-inflamatéria (HAMZA et al., 2021; PRASAD; TYAGI, 2015).
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Kumara et al. (2017) observaram diferentes linhagens de cancer in vitro, durante 24 h,
e notaram a reducdo de 13% na viabilidade celular de fibrosarcoma, 25% em células
cancerigenas do colon e 26% em macréfagos de ratos com leucemia, e confirmaram as acgdes
quimiopreventivas e quimioterapicas do gengibre.

A acdo do gengibre tem sido avaliada frente a diferentes linhas de células cancerigenas,
como de pancreas (AKIMOTO et al., 2015), colorretal (EL-NAGGAR et al., 2017; ELKADY;
HUSSEIN; ABU-ZINADAH, 2014), mama (BAWADOOD et al., 2020), ovario (PASHAEI-
ASL et al.,2017) e figado (HAMZA et al., 2021). Esses estudos mostram que o gengibre, além
de prevenir o desenvolvimento de doencas, atua diretamente na célula cancerigena, causando o

controle e até mesmo morte destas, sem causar danos as células saudaveis.

2.4.2 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima com fun¢do de regularizar o sistema
neurotransmissor colinérgico, responsdvel pela hidrélise rapida do neurotransmissor
acetilcolina e acetato durante o ciclo colinérgico, regulando a concentra¢do do neurotransmissor
na sinapse e permitindo que o ciclo seja finalizado. Quando a agao da AChE ndo apresenta
atividade normal, tende a desenvolver doencas neurodegenerativas como o Alzheimer e
Parkinson (COLOVIC et al.,2013; SOREQ; SEIDMAN, 2001).

Algumas drogas sdo conhecidas por interferir na desativacdo dos neurotransmissores
apos sua liberacdo, prolongando sua acéo, ou seja, elas agem de forma a impedir que as enzimas
(AChE) degradem esses neurotransmissores (MASONDO et al., 2019). Quando utilizados
inibidores irreversiveis, como os organofosfatos, podem causar paralisia muscular, convulsoes,
constricdo do bronquio respiratorio, € em estados mais graves, levando a morte por asfixia
(HILMAS et al., 2009). Por isso buscam-se novas fontes que consigam inibir a AChE de forma
reversivel, em especial substancias compostas com diferentes grupos funcionais que possam
exercer a acio inibidora (COLOVIC et al., 2013).

Assim a utilizacdo de matrizes de fonte natural surge de forma promissora, devido a
grande carga de compostos bioativos em suas composi¢des. Dados de pesquisas realizadas in
vitro, mostram que os compostos bioativos encontrados no gengibre sdao capazes de proteger as
células e os neurotransmissores, impedindo sua degradacdo, o que lhe compete potencial para
o tratamento de doengas como o Alzheimer (KIM; KIM; OPPEL, 2002).

Diversos estudos trazem os efeitos benéficos do gengibre em relagdo ao sistema

neurologico. El-Akabawy e El-Kholy (2014) mostraram que a administracdo de gengibre em
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ratos diabéticos, além de baixar a glicemia no sangue, apresentou efeito protetor nas células
pancreaticas e também impediu o desenvolvimento da atividade da AChE. Assim como Park et
al. (2016) também mostraram o efeito inibidor da AChE, inclusive, constataram que, o efeito
inibidor da enzima aumenta conforme acontece a conversao do 6-shogaol para 6-paradol.

A partir do que foi apresentado, nota-se que o gengibre apresenta potencial para

aplicagdo farmacologica, sendo que seu uso a longo prazo pode ser considerado seguro.

2.5  ESPECIES REATIVAS E ANTIOXIDANTES

Os radicais livres s3o atomos, moléculas ou ions que possuem elétrons nao
emparelhados e por serem instaveis sdo propensos a reagirem com outras moléculas buscando
a estabilidade, dando inicio as rea¢des de oxidacao (PAN et al., 2019). Pesquisas indicam que
essas reacoes influenciam o envelhecimento e morte celular acarretando o desenvolvimento de
doengas (ENCIU; GHERGHICEANU; POPESCU, 2013; LISSER et al., 2017; PENA-
BAUTISTA et al., 2019).

Estes radicais, podem ser gerados no metabolismo celular via acdo catalitica de
enzimas ou por fatores exdgenos como dieta, tabagismo, medicamentos, ozonio, radiacdes
gama e ultravioleta (BIANCHI; ANTUNES, 1999; HUANG; OU; PRIOR, 2005). A presenca
dos radicais livres no organismo, quando produzidos de forma adequada, ¢ fundamental para o
funcionamento fisioldgico e celular adequado, producdo de energia e metabolismo bem
regulado (RAHAL et al., 2014). Assim, sua presenca, se faz importante para a preservacao de
mecanismos de defesa inflamatdria entre outras fungdes biologicas (BIANCHI; ANTUNES,
1999).

Em condigdes celulares normais, ha um equilibrio entre a producdo de radicais livres
e sua neutralizagdo pelos sistemas antioxidante. No entanto, quando ha um desequilibrio entre
a producao de radicais livres e estes sistemas, a tendéncia € que ocorra a produgdo excessiva
desses radicais deixando o sistema de defesa deficiente dando origem ao estresse oxidativo.
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Diversas patologias tem sido associadas aos danos causados
pelo estresse oxidativo, como doencas degenerativas, problemas pulmonares, doencas
cardiovasculares e o envelhecimento precoce (BIANCHI; ANTUNES, 1999; CAROCHO;
FERREIRA, 2013; CRAFT et al., 2012; HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Antioxidantes podem ser definidos como substincias que retardam ou inibem as
reacdes de oxidacdo causadas pelos radicais livres (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Ao reagir

com os radicais livres, a estrutura molecular dos antioxidantes entram em ressonancia,
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tornando-os compostos inertes € os mantendo estaveis, dando fim as reacdes de oxidagdo além
de inibir o ataque aos lipidios, proteinas ¢ ao DNA (BABBAR et al., 2011; HUANG; OU;
PRIOR, 2005). A eficiéncia da acao de um composto antioxidante depende de diferentes fatores
tais como o tipo de radical livre formado, a dose ideal para efetiva prote¢ao, onde e como foram
gerados os radicais, por essa razao, quando um antioxidante ¢ usado de modo aleatério, ao invés
de agir como protetor ele pode atuar de forma a aumentar as lesdes causadas pelos radicais
livres (BIANCHI; ANTUNES, 1999).

Para evitar os danos causados pelo excesso de radicais livres, o organismo apresenta
mecanismos de defesa via acdo enzimatica e ndo enzimatica (BIANCHI; ANTUNES, 1999). O
sistema de defesa enzimatico inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), este sistema serve como linha primdria de defesa enzimatico. Tais
enzimas atuam através de mecanismos de prevencdo, de forma a impedir e/ou controlar a
formagao de espécies ndo-radicais e radicais livres, envolvidos com a iniciagdo das reagdes em
cadeia que resultam com propaga¢do e amplificacdo do processo e, consequentemente, com a
ocorréncia de danos oxidativo (BARBOSA et al., 2010; FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Ja o sistema ndo enzimdtico atua como linha de defesa secundaria, no qual inclui
compostos sintetizados pelo organismo humano como bilirrubina, ceruloplasmina, hormoénios
sexuais, melaCamargoa, coenzima Q, acido Urico, e outros, provenientes de fontes exogenas
através da dieta alimentar formado por antioxidantes hidrofilicos como vitaminas C e B,
carotenoides, compostos fendlicos e antioxidantes lipofilicos como vitamina E e A (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Nos alimentos, os compostos antioxidantes sdo substancias que retardam a degradacao
lipidica podendo estar presentes de forma natural ou adicionados aos mesmos. As reagdes de
autoxidag@o ocorrem, principalmente, devido a formag¢do de radicais livres nas estruturas dos
acidos graxos e lipidios, desencadeando as reagdes de oxidagdo, que ocorrem em trés etapas:
iniciagdo, propagacao e término (Figura 05). A fase de iniciacdo ¢ o momento em que o acido
graxo recebe incentivo externo como calor, radiacdo ou agente quimico causando a perda de
um hidrogénio. Na fase de propagacdo, o radical formado reage com o oxigénio dissolvido
formando radicais peroxidos, estes apresentam elevada reatividade com isso dao continuidade
a oxida¢do. Na ultima fase o radical reage com substancias que geram um produto estavel,

finalizando o processo de oxidacdo (CAROCHO; FERREIRA, 2013; PAN et al., 2019).
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Figura 05 — Etapas das reagdes de auto oxidacao: (1) Iniciagao; (2) Propagagao e
(3) Terminagao
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Fonte: Martins (2019)

2.5.1 Atividade Antioxidante

A estrutura dos compostos antioxidantes permite a ressonancia, assim, ao reagir com
os radicais livres, os antioxidantes se tornam radicais estaveis, interrompendo a reacao de
oxidacdo. As Equagdes 01 e 02 descrevem a reacdo da atividade antioxidante (BOROSKI et
al., 2015).

ROO* + AOH — ROOH + AO" (01)
R* + AOH - RH + AO* (02)

Em que, ROO™ e R* sdo os radicais livres, 0 AOH representa os antioxidantes com um
atomo de hidrogénio e 0 AO* simboliza um radical inerte ao organismo.

Sobre sua forma de agdo, ela pode acontecer de duas maneiras, de forma primaria e
secundaria. A forma priméaria, também chamada de preventiva, esta relacionada com a quelacdo
de compostos metalicos e sequestro de oxigénio (reduzindo a espécie reativa de oxigénio). Na
forma secundaria, o ANTIOXIDANTES atua de forma a eliminar os radicais livres ja formados,
ou seja, vai agir como doador de elétrons para encerrar as reagdes de oxidacdo (BOROSKI et

al., 2015; LIMA, 2008; SILVA et al., 2010).
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2.5.2 Classe de Antioxidantes

Uma das classificagdes dos antioxidantes reatadas na literatura é relacionada a sua
origem, sintéticos ou natural. Os antioxidantes sintéticos (Figura 06) sdo substancias que
apresentam seguranca de consumo dentro de um limite de ingestdo didria e estdo sujeitos as
legislacdes especificas de cada pais. Sendo a classe de antioxidante mais empregada na industria
de alimentos, e os compostos mais utilizados nesses processos sao o butil-hidroxi-anisol
(BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ) e propil galato (PG)
(ARAUIJO, 2015).

Apesar de serem estaveis, pesquisas relatam que os antioxidantes sintéticos podem
provocar carcinomas e, com isso, tem sido removido do mercado (RAMIREZ-GODINEZ et
al., 2017; Sl et al., 2018; TOHMA et al., 2017). Dessa forma, ha um grande interesse em
encontrar novos antioxidantes que sejam seguros e obtidos de fontes naturais. No Brasil, o 6rgao
que fiscaliza a aplicagdo dos antioxidantes na industria € o Ministério da Satde, que limita em

0,01 g 100 g! para o BHA ¢ BHT ¢ 0,02 g 100 g'! para o TBHQ (BRASIL, 2019).

Figura 06 - Estrutura quimica dos principais compostos fendlicos sintéticos. a) BHA, b)
BHT, ¢) TBHQ e d) PG

) b) ) d
OH OH 7 om ) om
<a o <a § OH
OH OH
0 | 0

Fonte: Autora (2020)

a

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes naturais assemelham-se aos sintéticos por
apresentarem estruturas fendlicas, moléculas que possuem anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos que interagem com radicais livres e sdo consumidas durante a reagao.

Dentre os antioxidantes naturais estdo algumas enzimas, 4cidos organicos, vitaminas
e compostos fendlicos. Os antioxidantes mais abundantes na natureza pertencem ao grupo dos
compostos fenolicos que engloba uma vasta gama de substancias, as quais possuem no minimo

um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos (Figura 07), ou seja, que pode
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doar o hidrogénio da hidroxila para um radical livre, sendo assim chamados de sequestradores

de radicais livres (ANGELO; JORGE, 2007; SOARES, 2002).

Figura 07 — Estrutura quimica do fenol
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Fonte: Autora (2021)

A Figura 08 ilustra os compostos fitoquimicos e os principais subgrupos de compostos
que tém sido investigados por apresentarem propriedades antioxidantes. Os compostos
fenolicos sdo subdivididos em classes, sendo que aproximadamente dois ter¢cos dos compostos
antioxidantes encontrados nas frutas e nos vegetais pertencem a classe dos flavonoides, o outro
um terco sdo acidos fendlicos e os demais antioxidantes existentes sdo menos frequentes (LIU,

2004).



Figura 08 — Fluxograma das classes de compostos fitoquimicos com propriedades antioxidantes.
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Os flavonoides exercem um papel de defesa ao organismo e, por ndo apresentar
toxicidade, suas atividades farmacoldgicas sdo amplamente exploradas no ambito medicinal.
Sua estrutura apresenta baixo peso molecular (Figura 09), ¢ ¢ composta por dois anéis
aromaticos (A e B) interligados por trés atomos de carbono, formando um anel heterociclico

(C) (WEN et al., 2017; ZENG et al., 2016).

Figura 09 — Estrutura genérica dos flavonoides

Fonte: Liu (2004)

Os acidos fenolicos, além de apresentarem agao contra o estresse oxidativo, possuem
propriedades bioldgicas e farmacologicas que lhe garantem protecdo as doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Sua estrutura (Figura 10) ¢ representada por um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxilas, garantindo

sua propriedade antioxidantes (ANGELO; JORGE, 2007; ZHANG et al., 2018).

Figura 10 — Estrutura genérica dos Acidos Fendlicos
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Fonte: Angelo e Jorge (2007)

A atividade antioxidantes de um produto natural tem dois pontos importantes a serem
abordados. O primeiro, est4 relacionado ao consumo de alimentos ricos em antioxidantes para
prevenir ¢ at¢ mesmo retardar a oxidagdo das principais biomoléculas na célula, produzindo
quelatos com metais e eliminando radicais livres que sdo produzidos como consequéncias do

metabolismo celular. O segundo ponto refere-se sobre a utilizagdo dos antioxidantes na
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preservacao de alimentos, de modo a impedir a oxidagcdo dos mesmos aumentando sua vida util
e retardando o processo de peroxidagao lipidica, uma das principais razdes para a deterioragao
de alimentos e produtos farmacéuticos durante o processamento e armazenamento (TOHMA et
al., 2017).

Antioxidantes naturais podem ainda ser subdivididos em enzimaticos (endogeno) e
ndo enzimaticos (exdgeno). O sistema enddgeno ¢ composto por um conjunto de enzimas
produzidas naturalmente pelo organismo, entretanto, tendem a diminuir com o passar dos anos
(CAROCHO; FERREIRA, 2013).

O sistema exdgeno vem para suprir a diminuicdo dos compostos antioxidantes
enzimaticos. Estes s3o compostos por vitaminas, substancias vegetais, ¢ minerais que podem
ser ingeridos seguindo uma dieta alimentar (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Apesar dos beneficios que os antioxidantes naturais podem oferecer, existem
limitagdes que acabam restringindo sua aplicagdo, como a baixa solubilidade no organismo,
sensibilidade aos processos industriais alimentares (secagem, cozimento, fervura) e
degradagdes promovidas pelas acdes ambientais (luz, calor, oxigénio, pH e temperatura)
(MAQSOUDLOU et al., 2020), com isso busca-se solucdes visando seu maximo

aproveitamento.

2.5.3 Determinacao da Atividade Antioxidante

Diversas metodologias sdo descritas na literatura para investigagdo da capacidade
antioxidantes em matrizes alimentares, as quais contemplam diferentes caracteristicas destes
compostos, tais como 0 mecanismo de agao.

Tendo em vista a diversidade quimica e diferengas de polaridade dos antioxidantes
juntamente com os diferentes modos de formacao e agdo dos radicais livres, ¢ importante que
sejam aplicados diferentes testes para avaliacdo da atividade antioxidantes de uma amostra
(BECKER, 2019; BRITO, 2017; LI, YUXIN et al., 2016; TOHMA et al., 2017). Dessa forma,
os resultados devem ser interpretados de acordo com o método analitico empregado, uma vez
que cada metodologia tem sua escala propria para expressar os seus resultados, o que torna
dificil a comparacao entre diferentes metodologias (MOHARRAM; YOUSSEEF, 2014).

Os métodos podem ser classificados de acordo com a natureza dos ensaios em
experimentos in vivo e in vitro. Os testes in vivo sdo aqueles aplicados em animais, geralmente
camundongos, por periodo e dosagens determinadas conforme a metodologia aplicada e apds o

tempo determinado, as cobaias sdo sacrificadas e o sangue ou tecido sdo utilizados nos ensaios.
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J& os testes in vitro sdo aqueles que envolvem ensaios quimicos com aplicacdo de técnicas
instrumentais, sendo os mais aplicados em estudos de antioxidantes devido ao baixo custo de
processo, facil aplicagdo e boa replicabilidade (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013;
ALVES et al., 2010).

Os métodos de analise antioxidantes se diferem conforme o mecanismo de geracao das
fontes oxidantes e também pelo tipo de reagdo com tais compostos, podendo ser classificada
como reagao de transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio, reagao quimica ou reagao
enzimatica (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

As reagdes por transferéncia de elétrons/atomos baseiam-se na rea¢do de um radical,
cation radical ou complexo com uma molécula antioxidantes, que ¢ capaz de transferir um
atomo de hidrogénio e/ou um elétron (MOHARRAM; YOUSSEF, 2014). As reagdes de
transferéncia de elétrons/atomo acontecem paralelamente em todos os sistemas, o que varia a
predominadncia de um mecanismo ou outro ¢ o ensaio realizado, pois em cada um envolve
estruturas e solventes diferentes, entre outros fatores, como o pH do meio reacional (APAK et
al.,2013).

Os métodos de analise DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e ABTS (4cido 2,2’-azino-
bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) sdo ensaios realizados in vitro para determinar o
potencial antioxidantes de diversas matrizes vegetais, € tem como principio a estabilizagdo dos
radicais DPPH" ¢ ABTS™ pela transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio fornecido por
um composto antioxidantes (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). Vale
ressaltar que, para ambos ensaios, quanto menor for o valor da absorbancia obtida, maior sera
a capacidade de eliminacdo dos radicais livres (BECKER, 2019; LI, YUXIN et al., 2016;
TOHMA et al.,2017). No método DPPH, a reacdo ¢ observada pela mudanca de cor, de purpura
para amarelo quando o radical DPPH" ¢ reduzido a DPPH-H (Figura 11) (BOROSKI ef al.,
2015; HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Figura 11 — Reagdo de redu¢do do radical DPPH’
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A metodologia de sequestro do radical ABTS™ é comumente aplicada para realizagdo
da atividade antioxidante tanto em amostras hidrossoluveis quanto lipossoliveis, onde ¢
possivel observar espectrofotometricamente o decaimento da absorbancia quando entra em

contato com um antioxidantes (Figura 12) (BOROSKI et al., 2015; BRITO, 2017).

Figura 12 — Reacio de oxida¢do do radical ABTS™
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O método de habilidade quelante tem como objetivo a determinagdo do potencial em
reduzir a quantidade de Fe (II). Este método ¢ baseado na habilidade quelante da ferrozina (3-
(2 piridil)-5,6 bis(acido 4-fenilsulfonico)-1,2,4-triazina) em formar o complexo estavel e
solivel em agua com este ion, para impedir a oxidagdo de ions metalicos. Tais substincias
devem ter um ou mais pares de elétrons livres para possibilitar a ligagdo com o metal central
(BOROSKI et al., 2015; DELIGONUL; TUMER; SERIN, 2006; VARATHARAJAN;
PUSHPARANI, 2018). A reacgdo entre a ferrozina e ferro pode ser observada na Figura 13.

Durante a anélise da habilidade quelante de ferro (II) a diminui¢do da absorbancia
indica a presenca de substancias que conseguem formar complexos estdveis com o excedente

de Fe?" no sistema.
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Figura 13 — Reacao do quelamento de ferro pela ferrozina.
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2.6 ENCAPSULACAO EM SISTEMAS NANOPARTICULADOS

Com o intuito de preservar e garantir uma melhor eficiéncia da liberagdo dos
compostos bioativos, nutrientes e farmacos, pesquisas envolvendo técnicas de encapsulagdo
vem sendo desenvolvidas, das quais apresentam resultados significativos, possibilitando
posterior aplicagdo, principalmente nas dreas alimenticias e farmacéutica (HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2010; RAO; GECKELER, 2011).

A técnica de encapsulagdo atua de modo a corrigir possiveis restrigdes que o0s
antioxidantes possam apresentar quando administrados de forma in natura, tais como baixa
solubilidade, baixo tempo de vida util, sabor e aromas indesejados, liberacdo ndo direcionada e
facil degradacdo (MAQSOUDLOU et al., 2020). Assim, trabalhar com sistemas
nanoparticulados apresentam algumas vantagens como liberagao controlada de firmacos, maior
superficie de contato, melhor estabilidade e solubilidade dos compostos ativos e, dependendo
da sua origem, apresentam biocompatibilidade, ou seja, ndo agridem o organismo viabilizando
sua aplicagcdo em farmacos e alimentos (GUEDES, 2017; HUERTAS; FESSI; ELAISSARI,
2010; MOHAMMADIAN et al., 2020).

De uma forma geral, nanoparticulas podem ser definidas como estruturas de tamanho
nanométrico, podendo variar entre 1 ¢ 100 nm (RIGON, 2017). Nos ultimos anos a
nanotecnologia tem se mostrado uma ferramenta poderosa quando se trata de incorporagdo de
farmacos, pois apresentam caracteristicas interessantes para sua utilizagao nessa area (KHATIB

et al., 2020; MURA; NICOLAS; COUVREUR, 2013). Os sistemas nanoparticulados podem
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ser divididos em duas classes de acordo com o tipo de material que € usado para sua producao,
como nanoparticulas inorganicas e organicas (VINHAS et al., 2017), e em certos casos realiza-
se a combinacgao desses sistemas.

Entretanto, nanoparticulas organicas, de origem natural ou sintetizadas, tém sido a
classe de nanocarregadores mais explorada quando se refere a aplicagdo e administragcdo de
farmacos, tendo em vista sua biocompatibilidade em comparagdo com o0s inorganicos,
apresentando menor probabilidade de gerar efeito adverso ao organismo de um paciente, em
especial os que possuem como base os lipidios, por exemplo os lipossomas (LEE; YAZAN;
CHE ABDULLAH, 2017; TATAR et al., 2016; VINHAS et al., 2017).

Diferentes materiais podem compor os nanossistemas de origem organica e,
dependendo da sua estrutura e composi¢ao, esses nanossistemas podem ser denominados como
nanoparticulas poliméricas, nanotubos de carbono e nanoparticulas lipidicas (SURI; FENNIRI;
SINGH, 2007).

As nanoparticulas poliméricas s3o sistemas coloidais preparados a partir de polimeros
naturais ou sintéticos, nos quais o farmaco ¢ dissolvido, aprisionado, encapsulado ou adsorvido
na matriz polimérica. Para sua obtencao, diferentes métodos sdo citados tais como evaporagao
do solvente, nanoprecipitacdo, salting-out, entre outros (JAYARAMAN et al., 2015;
PRABHU; PATRAVALE; JOSHI, 2015).

Os nanotubos de carbono sdo constituidos por materiais ricos em carbono, como por
exemplo o grafeno. Podem ser classificados como parede simples ou paredes multiplas, e se
organizam em formato cilindrico, com diametro na ordem de nandmetros, podendo chegar até
a ordem de micrometros (MONTES, 2015). Podem ser sintetizados utilizando processos de
baixa e alta temperatura, por exemplo decomposi¢dao quimica por vapor (temperatura < 1100°C)
e descarga por arco elétrico (temperatura > 1100°C), respectivamente (YAN et al., 2015).

Ja& as nanoparticulas lipidicas incluem as nanoemulsdes, que sdo nanodispersoes
aquosas de lipidios liquidos e nanoparticulas lipidicas sélidas. Sao sistemas lipofilicos coloidais
formados por uma matriz lipidica estabilizada em meio aquoso devido a acdo de um surfactante,
que pode conter farmacos hidrofilicos e lipofilicos (CAVALLI et al., 2002). Podem ser
produzidas pela homogeneizagdo a quente ou a frio. No método a quente, os lipidios,
surfactantes e a fase aquosa dispersante sao aquecidas acima da temperatura de fusao do lipidio
e em seguida sdo submetidos a técnicas de alta energia para a formagao das nanoparticulas,
seguindo pelo resfriamento a temperatura ambiente (SALVI; PAWAR, 2019).

O processo de homogeneizacdo a frio ¢ indicado para compostos bioativos com

sensibilidade a temperatura, pois o processo ocorre a temperaturas abaixo do ponto de fusao do
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lipidio. Neste método, os compostos bioativos sdo dispersos em uma fase lipidica previamente
fundida, sendo a mistura resfriada em banho de nitrogénio liquido. Apds solidificacdo, o
tamanho das particulas ¢ reduzido por moagem para chegar em escala micrométrica. As
microparticulas sdo entdo dispersas em solugcdo aquosa de tensoativos, resfriada e
posteriormente submetida as técnicas de alta energia para a formagdo das nanoparticulas
(KATOUZIAN et al., 2017).

As caracteristicas que um agente encapsulante deve apresentar para ser considerado
ideal sdo: apresentar facil metodologia de preparo, ser biocompativel, ser capaz de proteger o
composto encapsulado da degradagdo e liberagdo prematura, permitir liberagdo controlada e
continua no sitio de acdo (FLOREK; CAILLARD; KLEITZ, 2017).

Dentre as diversas fontes e estruturas quimicas desenvolvidas para a aplicacdo em
sistemas de encapsulacdo nanométrica, os lipossomas se mostram propicios para aplicagao nas
areas alimenticia e farmaceéutica, pois além de apresentar as caracteristicas ideais, possibilitam
a obtencdo de estruturas com diversos diametros, cargas superficiais e capacidade para a
encapsulacdo de compostos hidrofilicos e hidrofobicos (HERRERO; MEDARDE, 2015;
WILLIAM et al., 2020; ZOMPERO et al., 2015).

2.6.1 Lipossomas

Os lipossomas sdo constituidos de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas,
quando em meio aquoso, se organizam em bicamadas e formam vesiculas, que sdo compostas
basicamente por fosfolipidios anfifilicos de origem natural ou sintética (KIAIE et al., 2020;
WILLIAM et al., 2020).

Quando o objetivo ¢ a incorporagdo de compostos naturais, resultados eficientes sdo
obtidos, por serem sistemas biodegradéaveis, biocompativeis e por ndo apresentarem toxicidade,
além de aumentar a solubilidade e a estabilidade quimica do composto encapsulado
(SEBAALY et al., 2015; SHERRY et al., 2013).

Em relagdo a classificacdo, os lipossomas podem ser divididos de acordo com a
quantidade de camadas, tamanho das vesiculas, modo de preparo, ou ainda quanto as
caracteristicas de interagao com o sistema biologico. Em relacdo a quantidade de lamelas, os
lipossomas podem ser unilamelares ou multilamelares (BATISTA; CARVALHO;
MAGALHAES, 2007).

O tamanho dos lipossomas ¢ um importante pardmetro a ser avaliado, pois estd

relacionado com o tempo de meia-vida e também com a capacidade de encapsulamento
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(AKBARZADEH et al., 2013). Vesiculas unilamelares apresentam apenas uma esfera
composta pela bicamada lipidica e podem ser divididas em trés grupos: pequenas (20 a 100
nm), grandes ( >100 nm) e gigantes ( >1000 nm), ja as vesiculas multilamelares se sobrepdem,
podem ser encontradas com tamanhos a partir de 500 nm (AKBARZADEH et al., 2013;
LAOUINI et al., 2012; PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015). Um esquema hipotético da

formacao dos lipossomas pode ser visto na Figura 14.

Figura 14 — Esquema hipotético do lipossoma. a) Vesicula unilamelar, b) Vesicula
multilamelar e c¢) Estrutura fosfolipidio

a)

Fonte: Adaptado de Koynova e Tenchov (2015)

As estruturas formadas garantem aos lipossomas versatilidade, pois permite a
encapsulacdo de substancias hidrofilicas (na parte aquosa) e/ou lipofilicas (adsorvidas ou
inseridas na membrana), como mostra a Figura 15 (BATISTA; CARVALHO; MAGALHAES,
2007; BROCHADO, 2013; CHANG; YEH, 2012; KNEIDL et al., 2014).

Figura 15 — Esquema de encapsulacao lipofilico e hidrofilica

Ntucleo hidrofilico

Bicamadas hidrofébicas
(lipofilico)

Fonte: Adaptado de loele et al. (2017)
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Vale ressaltar que nem sempre serdo formadas estruturas bem definidas, isso por que
existem diversos tipos de fosfolipidios e dependendo da composi¢do quimica, podem ser
agregados de diferentes formas (ZOMPERO et al., 2015).

Os fosfolipidios sao moléculas anfifilicas que possuem cadeias longas de
hidrocarboneto e na extremidade da sua estrutura possuem caracteristicas polar com grupos de
nitrogénio ou fosforo (Figura 16), tem origem vegetal (fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolamina,

fosfatidilinositol anidnico) e animal (esfingomielina) (WU et al., 2020).

Figura 16 — Estrutura molecular dos fosfolipidios vegetais e animal. a) fosfatidilcolinas b)
fosfatidiletanolamina c) fosfatidilinositol anidnico d) esfingomielina
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Fonte: Wu et al. (2020)

Segundo Akbarzadeh et al. (2013) as principais vantagens da utilizacao dos lipossomas

como sistemas de encapsulacao estdo relacionadas com o aumento da eficiéncia e o indice
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terapéutico do farmaco, maior estabilidade quando encapsulado, reduzem a toxicidade do
composto encapsulado, auxiliam a reduzir a exposi¢ao de tecidos sensiveis a drogas toxicas,
sao flexiveis, biocompativeis, biodegraddveis e nao imunogénicos. Além dos itens ja citados,
Tran, Moon e Lee (2019) relatam que os lipossomas sdo facilmente removidos do organismo
por vias metabolicas simples e ¢ possivel a modifica¢ao da sua superficie e tamanho. Entretanto,
Akbarzadeh et al. (2013) traz também algumas desvantagens relacionadas a este método tais
como baixa solubilidade, tempo de meia-vida curto, o fosfolipidio pode sofrer oxidagdo e
reacdo semelhante a hidroélise durante o processo, vazamento e fusdo de drogas ou moléculas
encapsuladas, além do custo de producao elevado.

Os lipossomas podem ser obtidos por diferentes processos, dentre eles estdo as técnicas
de spray drying, liofilizagdo, sublimag¢do, precipitagdo por fluido supercritico, hidratacdo de
filme fino, injecdo de solvente, evaporagdo de fase reversa, método de emulsdo, dentre outros
(AKBARZADEH et al., 2013; TRAN; MOON; LEE, 2019; WILLIAM et al., 2020). Sendo
que, a eficiéncia da encapsulacdo esta relacionada com a composi¢do do lipossoma,
propriedades fisico-quimicas e origem do composto a ser encapsulado juntamente com o

método de produgdo (CAGDAS; SEZER; BUCAK, 2014; ZOMPERO, 2013).

2.6.2 Producdo de Lipossomas Pelo Método de Injecao de Etanol

Conhecidos como os pioneiros a sistematizar a formagdo de estruturas fechadas em
bicamadas, Bangham, Standish e Watkins (1965) descreveram o primeiro método de producao
de lipossomas, conhecido como hidratacao por filme seco (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN,
2015). Desde entdo, diferentes métodos foram desenvolvidos para a producdo de lipossomas,
entretanto, poucos sao viadveis a aplicagdo industrial pois apresentam desvantagens como falta
de padronizacdo no tamanho dos lipossomas, dificil escalonamento e presenga de residuos
organicos (CHARCOSSET et al., 2015; FAN et al., 2008).

Um método que se destaca na produgdo de lipossomas ¢ a injecao de etanol que, além
de ser uma técnica simples e facilmente escalonada, ndo causa a degradagao lipidica, tem boa
reprodutibilidade e torna viavel a produgao industrial (CHARCOSSET et al., 2015). Apesar do
baixo rendimento de encapsulacdo de compostos bioativos, cerca de 40%, a técnica de inje¢ao
de etanol ¢ ainda preferivel quando se trata de aplicagdo em alimentos e em farmacos, pois €

livre de produtos quimicos que sejam toxicos e produz lipossomas homogéneos (SHIN et al.,

2013).
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Descrito na década de 1970 por Batzri e Korn, o método de injeg@o por etanol (Figura
17) € uma técnica simples e rapida, em que se baseia na solubilizacdo de um fosfolipidio em
etanol sob condigdes de temperatura controlada (fase organica) e em seguida injeta-se essa
solucao em agua. A diluicdo da fase organica em agua faz com que os fosfolipidios fiquem
expostos ao meio aquoso, estimulando a formag¢ao dos lipossomas (SHAKER; GARDOUH;
GHORAB, 2017).

A desvantagem que este método oferece € que, dependendo da concentragdo do lipidio
utilizado podem nao solubilizar completamente em etanol com isso sdo formadas vesiculas de
tamanhos que variam de 30 a 110 nm, resultando em uma capacidade limitada de encapsulacao
do composto (JUSTO; MORAES, 2011; MEURE; FOSTER; DEHGHANI, 2008; WAGNER
et al.,2002).

A relagdo entre o fosfolipidio e o composto a ser encapsulado, proporg¢ao entre a fase
organica ¢ a fase aquosa, também sao fatores que influenciam na capacidade de encapsulagdo
do lipossoma produzido, havendo a necessidade de um estudo prévio para determinar as
melhores concentracdes de preparo (VITOR et al., 2017; YANG, K. et al., 2011; ZOMPERO
etal., 2015).

Figura 17 — Representacdo da producao de lipossoma pelo método injegao de etanol
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Fonte: Autora (2020)

Desde o primeiro relato na literatura sobre o método de injecao de etanol, diversos
pesquisadores tém realizado suas pesquisas com o objetivo de desenvolver melhores condi¢des
conforme o lipidio utilizado. Sebaaly et al. (2016), avaliaram a acdo antioxidante, as

propriedades fisico-quimicas e morfoldgicas do 6leo de cravo, hidrogenado e ndo hidrogenado,
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apds a encapsulagdo em lipossomas utilizando o método de inje¢do de etanol. Por fim,
obtiveram elevada eficiéncia de encapsulagdo com tamanhos de particulas em escala
nanométrica ¢ homogéneas, também relataram que os compostos bioativos presentes no dleo
de cravo ficaram protegidos a exposi¢ao de raios UV, mantendo a atividade antioxidante e

estabilidade apos dois meses de armazenamento.

2.6.3 Utilizagao de Lipossomas para Incorporagao de Compostos Bioativos

Lipossomas comegaram a ser explorados em 1965 por Bangham, que obteve cristais
liquidos a partir da dispersdo de lecitina em meio aquoso e apesar dos resultados obtidos terem
sido promissores, o desenvolvimento propriamente dito dos lipossomas ocorreu em 1982 e
desde entdo tem se mostrado como um recurso versatil em diferentes areas, como a biologica,
bioquimica e farmacoldgica (CHANG; YEH, 2012; KNEIDL et al., 2014; LEITGEB; KNEZ;
PRIMOZIC, 2020; SHARMA et al., 2006).

Em estudo desenvolvido por CHEN et al. (2014), foi realizado a encapsulacao do
composto tangeretina (5, 6, 7, 8, 4 — pentamethoxiflavona) em nanoparticulas de zeina,
utilizando como emulsificante [B-lactoglobulina, o qual apresenta como fun¢do auxiliar a
formagdo e estabilizacdo das nanoparticulas, sendo o sistema preparado pelo método de
dispersao liquido-liquido. As nanoparticulas obtidas tiveram um tamanho médio de 249 nm
com eficiéncia de encapsulacdo em torno de 73%, resultados que viabilizam a incorporacao do
processo em diversos produtos alimenticios e bebidas.

Gomez-Mascaraque et al. (2017) apresentaram estruturas hibridas de encapsulacao de
curcumina em lipossomas (fosfatidilcolina) dentro de uma matriz proteica (proteina de soro
concentrado) avaliando a estabilidade e bioacessibilidade da curcumina. Os lipossomas foram
produzidos pelo método de injecdo de etanol e em seguida os lipossomas formados foram
submetidos a técnica de eletrospray para formacao da matrix de proteina de soja concentrada.
Os autores notaram aumento no tamanho e polidispersidade dos lipossomas carregados de
curcumina quando aumentaram a concentragdo lipidica. Além disso, a eficiéncia de
encapsulacdo diminuiu com o aumento da curcumina incorporada, com eficiéncia maxima de
79 = 1% e as nanocépsulas chegaram a 104 nm. Este estudo mostrou também que o processo
de dupla encapsulagdo aumentou a bioacessibilidade, independente do teor de curcumina
aplicada.

Chen e Chiang (2020) produziram lipossomas carregados com curcumina, através do

método de hidratacdo de filme fino, realizando modificagdes da superficie por diferentes
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concentragdes de acido sidlico acoplados a aglutinina presente no germe de trigo, visando a
prevengdo de doencas cerebrais. Perceberam que o lipossoma modificado apresentou uma
efetiva resisténcia as enzimas digestivas, o que significa uma maior capacidade de absor¢ao
pelo organismo.

Dutta e Bhattacharjee (2017) usaram lipossomas para encapsular extrato de pimenta
preta, que sdo ricos em piperina, e obtiveram uma boa estabilidade dos agentes antioxidantes e
com uma eficiéncia de encapsulacdo na faixa de 78,6%.

Em outro trabalho, Ramezanzade, Hosseini e Nikkhah (2017) extrairam peptideos
bioativos da pele de truta e encapsularam em lipossomas (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina) revestidos com quitosana e relataram que, além do sistema empregado ter
preservado as caracteristicas antioxidantes, obtiveram nanoparticulas de tamanhos que
variaram de 169,2 a 234 nm, conforme o aumento na concentragdo de quitosana, sendo que a
encapsulacdo mais eficiente chegou a 80,2% com nanoparticulas de 197,0 nm e um potencial
zeta neutro.

Roostaee et al. (2017) investigaram os efeitos na estabilidade oxidativa do 6leo de soja
quando incorporado compostos fenolicos, oriundos de pistache (Pistachia vera L.),
encapsulados em lipossomas (lecitina de soja), e como resultado, relataram que os lipossomas
foram produzidos de forma homogénea com tamanhos médios de 105,8 nm com eficiéncia de
encapsulacdo na faixa de 32,47% e apresentaram ainda boa estabilidade, pois o potencial zeta
foi inferior a -30 mV, aumentando, de forma significativa, o tempo de armazenamento do 6leo
de soja.

Ye et al. (2020) produziram lipossomas, visando a encapsulagao de acido clorogénico,
pelo método de evaporagao de solvente, para tratamento de tumor cerebral, do qual obtiveram
resultados eficazes na liberacdo seletiva da droga, inibindo assim o crescimento dos tumores,
sendo que a taxa de toxicidade foi considerada insignificante.

Chotphruethipong, Battino e Benjakul (2020) investigaram o efeito de diferentes
agentes estabilizadores na eficiéncia da encapsulagdo, comparando o efeito da estabilidade dos
lipossomas apods o processo de liofilizagdo durante o armazenamento e determinaram a agao
antioxidante dos lipossomas liofilizados em tratamento gastrointestinal, sendo que os sistemas
foram produzidos utilizando fosfatidilcolina de soja através do método de hidratacao por
pelicula fina e o agente encapsulado foi colageno hidrolisado provenientes da espécie robalo
asiatico. Por fim, chegaram a conclusdo de que a melhor eficiéncia de encapsulagdo foi obtida

quando utilizaram colesterol como estabilizador, evitando a oxidag¢do precoce do lipossoma
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produzido, além de também apresentar uma maior atividade antioxidante, que foi avaliada pelo
método de reducao dos radicais ABTS e DPPH.

Wang et al. (2018) extrairam o composto 6-gingerol do gengibre e encapsularam em
sistemas de prolipossomas (lipossoma seco e de escoamento livre) com o objetivo de melhorar
a solubilidade do composto bioativo e analisar a liberagdo controlada de firmacos. Para a
producdo dos prolipossomas foi empregado a técnica de dispersdo por filme fino, sendo
produzidos nanoparticulas com tamanho médio de 44,77 nm com potencial zeta de -3,61 mV,
indicando uma dispersdo relativamente homogénea, o que garantiria a liberacdo seletiva do
farmaco a ser encapsulado, com uma efetividade de encapsulagao de 88%.

Até o momento ndo foram encontrados trabalhos na literatura que relatem a

encapsulacdo do extrato etanolico do gengibre em lipossomas.

2.7  TECNICAS DE CARACTERIZACAO

2.7.1 Analise Térmica

Segundo Matos (2015), trata-se de um grupo de técnicas analiticas que sdo utilizadas
com o objetivo de monitorar o comportamento de um determinado material em fun¢ao do tempo
ou temperatura. Tais métodos possibilita a obtencao de informagdes relacionadas a variacao de
massa, estabilidade térmica, agua livre e ligada, ponto de fusdo e ebulicdo, calor de transicao,
calor especifico, etc (CAIRES; GOMES; IONASHIRO, 2015). Dentre as andlises térmicas
existentes, as mais utilizadas sdo Termogravimetria (7G thermogravimetry), Anélise Térmica
Diferencial (DTA differential thermal analysis) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC
differential scanning calorimetry) (MATOS, 2015).

2.7.1.1. Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial - (TG-DTA)

A termogravimetria ¢ uma técnica analitica cujo principio ¢ o acompanhamento da
variagdo da massa de uma amostra, quando esta ¢ submetida a uma variagdo controlada de
temperatura, ao longo do tempo. Durante esse processo, obtém-se uma curva
termogravimétrica, curva TG, na qual contém dados necessarios para prever a estabilidade
térmica, composicao e estabilidade dos compostos intermedidrios e a composi¢do final da

amostra (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2012; MATOS, 2015).
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Segundo Caires, Gomes e lonashiro (2015) em uma curva TG, os desniveis em relacao
ao eixo das ordenadas correspondem as variagcdes de massa sofridas pela amostra, circunstancia
que permite a quantificacao dos dados.

A Analise Térmica Diferencial (DTA) ndo ¢ uma técnica analitica propriamente dita,
mas sim um recurso matematico que auxilia a compreensao da TG. A DTA ¢ obtida a partir da
primeira derivada da curva TG em fun¢do do tempo ou temperatura. As curvas obtidas através
deste recurso sao semelhantes as obtidas pela técnica TG, e apresentam como vantagens a
exatiddo das temperaturas correspondentes do inicio ao instante de velocidade de reacao
maxima, utilizacdo das areas dos picos para determinagdes quantitativas e, principalmente,
permite uma clara distingdo entre os picos de reagdes que, muitas vezes, nao sdo visiveis apenas
com as custas TG (GABBOTT, 2008; IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2012).

Vale ressaltar que existem fatores que afetem a curva TG, podendo ser tanto das
amostras analisadas quanto do sistema de analise. Em rela¢do a amostra, a influéncia pode estar
relacionada ao tamanho das particulas, quantidade de amostra, solubilidade dos gases liberados
na propria amostra, calor de reagdo, compactagao, condutividade térmica e natureza do material
analisado. Ja os fatores instrumentais que podem induzir ao erro estdo o suporte da amostra, a
razao de aquecimento, atmosfera e condi¢des do forno (CAIRES; GOMES; IONASHIRO,
2015; MATOS, 2015).

O que torna a analise de TG uma técnica importante ¢ a multidisciplinariedade que
esta consegue abordar, sendo usada nas industrias quimicas, farmacéuticas, alimenticias, de
materiais, entre outras (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2012; TAVARES; NORENA,
2020).

2.7.1.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) ¢ uma técnica que associa os efeitos
do calor com as mudancas no estado fisico ou alteracdes quimicas de uma amostra.
Relacionados com os eventos fisicos destaca-se a transicdo de fases, como fusdo, ebulicdo,
sublimagdo, além de mudangas na cristalinidade da amostra. Sobre os eventos quimicos,
ressaltam-se a desidratacdo, dissociagdao, decomposicao, reagao de oxirredugdo, ou seja, acoes
que sdo capazes de gerar variagdes no calor do sistema (GABBOTT, 2008; MITIC et al., 2017).

Dentre as vantagens da aplicagdo da técnica de DSC, estdo: analises rapidas, necessita

de pouca amostra, pode ser realizado com amostra liquida ou so6lida, aplicavel a processo de
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resfriamento ¢ medidas sob alta pressdo e permite o estudo de diferentes tipos de reagdes

quimicas (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014).

2.7.2 Espectrometria de Massas

A técnica de espectrometria de massas pode ser definida como o estudo de um sistema
molecular, no qual o objetivo ¢ identificar possiveis compostos através da relagdo massa/carga
(m/z) gerada pela transferéncia, formagdo ou fragmentacdo de ions oriundos de uma
determinada amostra (MEURER, 2020).

De uma maneira geral, um espectrometro de massas ¢ um instrumento constituido por
uma fonte de ions, um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisi¢ao de dados.
As fontes de ionizacao apresentam fungao de ionizar e transferir as espécies a serem analisadas
para a fase gasosa. O analisador de massa, tem como papel a separacao dos ions formados de
acordo com a relagdo m/z. Depois de separados, os ions sdo identificados por um sistema
detector que transmite o sinal a um sistema de aquisi¢cao de dados, onde serdo convertidos em

graficos nominados de espectro de massas (Figura 18).

Figura 18 — Espectro de massas genérico
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m/z
Fonte: Meurer (2020)

2.7.3 Diametro Hidrodindmico e Polidispersidade

Considerados dois parametros de grande importancia na caracterizagao dos lipossomas
no ponto de vista terapéutico, o diametro hidrodinamico (Dn) e a polidispersidade, sdao
essenciais para determinar a qualidade e possiveis variagdes associadas ao processo de
producdo dos lipossomas (PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015). O controle do tamanho

das vesiculas produzidas torna-se crucial quando se deseja aplicagdes médicas, especialmente
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tratando-se de administracdo via parenteral, em que o Dy deve variar entre 50 ¢ 450 nm. Em
relagdo a polidispersidade, esta demostra a distribui¢do de tamanhos presentes em uma amostra
de lipossomas (BOZZUTO; MOLINARI, 2015; LAOUINI et al., 2012; PATTNI; CHUPIN;
TORCHILIN, 2015).

Existem varias técnicas que possibilitam a andlise do tamanho e polidispersidade,
sendo elas: Dispersdo Dindmica da Luz (DLS), Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC),
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia de Transmissao
Eletronica (TEM) e a Microscopia de Forga Atomica (AFM) (MITIC et al., 2017; PATTNI;
CHUPIN; TORCHILIN, 2015). A técnica DLS ¢ a mais utilizada pois, em comparagdo com 0s
outros métodos, ¢ uma técnica rapida e de facil aplicacdo, além de permitir que sejam analisados
os lipossomas em seu proprio meio de sintese, sem a necessidade de um preparo prévio

(LAOUINI et al., 2012; MITIC et al., 2017).

2.7.4 Potencial Zeta ({)

O potencial zeta ¢ uma caracteristica especifica de particulas suspensas, a partir dela
determina-se a estabilidade das particulas que compdem um sistema coloidal, assim como sua
capacidade de interacdo, condigdes que permitem a utilizagdo dessa propriedade na
caracteriza¢ao dos lipossomas (LAOUINI et al., 2012).

Dependendo da origem e composi¢do dos lipossomas, sua carga pode ser positiva,
negativa ou neutra. Quanto maior for a carga (positiva ou negativa), maior sera a repulsao entre
as vesiculas formadas, com isso menor serda a chance de aglomeracdo desses lipossomas
(BOZZUTO; MOLINARI, 2015; MITIC et al., 2017). Sendo assim, lipossomas com um ¢ baixo
ou nulo (préoximos de zero), terdo uma maior probabilidade de agregacdo. Desse modo, o ideal
¢ que os lipossomas apresentem { maior ou menor que |30 mV| para serem considerados estaveis
(LAOUINI et al., 2012).

Um outro fator importante da analise do (, ¢ a possibilidade de avaliar a interagdo entre
lipossomas e células, onde a carga elevada facilita e beneficia esta interagado, e, por sua vez, a
entrega de um farmaco no interior das células. Lipossomas com carga neutra possuem uma
interacao reduzida com as células, provocando a liberacao dos compostos encapsulados no meio

extracelular (BOZZUTO; MOLINARI, 2015).
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2.7.5 Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

A eficiéncia de encapsulacao ¢ uma das mais importantes formas de caracterizagao,
uma vez que a eficacia do lipossoma quando aplicado in vivo, bem como suas propriedades
fisico-quimicas depende totalmente da quantidade de composto ativo incorporado as
nanoestruturas (LOPES, 2014).

Tal analise pode ser definida como a quantidade encapsulada nos lipossomas em
relagdo a quantidade inicial adicionada a solucdo encapsulante. A eficiéncia de encapsulagdo
esta relacionada com a capacidade de encapsulacdo dos lipossomas, sendo influenciada pela
composicao do fosfolipidio utilizado, método de producdo, lamelaridade e a quantidade inicial
tanto do agente encapsulante como do material a ser encapsulado (LAOUINI et al., 2012).

Diferentes métodos sao utilizados na quantificacao dos teores de material encapsulado,
além de serem utilizadas para monitorar a estabilidade de armazenamento dos lipossomas em
relacdo a retengdo ou liberagdo do material encapsulado ao longo do tempo. Dentre tais técnicas
destacam-se: espectrofotometria, espectroscopia de fluorescéncia, métodos enzimaticos,
técnicas eletroquimicas e cromatografia liquida de alta eficiéncia (LAOUINI et al., 2012;
PINILLA; BRANDELLLI, 2016). Para a escolha da técnica de quantificagdo do encapsulamento
deve ser levado em consideragdo a natureza das moléculas encapsuladas (LAOUINI et al.,

2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Otimizar a extragdo de compostos bioativos do gengibre e incorpora-los em matriz

lipossomal para aplicag@o bioldgica.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a extracdo do gengibre, seco a 80 °C, em diferentes tempos e temperaturas,
utilizando como solvente EtOH:H>O 70:30 (v/v);

e Determinar a capacidade antioxidante dos extratos, buscando a melhor resposta em
termos de sequestro dos radicais DPPH e ABTS e habilidade quelante de Fe (II);

e Caracterizar o melhor extrato pelo espectro de massas;

e Avaliar a cinética de reacdo em diferentes temperaturas entre o melhor extrato e os testes
de DPPH e ABTS;

e Avaliar a capacidade de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase;

e Incorporar o extrato de gengibre em lipossomas e escolher a melhor condi¢do de
producao;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanoparticulados obtidos;

e Avaliar o potencial biologico, em células tumorais, do extrato incorporado nas

nanoparticulas e comparar com o extrato livre.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes utilizados foram de alta pureza analitica: Etanol absoluto (Quimica
moderna), metanol (Synth), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (Sigma — Aldrich), ABTS
(acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) (Sigma — Aldrich), K>S>Og (persulfato
de potassio) Synth, EDTA (4&cido etilenodiaminotetraacético) (Neon), Cloreto de ferro
tetrahidratado (FeCl. 4H>O) (Sigma — Aldrich), ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-bis(acido 4-
fenilsulfonico)-1,2,4-triazina) (Sigma — Aldrich), lecitina de soja (Solec™ SG), brometo de
neostigmina (Sigma N2001), DNTB (5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (= 98%; Sigma
D8130), HEPES (Methyl 12-hydroxystearate) (Sigma H7006), Isso-OMPA (Tetraisopropyl
pyrophosphoramide) (Sigma T1505), iodeto de acetiltiocolina (AcSCh; Sigma A5751), azul
coomassie (Vetec V001021) e albumina de soro bovino (Sigma A2153).

4.2  PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Amostragem

O gengibre foi adquirido em supermercado local da cidade de Apucarana, estado do
Parand, Brasil. Foi lavado em &4gua corrente, a casca foi retirada das amostras, fatiadas em
pequenos pedagos para posteriormente serem secos a 80 °C, em estufa de circulagdo (Solab
modelo SL-102) com pesagens frequentes até obtengdo de peso constante. Apos secagem, a
amostra foi triturada em um liquidificador industrial (FAK modelo LAR 2L), embalada e
mantida sob refrigeracdo a 2 °C e isolada da interferéncia de luz, evitando a degradagdo dos

compostos bioativos pela exposi¢ao ao calor.

4.2.2 Umidade

O teor de umidade das amostras de gengibre foi determinado por aquecimento em
estufa (Solab modelo SL-102) a 105 °C por 3 horas, esse processo foi repetido até peso
constante, conforme a metodologia descrita pelo INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1985). Os

ensaios de umidade foram realizados em triplicata.
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43  EXTRATOS

Para obter a melhor condigdo de extragdo, variou-se os parametros tempo e
temperatura, utilizando um planejamento composto central rotacional 2> com 3 experimentos
no ponto central, totalizando 11 pontos de andlise. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata. Para a produgdo dos extratos, 0,5 g de amostra foram adicionados a 50 mL de etanol
(EtOH:H>0 70:30 (v/v)), sob agitacdo constante a 140 rpm em shaker (Marconi modelo MA-
420). Ap6s serem filtrados, os respectivos volumes foram ajudados com etanol em baldo
volumétrico de 50 mL, em seguida foram transferidos para frascos ambar e armazenados sob
refrigeracdo para analises posteriores.

A Tabela 01 apresenta os valores reais e codificados da matriz de planejamento. Cada
variavel independente foi investigada para um nivel alto (+1) e um baixo (- 1). Os experimentos
do ponto central (0) foram incluidos na matriz e na andlise estatistica, para identificar o efeito
de cada variavel em funcao da eficiéncia da extra¢do. Os pontos axiais foram acrescentados de

maneira a extrapolar os resultados.

Tabela 01 — Variaveis codificadas do planejamento composto central rotacional 2°

. Temperatura (°C) Tempo (h)
Ensaio - .
Codificada Real Codificado Real

1 (-1) 25 (-1) 4
2 (+1) 55 +1) 20
3 (0) 40 (-1,41) 0,5
4 (-1) 25 (+1) 20
5 (0) 40 (0) 12
6 (+1,41) 60 (0) 12
7 (0) 40 (0) 12
8 (+1) 55 (-1) 4
9 (-1,41) 20 (0) 12
10 (0) 40 (0) 12
11 (0) 40 (+1,41) 24

Fonte: Autora (2020)

Os extratos foram preparados em ordem aleatoria, para evitar o erro sistematico,

variando-se simultaneamente as variaveis estudadas, tempo e temperatura.
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4.4  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pela aplicacdo dos métodos de
sequestro dos radicais livres DPPH e ABTS, e também pela habilidade quelante de ferro (II).
Para a realizacdo dos ensaios de sequestro de radical livre, os extratos foram

submetidos a dilui¢do prévia na proporcao de 1:1 (extrato:etanol).

4.4.1 Avalia¢do da Capacidade Antioxidante — Método DPPH"

O método envolvendo a captura do radical livre DPPH (2,2-Difenil-1- picrilidrazila)
foi realizado de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com modificagdes
(BOROSKI et al., 2015), onde a atividade antioxidante ¢ determinada através do consumo de
DPPH livre nas amostras pelo decaimento da absorbancia.

O radical livre DPPH (0,1192 mmol L) foi preparado a partir da dissolucdo de 4,7
mg de DPPH em 100 mL de metanol sob prote¢do da luz. Para cada extrato fez-se um branco
contendo 1 mL da amostra e 2 mL de MeOH. As replicatas foram preparadas a partir da mistura
de ImL da amostra ¢ 2 mL da solu¢ao de DPPH e como controle 1 mL de MeOH e 2 mL de
DPPH. Apds 30 minutos foram realizadas as leituras em um espectrofotometro (Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis model), a 517 nm. A atividade antioxidante foi expressa em

porcentagem de inibi¢ao do controle, conforme a equacao 03:

(03)

R [Ac — (Aa — Ab)]
% inibicdo DPPH"® = P * 100

Onde, Ac é Absorbancia do controle, Aa é Absorbancia da amostra e Ab é Absorbancia

do branco.
4.4.2 Avaliacao da Capacidade Antioxidante — Método ABTS

A metodologia abordada para a realizagdo do teste de sequestro do radical ABTS foi
descrita por Rufino et al. (2007), com modificagdes (BOROSKI et al., 2015), sendo que o
principio desta técnica esta em avaliar a capacidade antioxidante da amostra em estabilizar o

cation radicalar ABTS*" presente na solucdo, retornando ao seu estado mais estavel.
9
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Inicialmente formou-se o cation radicalar ABTS*" a partir da rea¢do de 5 mL da
solucdo estoque de ABTS (7,0 mmol L) com 88 pL da solugio de perssulfato de potassio (140
mmol L), essa mistura foi mantida em frasco 4mbar em temperatura ambiente por 16 horas
antes do uso. Apos esse periodo, 1 mL do cation formado foi diluido em etanol
(aproximadamente 60 mL), até obter-se uma solugdo com absorbancia de 0,700 £+ 0,050, em
734 nm.

Para as analises, foram realizadas as seguintes composi¢des 30 pL de EtOH em 3 mL
da solugdo estoque de ABTS™ (controle), para cada branco 30 pL da amostra e 3 mL de EtOH
e as replicatas foram preparadas adicionado 30 pulL da amostra e 3 mL da solugdo estoque de
ABTS™, em seguida as misturas foram homogeneizadas e apdés 6 minutos de repouso
determinou-se a absorbancia em espectrofotometro (Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis
model) a 734 nm. A atividade antioxidante foi expressa em porcentagem de inibi¢do do

controle, de forma semelhante a equagao 03.

4.43 Avalia¢do da Capacidade Antioxidante — Habilidade Quelante de Ferro (II)

A atividade antioxidante pelo método de habilidade quelante de ferro (II), foi
determinada através da metodologia desenvolvida por Stookey (1970), com modificacdes
(BOROSKI et al., 2015).

Para esta andlise, foram preparadas solug¢des de FeCl2.4H>O (2,0 mmol L'1) e ferrozina
(5,0 mmol L), dissolvendo respectivamente 0,0040 g e 0,0250 g em 10 mL de 4gua para cada
reagente.

A andlise foi realizada com a adi¢@o de 3,7 mL do extrato ¢ 0,1 mL de FeCl, a um tubo
de ensaio, o mesmo procedimento foi realizado para o branco, com 3,7 mL do solvente (Ap) em
substituicdo das amostras. A leitura (Ao) foi realizada em espectrofotometro (Agilent
Technologies Cary 60 UV-Vis model) a um comprimento de onda de 562 nm. Foi adicionado
a esta solucao, 0,2 mL de ferrozina e depois de 10 minutos a leitura foi realizada no mesmo
comprimento de onda (A1). O céalculo da porcentagem da habilidade quelante de ferro (II) do

extrato foi obtido a partir da equacdo 04 (BOROSKI et al., 2015)

(04)

A, — (A1 —A
% habilidade quelante = {[ b= (s 0)]} * 100

Ap
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4.4.4 Avaliacao da Cinética de Reag¢ao dos Métodos DPPH ¢ ABTS

Foram obtidos os parametros cinéticos (taxa de reagdo, k, ordem de reacao, o, fator
pré exponencial, ko, e energia de ativagdo, E) para as reacdes entre os radicais DPPH e ABTS™*
e o extrato de gengibre (C = 0,01 g mL™) que apresentou melhor atividade antioxidante. Para
isso, os ensaios foram conduzidos nas temperaturas de 20, 40 e 50 °C, os experimentos
realizados em triplicata e as leituras em espectrofotdmetro executadas nos tempos: 0, 2,5, 5, 10,
15, 20, 25 e 30 minutos, conforme metodologia descrita anteriormente para cada método.

As absorbancias obtidas foram utilizadas para determinar as concentragdes dos
extratos ao longo do tempo, pela Lei de Beer conforme a equagio 05 (MAYERHOFER; POPP,
2019), onde A ¢ o valor da absorbancia, a ¢ constante, C € a concentracao e | ¢ o comprimento

do caminho oOptico.

A=1-—e=C (05)

Em seguida, foi calculado o consumo do radical livre através da reacdo com o
antioxidante presente no extrato. As equacdes 6 e 7 foram utilizadas para obter k e a por meio
do consumo de DPPH e ABTS ™, respectivamente (FOGLER, 2009), onde [DPPH] e [ABTS™]
correspondem as concentragdes consumidas dos radicais livres ao longo do tempo, k € a sdo a

taxa e ordem de reacdo, respectivamente.

% = —k[DPPH]* (06)
—d[ALZS.q = —k[ABTS** |~ (07)

Posteriormente, os resultados obtidos através das Equagdes 04 e 05 foram comparados
com os dados experimentais de acordo com a fungdo objetivo, minimizada para cada condi¢ao

experimental (Equagdes 08 e 09).

® = Z([DPPH]exp = [DPPH]Cal)Z (08)

o = Z([ABTS'*]exp — [ABTS** 10q.)° (09)
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Conhecendo os valores de a e de k e considerando a variagao de temperatura do meio
reacional, obteve-se o fator pré-exponencial (ko) e a energia de ativacdo (E) pela lei de
Arrhenius (Equagdo 10) (SATHIVEL; HUANG; PRINYAWIWATKUL, 2008), onde R

corresponde a constante do gés ideal, 8,314 J mol! K.

E
= - 1
k koexp< RT) (10)
4.5 AVALIACAO TERMICA DO EXTRATO DE GENGIBRE

4.5.1 Analise Termogravimétrica (TG) e Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As propriedades térmicas do extrato de gengibre foram determinadas a partir das
analises de TG — DTA, usando o analisador Termogravimétrico (TGA-50, Shimadzu), sob
atmosfera de ar sintético com fluxo de argonio de 50 mL min™!. As amostras foram aquecidas a
partir da temperatura ambiente (= 23 °C) até 800 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

A massa da amostra utilizada foi de 0,0073 g.
4.5.2 Analise Calorimétrica Exploratéria Diferencial (DSC)

A anélise Calorimétrica Exploratoria Diferencial (DSC) do extrato de gengibre foi
determinada em Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC-60 Plus, Shimadzu). Utilizou-se
0,0059 g de extrato de gengibre em cadinho de aluminio, atmosfera de ar sintético com fluxo

de argodnio de 50 mL min™! e taxa de aquecimento de 10 °C min™! até 350 °C.
4.6  ESPECTROSCOPIA DE MASSAS

A espectroscopia de massas no modo Scan, foi utilizada para avaliar de forma
qualitativa o extrato de gengibre que apresentou a melhor atividade antioxidante, na forma
bruta. Os experimentos foram realizados no espectrometro de massas, quadrupolo tripo,
Premier XE (Waters, Milford, MA, EUA), equipado com ionizagdo por eletrospray (ESI),
operando em modo negativo. Os parametros ESI (-) foram: capilar de 2 kV, cone de 20 V com
quadrupolo ajustado para resolu¢ao de unidade. Para a fase movel foi utilizada uma solucao de

MeOH e NH4OH (0,1%) e o gas de dessolvatagao mantido a 200 °C.
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Inicialmente, o extrato de gengibre (0,0100 g) foi diluido em 10 mL da solugdo mével
com o auxilio de ultrassom, obtendo uma concentragdo inicial de 0,001 g mL!, em seguida a
solucao obtida foi filtrada em Millex-HV 0,45 um. Para a analise, a solucao filtrada foi diluida
trés vezes em faze moével antes da injecdo no equipamento, com uma concentracao final de 1

ug mL™. Os dados foram analisados com o auxilio do software Spartan 18.

47  ANALISE BIOLOGICA

4.7.1 Atividade Enzimatica da AChE

4.7.1.1. Dissecacao das Estruturas Encefalicas

Os ratos foram eutanasiados e os encéfalos foram armazenados em tubos de ensaio
com tampao Tris HCI 10 mM [pH 7,2] gelado, na proporg¢ao (1:10 (m:v)). Em seguida, foram
homogeneizadas em Potter de vidro. Apds a homogeneizacao, as estruturas foram centrifugadas
a 1000 g (2500 rpm) por 15 min. O sobrenadante foi separado em microtubos e congelado
imediatamente a -20 °C para posteriormente ser utilizado na quantificag¢do e inibi¢ao da AChE.

O conteudo proteico das amostras foi determinado de acordo com o método descrito

por Bradford (1976), utilizando albumina bovina sérica como padrao.

4.7.1.2. Quantificacao da Atividade Enzimatica da AChE

Os sobrenadantes dos homogenatos foram utilizados para o ensaio enzimatico da
atividade da AChE, determinada espectrofotometricamente através do método de Ellman et al.
(1961), com modificagdes (DINGOVA et al., 2014).

A andlise da atividade enzimatica foi realizada em placas de 96 pogos. Procedeu-se a
analise da atividade enzimatica, através da execucao do seguinte procedimento experimental:
150 puL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH= 7,0), 80 uL de 4dgua destilada, 20 puL de
homogenato e 20 pL de Iso-OMPA (inibidor da BChEi), foi deixado pré-incubando por 30 min.
Apos isso foi adicionado 30 pL de acetiltiocolina (10 mM) para dar inicio a reacao, no qual foi
deixado incubando por 10 min a 37°C.

A reagdo foi parada pela adi¢do de 20 pL de brometo de neostigmina (inibidor da
AChEI) 51 mM e para revelagao foi adicionado 20 pL de 4cido 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)
(DTNB) 8,5 mM. A hidrolise do iodeto de acetiltiocolina catalisado pela AChE forma o anion
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5-tio-2-nitrobenzoato (TNB). Este anion ¢ formado pela reagdo do DTNB com as tiocolinas
resultantes da hidrélise. No final da reagdo, a concentragdo deste anion pode ser determinada
em Amax = 412 nm, recorrendo a um espectrofotometro em temperatura ambiente. A atividade

da AChE foi expressa em umol de acetiltiocolina hidrolisada/hora/miligrama de proteina.

4.7.1.3. Aspectos Eticos

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMS. A manipulacdo e cuidados com os animais foram realizados de acordo com a Lei n°
11.794, de 2008 e com a diretriz Brasileira de Pratica Para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais

para Fins Cientificos e Didaticos (DBPA).

4.7.2 Atividade Citotoxica

Inicialmente, realizou-se o preparo da solugdo a ser testada no teste citotoxicidade.
Foram pesadas 4 mg do extrato de gengibre e diluidas, com o auxilio de vortex, em 1 mL de
meio de cultura. Desta solugdo foram preparadas as seguintes concentragdes teste: 5, 10, 50,
100, 200, 300, 400, 500 e 1000 ug mL"! de meio de cultura suplementado com soro bovino
fetal.

As células de hepatoma de Rattus norvegicus (HTC), adquiridas do Banco de Células do
Rio de Janeiro, foram cultivadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo 10 mL de meio de
cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invitrogen — Carlsbad, CA, EUA)
e incubadas em estufa tipo BOD a 37 °C.

O teste da atividade citotoxica foi realizado pelo ensaio MTT [3-(4,5-Dimethilthiazol-2-
il)-2,5-diphenil tetrazolium bromide], de acordo com o protocolo sugerido por Mosmann
(1983), com modifica¢des. Foram utilizadas placas de cultivo de 96 pocos onde, em cada pogo,
foram semeadas 2,0x10* células HTC, com excegio do pogo de controle sem célula (branco).
Ap6s 24 horas, o meio de cultura de cada poco foi descartado e adicionou-se 100 pL de meio
completo para os grupos: controle negativo (CO") (meio de cultura), controle positivo (CO™)
com o agente citotoxico metil metanossulfanato (MMS 500 uM) e os tratamentos com as
diferentes concentragdes do extrato.

As células foram incubadas por 24, 48 e 72 horas e, apds esse tempo, o meio de cultura
foi substituido por 100 pL de meio de cultura ndo suplementado, acrescido de MTT (0,167 mg

mL™). A placa foi incubada novamente por mais 4 horas e, na sequéncia, foi descartado o meio
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contendo MTT e aos pogos foram adicionados 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para
solubilizacao dos cristais de formazan. As leituras das absorbancias foram realizadas em uma
leitora de microplaca (Thermo Plate) a 560 nm.

Os resultados foram apresentados como média e desvio padrdo das absorbancias e
submetidos a analise de variancia (one way ANOVA), seguido do teste de Dunnet, com o uso
do programa Action Stat. As diferencas foram consideradas sendo estatisticamente
significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Os valores percentuais de viabilidade

celular (VC) foram estimados por meio da Equacao 11.

ABS;
ABScq-

Ve = ( ) X 100 (11)

Onde, VC ¢ a viabilidade celular (%), ABSt ¢ a absorbancia do tratamento e ABS(_

¢ a absorbancia do controle negativo.
4.8  PRODUCAO DE LIPOSSOMAS

A produgdo dos lipossomas foi realizada pelo método de injecao de etanol conforme
proposto por Zdémpero et al. (2015), com modificagdes.

Para a producio da fase organica, o fosfolipidio (lecitina de soja- MM:780 g mol™) foi
disperso em etanol a uma concentracdo de 4,64 mM em banho ultrassonico (cuba de ultrassom
Cristofoli, 42 KHz) com temperatura controlada (40 &+ 2°C), até total dissolug¢do. A propor¢ado
de extrato de gengibre foi de 10, 20 e 30% (m/m) em relacdo ao fosfolipidio, o qual foi
adicionado a mistura etandlica. Na sequéncia, realizou-se a injecdo da fase organica em agua
em temperatura ambiente, considerando uma razao de 10% (v/v) de solucao organica em agua

a uma vazdo de 10 mL.min"!, com velocidade de agitagiio controlada em 1300 rpm.
4.8.1 Dispersao dindmica de luz (DLS) e potencial Zeta
A andlise do tamanho, polidispersidade e potencial zeta dos lipossomas foi realizada

com o equipamento DLS Litesizer 500 (Aton Paar), na temperatura de 25 °C. As andlises dos

dados foram realizadas pelo software incluido no sistema.
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4.8.2 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagdo (%EE) foi realizada conforme metodologia descrita por
Trucillo et al. (2018), com modificagoes.

As suspensdes lipossomais obtidas, foram mantidas sob refrigeracao (= -15 °C) por 50
min, posteriormente as solugdes foram centrifugadas a 8000 rpm por 1 h, o sobrenadante foi
removido para a determinagdo da %EE.

A quantidade de compostos fenodlicos no sobrenadante foi estimada utilizando-se o
ensaio colorimétrico Folin-Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965), e as leituras foram
realizadas em espectrofotometro (Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis model) no
comprimento de onda de 725 nm. As concentragdes dos compostos fenodlicos foram expressas
em miligrama equivalente de 4cido gilico por grama de amostra (EAG gEG™), através de uma

curva padrio de acido galico com diferentes concentragdes (0 — 200 ug L', R? = 0,9993).
49  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados através da analise de variancia Anova (n=6), teste
Tukey (p<S5), superficie de resposta e a analise da componente principal (PCA) utilizando
software Statistica® 8.0. Para andlise dos pardmetros cinéticos utilizou-se qui-quadrado
reduzido (y2), erro quadratico médio (MSE), raiz do erro quadratico médio (RMSE), raiz do
erro quadratico médio normalizado (NRMSE) e a andlise estatistica da eficiéncia do modelo

(EF), representados pelas Equacao de 12 a 13, respectivamente (MEISAMI-ASL et al., 2010).

Y ([Rad Liv]ey, — [Rad Liv]q)

2 _
X° = N, —N. (12)
1 2
MSE = N—Z([Rad Liv]exp — [Rad Liv]cq;) (13)
o]
1
1 N2
RMSE = (N—Z([Rad Liv]eyp — [Rad Liv]eq;) ) (14)
(]
RMSE
NRMSE = (15)

[Rad Liv]pmax — [Rad Liv]min

Z([Rad Liv]exp—[Rad Liv]exp)z— Y([Rad Liv]cq;—[Rad Liv]exp)Z

2 (16)

EF =
%([Rad Liv]exp—[Rad Liv]exp )
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Sendo que [Rad Liv],y, corresponde ao valor do consumo de DPPH ¢ ABTS™

experimentalmente, [Rad Liv],q, € [Rad Liv],i, 0 méaximo e minimo valor de consumo do
radical livre, No o numero de observagdes ¢ N o numero de constantes do modelo. Para a
analise estatistica da eficiéncia do modelo, os melhores ajustes sao valores proximos de 1, para
as demais andlises o melhor valor corresponde a aproximadamente 0 (MEISAMI-ASL et al.,
2010).

Os resultados obtidos através dos ensaios enzimaticos in vitro foram analisados pelo
GraphPad Prism através da andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo
teste post hoc de Dunnett, ou testes ndo paramétricos equivalentes. Os resultados foram
considerados significativos quando p <0,05. Para os ensaios da atividade citotdxica foi aplicado

o teste post hoc de Dunnett.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 UMIDADE

O teor de umidade da amostra avaliada (81,1214 + 0,5496 %) foi proximo a valores
encontrados por Oliveira (2018), que comparou o teor de umidade do gengibre de dois estados
e obteve uma variagdo de (85 a 86,25 %). Conforme Souza et al. (2019), o teor de umidade do

gengibre pode variar de 80 a 90%, devido as condi¢des climaticas e técnicas de cultivo.

52  SECAGEM

A partir da curva (Figura 19) obtida através dos dados da cinética de secagem, foi
possivel determinar o tempo de secagem das amostras, onde a curva apresenta o decaimento da

massa de gengibre in natura em relagao do tempo (t).

Figura 19 — Gréfico representando o tempo de secagem
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Fonte: Autora (2020)

Os primeiros minutos correspondem ao periodo em que o gengibre se adapta as
condigdes de secagem, ¢ possivel observar no grafico que a massa tem um maior decaimento
nos primeiros 40 minutos do processo. Segundo Celestino (2010), nesse intervalo de tempo a
superficie do alimento fica saturada, o que facilita a evaporagdo da 4gua livre ali presente. A

partir de entdo, hda um aumento na resisténcia interna dificultando que o liquido presente no
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interior do gengibre chegue a superficie para suprir a 4gua evaporada, fato esse que se mantém
até a obtengdo de massa constante.

A técnica de secagem tem como objetivo a remocao de agua presente no material a ser
trabalhado através dos processos de transferéncia de massa e de calor, envolvendo condigdes
controladas de temperatura, umidade e corrente de ar (CELESTINO, 2010; NADAR; RAO;
RATHOD, 2018). Sabe-se que a dgua presente nos alimentos ¢ a responsavel pelo equilibrio
quimico, fisico e também ¢ utilizada como controle no desenvolvimento microbiano. Assim
sendo, a secagem ¢ utilizada como um meio de conservacao pois, ao reduzir o teor de d4gua no
alimento consequentemente o desenvolvimento microbioldégico também sera reduzido,
retardando as reagdes quimicas de deterioragdo (AN et al., 2016; FRAZIER, 2015). Além de
promover o aumento da porosidade do sélido pela remog¢do da dgua, o que facilita a etapa de
extracdo (NADAR; RAO; RATHOD, 2018).

A temperatura de secagem dos alimentos tem influéncia direta na preservagio de seus
compostos bioativos. Em estudos realizados por Mahayothee et al. (2020), foram comparadas
diferentes temperaturas de secagem (40, 50, 60, 70 e 80 °C) do gengibre e observou-se que o
processo realizado a 80°C proporcionou um melhor resultado de atividade antioxidante,
indicando que ndo houve a degradagdo dos compostos bioativos ali presentes. Camargo et al.
(2019) comparou a atividade antioxidante do gengibre exposto a diferentes temperaturas de
secagem (40, 60 e 80 °C), e também constatou uma melhor atividade antioxidante quando seco
a 80 °C. Com base nesses estudos, determinou-se que a temperatura de 80 °C deveria ser a
condicdo de secagem para as amostras utilizadas neste trabalho.

Além de facilitar o transporte, aumentar a vida Util do alimento e a concentragao dos
compostos, uma outra vantagem que a secagem com temperatura controlada oferece ¢ a
conversao de compostos bioativos (BORAH et al, 2017). Ghasemzadeh et al. (2018),
analisaram o efeito da secagem no rizoma de gengibre comparando diferentes tipos de secagem
e temperaturas, notando que, ao elevar a temperatura de 120 °C para 150 °C, foi possivel
identificar o shogaol, comprovando a conversao de gingerol em shogaol. Um outro ponto
observado por Ghasemzadeh et al. (2018), foi que a secagem a elevadas temperaturas
apresentava elevada concentragdo de shogaol quando realizadas por um periodo de até 6 horas,
depois disso o composto comegava a se degradar, conclui-se entdo que ao realizar a secagem
com temperatura elevada, o tempo de permanéncia da amostra em estufa deve ser menor para
ndo comprometer a amostra estudada.

Independentemente do método aplicado para a determinacdo da capacidade

antioxidante do gengibre, a literatura mostra que o extrato preparado com o gengibre seco e
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utilizando como solvente o etanol, apresentam uma maior atividade antioxidante. Com isso,
entende-se que o gengibre, ao passar por um processo térmico, a energia recebida da inicio a
uma reagao quimica que converte os compostos presentes em substancias com maior atividade

antioxidante (LI, YUXIN et al., 2016).

5.3  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Foi avaliado o efeito de duas varidveis independentes no processo de extracdo, a
temperatura (20, 25, 40, 55 ¢ 60°C) e o tempo (0,5; 4; 12, 20 e 24 horas). O ensaio de atividade
antioxidante foi utilizado para avaliar a qualidade dos extratos etandlicos, conforme o
planejamento experimental descrito anteriormente.

O solvente utilizado para a producdo dos extratos foi escolhido com base em estudos
desenvolvidos por Camargo et al. (2019), no qual comparou-se as extragdes do gengibre seco
a diferentes temperaturas (40, 60 ¢ 80 °C) com dois solventes, etanol ¢ metanol, 70:30 e 95:5
(v/v), respectivamente, sendo que o extrato produzido com etanol (70:30 v/v) apresentou
elevado teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante.

A Tabela 02 consta os resultados obtidos para a avaliagdo da atividade antioxidante

dos ensaios DPPH, ABTS e habilidade quelante de ferro (II).

Tabela 02 — Resultados das porcentagens de atividade antioxidante (%AA) para os diferentes
extratos do gengibre

EG T(CC) t(h) DPPH (%) ABTS (%) HB (%)
1 25 4 82,2009% (£ 0,1284) 21,0511 (£ 0,2081)  92,6253b¢ (& 0,1525)
2 55 20 82,5175%(+0,0815) 27,2929 (+ 0,1480) 99,8951% ( 0,0231)
3 40 0,5 86,3379 (+0,1491) 23,3601%¢ (+ 0,1743) 88,6078 (+ 0,1488)
4 25 20  88,4858" (+0,1320) 27,6013 (& 0,2662) 90,3522 (& 0,0600)
5 40 12 82,4591 (+0,1702) 22,3872 (+ 0,2170) 91,5952¢ (+ 0,0898)
6 60 12 83,5804¢ (& 0,1349) 29,8673 (& 0,2074) 99,7810 (+ 0,0592)
7 40 12 82,7765 (+ 0,1509) 22,5749 (+ 0,0919) 91,2749¢ (+ 0,1830)
8 55 4 81,7739 (+0,0452) 23,5181¢ (+ 0,0673) 92,2745¢ ( 0,1326)
9 20 12 85,1680° (= 0,0506) 24,7036¢ (£ 0,1091) 87,1463¢ (£ 0,2179)
10 40 12 82,4948%¢(£0,0947)  23,1409%f (£ 0,0367)  91,2709¢ (x 0,2089)

11 40 24

85,6610° (+ 0,1059)

23,73484 (& 0,1648)

93,2244 (£ 0,1145)

EG: Extrato de Gengibre, T: temperatura, t: tempo, HB: Habilidade quelante de ferro (II). Os dados
representam a média das amostras (n=6). Na mesma coluna, valores com letras iguais ndo diferenciam
significamente (p<0,05)

Fonte: Autora (2020)
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A atividade antioxidante avaliada pelo método de redu¢@o do radical DPPH apresentou
como melhor resposta o ensaio 4 (25 °C por 20 h), e a menor proporcao de redugdo do radical
foram obtidos para os ensaios 1 (25 °C por 4 h) e 6 (60 °C por 12h). Os resultados obtidos do
extrato etandlico de gengibre indicam uma efetiva extragdo dos compostos bioativos
responsaveis pela acdo antioxidante da amostra avaliada, chegando a aproximadamente 88,50%
de reducdo do radical formado. O resultado obtido no presente trabalho esta entre os resultados
encontrados por Camargo et al. (2019) e Tanweer et al. (2020), onde avaliaram a atividade
antioxidante de extratos etanodlicos de gengibre seco, alcangando 91,29% e 51,10% de redugao
do radical DPPH, respectivamente. A diferenga na porcentagem de atividade antioxidante
encontrada pelos pesquisadores citados pode estar relacionada com a diferenca da proporgao de
solvente de extracdo que utilizaram, tendo em vista que Camargo et al. (2019) utilizou uma
solugdo de etanol:agua 70:30 (v/v), ja Tanweer et al. (2020), apesar de também ter utilizado
como solvente etanol:agua, alterou a propor¢ao empregada, sendo ela 50:50 (v/v), observa-se
que uma maior quantidade de solvente polar garante uma melhor atividade antioxidante ao
extrato de gengibre, indicando que os compostos bioativos extraidos apresentam caracteristica
polar.

Para o teste de reducao do radical ABTS (Tabela 02), a varia¢do foi de 21,0511 +
0,2081% (ensaio 1) a 29,8673 = 0,2074% (ensaio 6), mostrando que o extrato etandlico de
gengibre apresenta uma baixa agio redutora do radical ABTS™, sendo que a maior porcentagem
de redugao obtida foi nas condi¢des de 60 °C por 12 horas. Apesar de ter utilizado a mesma
proporcao e tipo de solvente para a extracdo do gengibre, etanol:agua (70:30 (v/v)), Camargo
et al. (2019) obtiveram uma resposta superior ao encontrado nesse trabalho, com um potencial
de reducdo de 69,97% do radical ABTS™. A diferenca de porcentagem de reducio do radical
ABTS™ pode ser atribuida ao método de agitagio (magnética e shaker) e as condi¢des de cultivo
(plantio e colheita provenientes de épocas diferentes), haja vista que ambos trabalhos utilizaram
as mesmas proporc¢des em relagdo amostra:solvente (1:2, m/v).

Os resultados (Tabela 02) mostram o elevado potencial do gengibre referente ao teste
de HB, com destaque para os extratos 2 (99,8951 £+ 0,0231%) e 6 (99,7810 + 0,0592%), que
foram preparados nas condi¢des de 55 °C por 20 h e 60 °C por 12 h, respectivamente, nao
apresentando diferenca significativa entre seus valores (p <0.5). Os resultados obtidos para este
ensaio foram superiores aos resultados obtidos por Zhang et al. (2011), que aplicou esse mesmo
teste em trés extratos do rizoma de gengibre, 4cido, aquoso e alcalino, obtendo valores de

96,3%, 82,4% e 62,5%, respectivamente. J& Tanweer et al. (2020), avaliaram a extragdo
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(etanol:agua 50:50 v/v) de diferentes partes do gengibre, sendo elas folhas, flor e rizoma e
obteveram valores bem abaixo, sendo 32,02%, 18,70% e 15,62%, respectivamente.

Diferencas na atividade antioxidante podem estar associadas a diversos fatores que
influenciam no resultado final, tais como ponto de maturagdo e condi¢des do cultivo do
gengibre, solvente de extrag¢do, condi¢des de secagem e tempo de armazenamento da amostra
(FERREIRA, F. B., 2020; TANWEER et al., 2020).

Cada teste aplicado responde de forma diferente, o DPPH e ABTS estao relacionados
com a capacidade do extrato em estabilizar o radical formado através da troca
eletronica/atdmica. Entretanto, como os radicais formados sao diferentes, o composto extraido
reage de maneira distinta, ou seja, pelos testes aplicados observa-se que o extrato de gengibre
consegue inibir o radical DPPH mas a reagdo com o radical ABTS ndo ¢ tao efetiva.

A habilidade quelante de ferro (II) refere-se ao potencial da amostra em quelar metais
livres, visto que, quando em excesso, esses ions sdo um dos responsaveis pela fase inicial das
reacdes de oxidacdo. Pelos resultados obtidos, as condigdes de extragdo que apresentaram as
melhores respostas ao teste de habilidade quelante de ferro (II) foram 60 °C por 12 horas, sendo
as mesmas condi¢des encontradas para o teste de reducdo do radical ABTS.

A otimizacao de extracdo estudada mostrou que o aumento da temperatura de extragao
(50 a 60 °C) influenciou de maneira positiva na obtengao dos compostos bioativos do gengibre,
pois esse aumento faz com que as amostras permanecessem por um menor tempo em contato
com o calor, evitando a degradacdo dos compostos. Hsieh et al. (2020) relata em seu estudo
sobre o gengibre que, em baixas temperaturas a extra¢do ndo ¢ eficiente, pois dificulta a
solubilizacdo do composto no solvente e em temperaturas acima de 60 °C podem levar a

deterioragdao dos compostos extraidos.

5.3.1 Anadlise da Superficie de Resposta e Avaliagdo do Componente Principal

O planejamento fatorial apresenta como principal vantagem a reducdao de
experimentos, devido a possibilidade de gerar um modelo matematico no qual permite prever
o comportamento da amostra em condigdes que ndo foram avaliadas. Neste trabalho foi
realizado um delineamento composto central rotacional 2? e avaliados individualmente para
cada teste antioxidante.

O planejamento fatorial escolhido ndo se ajustou aos modelos referentes aos ensaios
de DPPH e ABTS, conforme os graficos de tendéncia (Figura 20), apresentaram R? baixo,

0,6827 e 0,7495, respectivamente, ¢ também, apresentou erro residual relativamente alto
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(2,9435 para o DPPH e 3,5585 para o ABTS), que ¢ justificavel pela ndo adequagdo do modelo

proposto, quanto mais proéximo for os valores sugeridos ao modelo proposto e os obtidos

experimentalmente, menor seréd o erro. Apesar disso, € possivel gerar o grafico de superficie de

resposta (Figuras 21 e 22) para uma melhor visualizacdo dos resultados experimentais obtidos.

Predicted Values

Figura 20 — Modelos propostos pelo planejamento fatorial 22 para os testes a) DPPH e b)
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Figura 21 — Superficie de resposta para o teste DPPH em relagdo a temperatura (°C) e tempo
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Figura 22 — Superficie de resposta para o teste ABTS em relagdo a temperatura (°C) e tempo
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Fonte: Autora (2021)

Pelos graficos de superficies de resposta que indicam a relacdo entre as variaveis
tempo e temperatura para o teste de DPPH (Figura 20), nota-se que para a obtengdo do
percentual maximo de reducao do radical DPPH, o extrato deve ser produzido em temperaturas
mais baixas (20 a 40 °C) e tempos mais longos (20 a 26 h). Os resultados obtidos mostram que
as condicdes aplicadas (40 °C por 12 h) estdo dentro da faixa 6tima estimada pelo modelo,
alcancando até 88% de redugdo do radical.

Os graficos de superficie de resposta para o teste de redu¢do do radical ABTS (Figura
21), apresentaram duas regides para obtencdo do potencial maximo das amostras. A primeira
esta relacionada com a faixa de 55 a 65 °C com tempo variando de 6 a 18 h, maiores
temperaturas e menores tempos de extracdo e a segunda regido mostra que os extratos podem
ser preparados em baixas temperaturas quando o tempo de extragdo for maior (15 a 20°C por
22 a 28 h). Os resultados reais obtidos condizem com a primeira regido descrita (29% de
redugdo do radical ABTS a condig¢do de 60 °C por 12 h).

Para avaliacdo da habilidade quelante de ferro (II), o modelo proposto apresentou
ajuste conforme o grafico de tendéncia de resposta (Figura 23), apresentando R? igual a 0,9029
e erro residual de 3,1158. Observa-se que o teste de habilidade quelante apresenta os resultados
experimentais que mais se aproximam dos valores preditos pelo modelo (linha vermelha), ao

contrario do que foi obtido nos testes anteriores.
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Figura 23 — Modelo proposto pelo planejamento fatorial 22 para o teste de habilidade
quelante de ferro (II)
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Figura 24 — Superficie de resposta para o teste Habilidade Quelante de Ferro (II) em relagdo a
temperatura (°C) e tempo (horas). a) Grafico 3D e b) Grafico de contorno
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Como pode ser observado nos graficos da Figura 24 e pelos resultados experimentais
obtidos, tanto para o teste de redugdo do radical ABTS quanto para habilidade quelante de ferro

(IT), a condicao ideal de extragdo seria 60 °C por 12 h.
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Para uma melhor percep¢ao dos resultados e uma avaliagdo mais minuciosa dos dados
obtidos, aplicou-se a analise de componentes principais (PCA), afim de observar semelhancas
e/ou diferencas e a influéncia que os parametros temperatura e tempo exercem sobre os extratos
de gengibre, a partir dos resultados dos testes referentes a atividade antioxidante. Esta analise
baseia-se em uma técnica de multivaridveis que transforma um conjunto de resultados originais
em outro conjunto de variaveis com mesma dimensao chamadas de componentes principais.

Na Figura 25, observa-se a projecdo da PCA em um espaco no plano, do qual somente
as duas primeiras componentes foram mais significativas para a variancia explicada dos dados,

sendo que, combinadas, explicou 100% da variancia total dos dados originais.

Figura 25 — Grafico da analise PCA para as variaveis aplicadas. a) Proje¢ao das variaveis no
plano fatorial e b) Projecao dos resultados no plano fatorial
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Os graficos gerados pelo PCA exemplificam e direcionam sobre a melhor condicao de
extracdo, sendo que a Figura 25 (a) expdem os testes aplicados (DPPH, ABTS e habilidade
quelante de ferro (II)), nota-se que os ensaios ABTS e quelante de ferro (II) apresentam uma
associacao negativa tanto pra PC1 como para a PC2, e estdo no mesmo quadrante indicando
que nesses pontos existe uma relacao entre os melhores pontos, que podem ser identificados na
Figura 25 (b). J& o DPPH aparece no quadrante seguinte e apresenta uma associagao positiva
para a PC2 e negativa para a PC1, indicando que os pontos de maior atividade antioxidante sdo
diferentes dos pontos referentes aos outros testes citados.

Pela Figura 25 (b), através da projecao da PC1 x PC2, observa-se a formacao de quatro
grupos A, B, C e D. O grupo A, formado pelos extratos 2 e 6, o grupo B, pelo extrato 4, o grupo

C pelos extratos 3, 9 ¢ 11 e o grupo D pelos extratos dos pontos centrais 5, 7 ¢ 10 e pelos
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extratos 1 e 8. Através da distribui¢do das amostras no plano bidimensional verificaram-se
semelhanca entre os extratos pertencentes aos grupos C e D, posicionadas positivamente na
PC1, sendo a componente que mais contribuiu para a separagdo dos grupos, explicando 73,32%
da variancia dos dados.

Ja os extratos do grupo A posicionados negativamente na PC1 e PC2, e o extrato do
grupo B posicionado negativamente na PC1 e positivamente na PC2 correspondem a 26,68%
da variancia dos dados. Com o modelo obtido da analise PCA, confirmou-se a influéncia da
temperatura ¢ tempo de extragdo sobre os testes relacionados a atividade antioxidante,
mostrando que o tempo tem uma maior influéncia sobre os testes de ABTS e habilidade
quelante de ferro (II), visto que pertencem ao mesmo quadrante. J4 para o teste DPPH, o fator
com maior influéncia ¢ a temperatura.

A técnica de analise PCA mostrou-se eficaz na interpretacao dos resultados referentes
aos testes de atividade antioxidante aplicados ao EG, estando de acordo com os resultados
apresentados pela metodologia da superficie de resposta. Em fun¢ao disso, foi comparado a
Figura 25 (a) e (b) com a resposta estatistica Anova. Sendo assim, o extrato de gengibre nimero
6 (60 °C por 12h) foi o escolhido como a melhor op¢ao, dentre as condi¢des avaliadas, para dar

continuidade as etapas subsequentes do trabalho.

5.3.2 Avaliacao da Cinética de Reagao dos Métodos DPPH ¢ ABTS

Os ajustes matematicos para determinacdo dos parametros cinéticos, entre o melhor
extrato de gengibre e os radicais DPPH e ABTS™, foram realizados através da minimizagao das
Equagoes 06 e 07. Foram plotados os graficos relacionados ao consumo dos radicais livres
DPPH e ABTS"" durante a reagdo com o extrato 6 (Figuras 26 e 27) e na Tabela 3, é apresentado
os dados de k e o ajustados para cada condi¢do experimental, juntamente com as analises
estatisticas. Vale ressaltar que para o ensaio de ABTS"", para as ordens 1 e 2, os valores de o

nao foram relacionados pois nao apresentaram valores positivos aos ajustes matematicos.

Tabela 3 - Valores de k e a para cinética de reacdao do extrato de gengibre com os radicais
DPPH e ABTS"" variando a temperatura do meio reacional.
AJUSTES DE k E a0 PARA CINETICA DOS RADICAIS LIVRES
DPPH ABTS™
o 1 2 3 4 5 3 4 5
k(20°C) 9,59E-02 1,84E+00 3,25E+01 5,90E+02 1,14E+04 | 8,55E-03 5,99E-03 4,19E-03
X 3,75E-04 1,04E-04 1,89E-05 4,88E-06 1,34E-05 | 3,61E-02 2,88E-02 2,27E-02
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MSE
RMSE
NRMSE
EF
k(40°C)
.X2
MSE
RMSE
NRMSE
EF
k(50°C)
.X2
MSE
RMSE
NRMSE
EF

2,81E-04
1,68E-02
1,94E-01
6,05E-01
1,40E-01
3,02E-04
2,26E-04
1,50E-02
2,02E-01
5,98E-01
2,51E-01
3,17E-04
2,38E-04
1,54E-02
2,02E-01
5,95E-01

7,80E-05
8,83E-03
1,02E-01
8,90E-01
2,94E+00
7,69E-05
5,76E-05
7,59E-03
1,02E-01
8,98E-01
4,29E+00
9,84E-05
7,38E-05
8,59E-03
1,13E-01
8,74E-01

1,42E-05
3,77E-03
4,36E-02
9,80E-01
6,37E+01
1,25E-05
9,36E-06
3,06E-03
4,10E-02
9,83E-01
1,00E+02
2,38E+00
1,78E-05
4,22E-03
5,54E-02
9,70E-01

3,66E-06
1,91E-03
2,21E-02
9,95E-01
1,49E+03
2,24E-06
1,68E-06
1,30E-03
1,74E-02
9,97E-01
2,66E+03
5,66E-06
4,24E-06
2,06E-03
2,70E-02
9,93E-01

1,00E-05
3,17E-03
3,67E-02
9,86E-01
3,73E+04
7,93E-06
5,95E-06
2,44E-03
3,27E-02
9,89E-01
7,17E+04
7,75E-06
5,81E-06
2,41E-03
3,16E-02
9,90E-01

2,71E-02
1,65E-01
2,90E-01
1,29E-01
2,81E-02
2,04E-02
1,53E-02
1,24E-01
1,08E-01
8,73E-01
3,66E-02
3 44E-02
2,58E-02
1,61E-01
1,35E-01
8,13E-01

2,16E-02
1,47E-01
2,59E-01
3,04E-01
2,24E-02
8,81E-03
6,61E-03
8,13E-02
7,10E-02
9,45E-01
2,99E-02
1,42E-02
1,07E-02
1,03E-01
8,64E-02
9,23E-01

1,70E-02
1,30E-01
2,30E-01
4,53E-01
1,77E-02
3,86E-03
2,89E-03
5,38E-02
4,70E-02
9,76E-01
2,43E-02
4,89E-03
3,66E-03
6,05E-02
5,07E-02
9,73E-01

Os valores de k, X2, MSE, RMSE, NRMSE e EF estdo expressos em J mol’!

Através da Tabela 3, observa-se que os melhores ajustes cinéticos de o para o consumo

dos radicais DPPH e ABTS™ foram 4 e 5, respectivamente. Além disso, nota-se que

temperaturas mais elevadas contribuem com o aumento da taxa de reagdo, assim como 0s

resultados da atividade antioxidante dos extratos de gengibre também apresentaram uma melhor

acdo em temperaturas relativamente elevadas. Esse perfil ¢ verificado em reagdes elementares

do tipo irreversivel e ocorre devido ao aumento de temperatura do meio reacional, levando ao

aumento da energia cinética média dos reagentes (BALL; KEY, 2014). Os fatores que mais

influenciam o valor de k sdo a concentragdo do reagente, o estado fisico em que ocorre a reacao,

area superficial, temperatura e a presenga de catalisadores (AQUILANTIL, COUTINHO;
SILVA, 2017; BALL; KEY, 2014).
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Figura 26 - Consumo do radical livre DPPH ao longo do tempo variando a temperatura do
meio reacional e a ordem de reacdo para o EXTRATO 6.
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Fonte: Autora (2021)
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Figura 27 - Consumo do radical livre ABTS* " ao longo do tempo variando a temperatura do
meio reacional e a ordem de reacdo para o extrato 6.
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ApOs obtencao dos valores de k e a para a cinética de consumo dos radicais livres,
ajustou-se a Equagdo 10, possibilitando determinar os valores de ko e E para cada temperatura

do meio reacional. Os resultados estdo expressos na Tabela 04 juntamente com as analises

estatisticas. A Figura 28 apresenta os dados ajustados de acordo com o modelo proposto.

Tabela 04 - Ajustes de «, ko, E, x?, MSE, RMSE, NRMSE ¢ EF para a cinética de consumo

dos radicais livres DPPH e ABTS.
AJUSTE DE ko e E PARA A CINETICA DOS RADICAIS

DPPH ABTS™

a 4 5
ko 2,32E+10 4,36E+04
E 4,30E+04 3,86E+04
X2 1,45E+04 6,45E-06
MSE 4,85E+03 2,15E-06
RMSE 6,96E+01 1,47E-03
NRMSE 3,37E-02 7,30E-02
EF 9,93E-01 9,69E-01

Os valores de ko, E, x2, MSE, RMSE, NRMSE ¢ EF estao expressos em J mol™!
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Figura 28 - Ajustes para ko ¢ E para a cinética de consumo do radical livre. a) DPPH; b)
ABTSe+.

a) 3000 r T T T T T n| b) 0.03 T T T T

©  Experimental
Model

° Experimental
—Model

2500 | 1 0.025

0.02
2000

e = 0.015 F
1500 |
0.01p

1000 |
0.003 ;

500 L
20 25 30 35 40 45 50 20 25 30 35 40 45 50
Temperature (*C)

Temperature (°C)

Fonte: Autora (2021)

A ordem de reacao (o) esta relacionada diretamente com o tipo de material estudado e
condi¢des de reacdo empregadas ao processo, por exemplo, sabe-se que com o aumento da
temperatura de analise obtém-se elevados valores de o (MANZOCCO; ANESE; NICOLI,
1998). Em relagdo aos valores de E, obteve-se para os testes de DPPH e para o teste ABTS™ os
valores de 43,0 k] mol™! e 38,6 kJ mol’!, respectivamente. Esses dados estdo relacionados com
a energia necessaria para que se dé inicio a uma reagao.

Valores entre 19,3 e 35,7 kJ mol™ foram obtidos para o gengibre por Thorat et al.
(2012), Akpinar e Toraman (2016) e também para a extragcdo da casca de roma e cereja azeda
(BERTOLO et al., 2020; OANCEA et al., 2017). Zogzas et al. (1996) relataram que os valores
de energia de ativagio podem variar entre 12,7 ¢ 110 kJ mol™! quando se trabalha com produtos
alimenticios que passam por secagem, no caso dos extratos de gengibre avaliados, o valor

elevado de E pode ser justificado pela secagem do gengibre a 80 °C.

5.3.3 ANALISES TERMICAS - TG-DTA-DSC

As andlises térmicas (TG-DTA-DSC) foram aplicadas com o intuito de submeter as
amostras a situacdes de aquecimento, simulando possiveis processos industriais. No entanto,
cada analise apresenta caracteristicas proprias, a TG pode ser comparada com processos a
elevadas temperaturas, chegando a 800 °C, avaliando a perda de massa com o aumento da
temperatura. Ja a DSC, simula processos com temperatura até¢ 350 °C, permitindo a observacao

das transi¢des de fases que a entalpia proporciona as amostras.
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As propriedades térmicas do extrato de gengibre avaliadas por TG-DTA estdo
demostradas na Figura 29 (a), em que a curva do TG, representa a perda de massa em fungao
da temperatura e a curva DTA corresponde a primeira derivada da curva do TG.

A temperatura de anélise variou de 22 a 800 °C e, com o aumento gradativo da
temperatura, observa-se quatro faixas de degradacdo térmica do extrato de gengibre. A primeira
estd associada a desidratagdo da amostra, sendo observado um pico endotérmico na curva DTA
que auxilia essa afirmagdo, ja a segunda, terceira e quarta perda de massa podem estar
relacionadas a decomposicao, volatilizagdo e oxidagcdo do material organico, em fungao disso,
apresentam picos endotérmicos no grafico DTA pela provavel absor¢ao de energia provocado
pela volatilizagdo de compostos gerados durante a decomposi¢ao do material. Os graficos
referentes a TG e DTA apresentam certa estabilidade apos os quatro processos descritos sendo
que o quarto processo gera a decomposicao completa do material analisado, tendo em vista a
formagao de cinzas (OLIVEIRA et al., 2014).

A faixa inicial de degradacao (25 a 125 °C), relacionada com a desidratacdo, observou-
se uma perda de massa aproximadamente de 6,84%, caracterizada como fase endotérmica
devido a necessidade de energia para remover a dgua presente na estrutura da amostra. A
segunda faixa, entre 130 e 190 °C, apresentou uma perda de massa de 9,42% indicando o inicio
da degradagdo da matéria organica presente na amostra.

A terceira faixa (200 a 355 °C) apresenta aproximadamente 39,53% de degradacao,
regido onde pode ser caracterizada como inicio da decomposi¢ao dos compostos bioativos. Este
resultado pode ser justificado pelo trabalho desenvolvido por Silva et al. (2021), em que relatam
que a temperatura de degradagado para o 6-gingerol, composto de maior quantidade no gengibre,
¢ aproximadamente 224 °C. A ultima faixa (600 a 720 °C), e com o pico mais agudo, apresenta

uma perda de massa de aproximadamente 48,20%.
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Figura 29 — Curvas a) TG (linha cheia), DTA (linha tracejada) e b) DSC
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Fonte: Autora (2021)

DSC ¢ uma técnica de grande importancia para avaliacdo e caracterizagao de diferentes
tipos de amostras, pois fornece informacdes relacionadas ao estado fisico e grau de
cristalinidade da amostra, através do comportamento térmico indicando se seu comportamento
é exotérmico (liberagdo do calor) ou endotérmico (absorgdo do calor) (MITIC et al., 2017;
PEREIRA et al., 2013).

As curvas obtidas para o DSC (Figura 29 (b)) indicaram dois picos endotérmicos entre
50 e 125 °C, que podem ser atribuidos a desidratacdo da amostra, tendo em vista a necessidade
de absorver o calor para que seja possivel a liberacdo de dgua presente (GARAVAND et al.,
2017). A partir desse ponto, observa-se dois picos exotérmicos, justificados pelas possiveis
rupturas nos compostos presentes, liberando a energia previamente absorvida, assim que os
produtos de degradagdao comegam a se formar.

O 1ultimo pico formado, que aparece na faixa de 250 a 300 °C pode estar relacionado
com a degradagdo dos produtos formados durante a decomposicdo térmica dos compostos
presentes no extrato de gengibre (PHINICHKA; KAENTHONG, 2018). Nao foram
encontrados na literatura outros trabalhos que avaliassem tais analises térmicas para o extrato
bruto do gengibre.

Jacob et al. (2019) avaliaram as possiveis influéncias quando adicionado glicerol as
suspensoes, logo perceberam a suavizagdo dos picos endotérmicos causada pela estabilizacao
térmica e interacdo entre as nanofibras do gengibre, glicerol e quitosana. Zhang et al. (2018)
encapsularam o 6leo essencial de gengibre com B-ciclodextrina e quitosana, € também notaram
uma maior resisténcia dos compostos encapsulados, uma maior entalpia com o aumento de

temperatura, logo uma melhor estabilidade térmica.
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Segundo a literatura, € evidente que através da técnica de encapsulagdo gera uma maior
estabilidade térmica, garantindo assim uma maior aplicabilidade dos compostos de interesse
tornando viavel a aplicacdo. Posteriormente serdo realizadas as analises térmicas do extrato de

gengibre encapsulado em lipossomas, a fim de comparagao com o extrato livre.

54  ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Os compostos presentes no extrato do gengibre foram identificados pelo espectro de
massas (MS) no modo Scan, realizando assim uma varredura para identificagdo dos compostos
de forma qualitativa. No espectro obtido (Figura 30), foi possivel identificar 13 compostos
relacionados ao extrato de gengibre, listados na Tabela 05, entretanto ndo foi possivel
identificar alguns compostos caracteristicos do gengibre, como por exemplo o shogaol e seus
derivados.

No espectro obtido para o extrato de gengibre, o pico base que ficou em evidéncia foi
o de m/z 133, cujo composto de referéncia ¢ o acido malico. Tal composto apresenta como
caracteristica a ser um conservante alimenticio e também a acdo antimicrobiana (IYYAPPAN
et al., 2020). Além do pico base, varios outros ions foram observados, sugerindo a amostra
como uma matriz complexa.

Dentre as substancias propostas, o 6-gingerol (m/z 293) também foi descrito na anélise
do DSC (Figura 29 (b)), sendo observado a formagdo de uma faixa de temperatura que
caracteriza a presenca deste. Segundo Kumara et al. (2017) o 6-ginrerol e 10-gingerol
apresentam potencial antioxidante e anticancer, assim ¢ possivel relacionar os resultados dos

testes antioxidantes e agdo citotoxica do extrato de gengibre a esse composto também.
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Tabela 05 — Relagdo de compostos do extrato etandlico do gengibre identificados pelo espectro
de massas com suas respectivas m/z e estruturas
Composto sugerido [M-HJ Estrutura Referéncias
O
o C (AMORIM et al.,
1 Acido glicdlico 75,47 J—l\/OH 2009)
HO
O
L L HO (YEH et al.,
2 Acido oxalico 89,24 WHL OH 2014)
O
O
' (CORREIA et al.,
3 Acido mélico 133,33 HO 2021; EL SAYED
OH
et al., 2020)
0 OH
| O
, O
4 Acidoferilico 191,19 X NoH (AMORIM et al,
2009)
HO
1-0-
5  Dihydrocaffeoylgy 255 - (KANG et al.,
2016)
cerol
OH
O (EL SAYED et
HO 0
. al., 2020;
6 Apigenina 269,33 O | GHAREEB et al.,
2018)
OH O
OH O
7 Acacetina 283,56 O | (EL SAYED et
HO 0 O al. . 2020)
o
0O OH
o (AKAMINE;
8 6-gingerol 293,60 -~ MEDINA;
LANCAS, 2021)
HO
OH OH
. : 0
9 6-gingerdiol 295,60

P :Q/\MM (ASAMENEW et
HO

al., 2019)
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10

11

12

13

Hexose de acido
cafeico

10-gingerol

1-Di hidro-[12]-
gingerdiol

Chrysoeriol-7-O-
glycuronyl

341,62

349

373,34

475,49

0]
OH
OH
OH (KOOLEN et al.,
0 OH 2013)
O
OH
HO
0] OH
o (AKAMINE;
~ MEDINA;
LANCAS, 2021)

MeO ~ (JIANG et al.,
2005)

(EL SAYED et
al., 2016)

HO

HO

OH

Fonte: Autora (2021)

Com base nesses compostos que, por suposi¢ao, foram identificados, fica confirmada

a acdo antioxidante e anticancer do gengibre pela presenca dos grupos fenolicos extraidos. Vale

ressaltar que alguns dos compostos identificados sdo derivados dos compostos principais, por

exemplo o 1-Di hidro-[12]-gingerdiol ¢ um derivado do gingerol (JIANG, 2005).

Para a confirmagdo dos compostos citados e para possibilitar a identificagdo dos

compostos ndo listados, ¢ necessario que sejam realizadas novas analises no espectro de massas

onde seja aplicada a técnica que faga a fragmentagdo dos ions. Também devem ser avaliados

os padrdes dos possiveis compostos para que, além de obter resultados qualitativos, seja

possivel quantificar os compostos bioativos extraidos (MENET, 2011; MEURER, 2020).
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5.5  ENSAIOS BIOLOGICOS

5.5.1 Inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE)

O teste de inativacao da enzima acetilcolinesterase (AChE), foi realizado para o extrato
de gengibre que apresentou as melhoras condi¢cdes de extragdo (extrato 6, 60 °C por 12 h),
referente as analises antioxidantes aplicadas. As analises in vitro foram realizadas com
diferentes concentragdes do extrato (1, 10, 100, 500, e 1000 ug mL™), o controle foi conduzido
nas mesmas condigdes, sem a presenga do extrato de gengibre. Os resultados estdo expressos

na Figura 31.

Figura 31 - Inibicdo da atividade da AChE pelo extrato de gengibre
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Inibi¢do da atividade da AChE in vitro no encéfalo total na presenga de diferentes concentragdes de extrato de
gengibre dissolvidos em DMSO (1, 10, 100, 500 e 1000 ug/mL); (n = 5). Todos os dados foram expressos como
média + S.E.M (erro padrao da média). * Diferenca significativa em relagdo ao controle com H,O (teste ANOVA
de uma via, seguido do teste de Dunnett’s, p<0,001).

Observa-se pelo grafico (Figura 31) que o extrato de gengibre, nas condigdes
estudadas, ndo apresentou significativa inibicdo da AChE, entretanto ndo teve efeito
neurotoxico. Fathy et al. (2015) relataram que os extratos de gengibre preparados com metanol
também ndo apresentaram atividade inibitéria da AChE. Entretanto, em pesquisa desenvolvida
por Oboh, Ademiluyi e Akinyemi (2012), compararam a a¢do dos extratos aquosos de duas
espécies de gengibre, Zingiber officinale Roscoe e Zingiber officinale Rubra, e identificaram a

inibicdlo da AChE, de forma independente (as espécies analisadas separadamente), com
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concentracdes a partir de 2,86 mg mL™! para o Z. officinale Roscoe e 3,03 mg mL™! Z. officinale
Rubra. Essa divergéncia nos resultados pode estar relacionada com o solvente utilizado para a
extracdo dos compostos bioativos, onde solventes organicos nao apresentaram tais atividades,
em contrapartida, extratos com agua se mostraram efetivos para a inibicdo da enzima AChE.
Adicionalmente, a concentragdo de extrato utilizado no presente trabalho pode nio ter sido
suficiente para gerar acdo inibitoria de tal enzima, com isso, estudos posteriores serdo
necessarios para verificar melhor concentragao.

Akinyemi et al. (2016) observaram o efeito de uma dieta composta por gengibre em
ratos com hipertensao, e observaram que houve a prevencao de atividade da AChE, indicando
um possivel aumento na producdo da acetilcolina, permitindo uma melhora em fungdes
cognitivas, como memoria, aprendizagem e modulacdo do fluxo sanguineo.

E de conhecimento que algumas plantas, com compostos bioativos que apresentam
atividade antioxidante, t€m mostrado efeitos favoraveis no combate a agdo da AChE tais como
Eupatorium adenophorum, Myrciaria floribunda (jabuticabinha), pimenta do reino, Achillea
millefolium, Dodonaea viscosa (BARBOSA et al., 2020; CHONPATHOMPIKUNLERT;
WATTANATHORN; MUCHIMAPURA, 2010; LI et al., 2020; MUHAMMAD et al., 2015;
SEVINDIK et al., 2015).

Doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, sao sindromes que afetam o sistema
colinérgico e como consequéncia a alteragdo de humor, perda de memodria e deméncia
(MORRIS et al.,, 2019). Tais doencas sdo desenvolvidas pela acdo descontrolada da
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina,
fazendo-o retornar ao estado de repouso (COLOVIC et al., 2013).

A busca por inibidores da AChE, agem de forma a impedir sua acdo frente a
acetilcolina, aumentando o nivel e a duragdo em possiveis fissuras sinapticas. Com isso, se faz
necessario encontrar novas fontes compostas por compostos bioativos que sejam capazes de
impedir a AChE, evitando e controlando o avanco das doengas neurodegenerativas(COLOVIC

etal.,2013; MORRIS et al., 2019).

5.5.2 Citotoxicidade

O potencial terapéutico do gengibre, como um agente citotdxico, tem sido amplamente
discutido na literatura. Recentemente, varios estudos tém reportado que o gengibre apresenta
acdo citotoxica para diferentes linhagens de tumores (CAMARGO et al., 2019; INDU et al.,
2016; Ll et al., 2017; VIPIN et al., 2017).
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Desta forma, ao analisar o efeito do gengibre livre em células tumorais de figado de
rato (Figura 32) observou-se que, pela anélise estatistica, concentragdes acima de 200 pg mL™!,
nos trés tempos de avaliacao (24, 48 e 72 h), foram citotoxicas, com absorbancias médias
estatisticamente menores que a do controle negativo. As concentragdes de 1 ug mL' (24 h) e
100 pg mL"' (24 e 48 h) também foram citotoxicas para as células HTC. Inclusive, as
viabilidades celulares atingiram 4,27% (24 h), 5,06% (48 h) e 18,29% (72 h), como pode ser

observado na Tabela 06.

Figura 32 - Absorbancia média e desvio-padrao de células tumorais
de figado de rato (HTC) tratadas por 24, 48 ¢ 72 horas com as
concentragdes (ug mL™!) do extrato.
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* Resultado estatisticamente diferente do controle negativo (Teste de
Dunnet, p<0,05).

Observa-se que, estatisticamente, todas as concentragdes de extrato de gengibre
avaliadas apresentaram efeito citotoxico, ou seja, conseguiram impedir o desenvolvimento das
células com cancer de figado. O destaque é para o tratamento realizado com 200 pug mL™,
apresentando resultados préximos ao controle positivo na avaliagdo por 48 € 72 h, j& para o

periodo de 24 h obteve uma melhor eficiéncia.

Tabela 06 - Percentual de viabilidade de células (VC) tumorais de figado de rato (HTC),
tratadas com as diferentes concentracdes (ug mL™') do extrato de gengibre, por 24, 48 e 72
horas, pelo teste do MTT.

CELULA HTC
GRUPOS VC [%]
24 h 48 h 72 h
Co- 100,00 100,00 100,00
CO+ 7,08 0,27 17,26
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1 68,30 90,93 122,27
5 82,12 125,00 112,42
10 102,40 90,64 130,18
50 75,99 111,71 119,71
100 34,92 49,77 98,13
200 4,27 5,76 23,22
300 11,54 5,12 18,29
400 8,39 5,06 33,91
500 7,18 5,93 21,71
1000 10,33 13,55 40,34

Alguns dos compostos presentes no extrato de gengibre, como gingerol, shogaol e
zingerona potencializam o sistema antioxidante, combatendo os radicais livres, além de
apresentar agdo antitumoral, evitando o desenvolvimento ¢ também agindo como tratamento
preventivo de varias linhagens de tumores (HAMZA et al., 2021; MAHOMOODALLY et al.,
2019; SOUZA et al., 2019).

Os resultados obtidos neste trabalho condizem com estudos anteriores, que analisaram
o efeito do extrato etanolico do gengibre bruto e seus compostos isolados, obtiveram indicativos
de agdo protetora, ou seja, os resultados sugerem que o gengibre pode ser utilizado de maneira
a prevenir as doencgas hepaticas, com também controlar o avanco do cancer de figado (CHEN,
H. et al., 2013; HABIB et al., 2008; LIU, C.-T. ef al., 2013; POORROSTAMI; FAROKHI;
HEIDARI, 2014).

Assim como neste trabalho, as ag¢des sinergéticas do gengibre foram relatadas por
Gundala et al. (2014), em que a administragdo oral do extrato de gengibre teve uma agao
antiproliferativa 2,4 vezes maior que uma mistura artificial de compostos derivados do gengibre
em tumor de préstata humana.

Hamza ef al. (2021) observaram uma significativa reducdo no crescimento de novos
nddulos, e ao aplicar elevadas concentragdes chegaram a zero, o nimero de noédulos hepéaticos

Outros relatos confirmaram a agdo antiproliferativa do gengibre em outras células
tumorais como colorretal, hepatoma, cancer de pele em ratos (ELKADY; HUSSEIN; ABU-
ZINADAH, 2014; NIGAM et al., 2010; YANG, G. et al., 2012).

No entanto, os efeitos citotoxicos referentes ao gengibre, abordam a aplicagdo de seus
compostos isolados ou de forma encapsulada. No presente trabalho, o objetivo foi a aplicacao

do extrato bruto do gengibre para observar seu potencial sem a necessidade de um tratamento
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prévio. Como resposta, observou-se a efetividade do extrato de gengibre bruto, que mostrou

efeito citotoxico em baixas concentracdes, viabilizando sua aplicacao.

5.6  CARACTERIZACAO DOS LIPOSSOMAS

Com o intuito de realizar a caracterizacdo fisico-quimica, os lipossomas produzidos
foram avaliados quanto ao diametro hidrodinamico, polidispersidade e potencial zeta (Tabela
07). As formulacdes sdo compostas por um valor fixo de lecitina de soja (4,64 mM) e, com base

nesse valor, foram encapsulados extrato de gengibre nas proporgdes de 10, 20 e 30% (m/m).

Tabela 07 — Diametro hidrodindmico, polidispersidade, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacao dos lipossomas

Extrato de gengibre (%)

0 10 20 30

Dy (nm) 184,73 £0,52* 174,45+0,70* 168,04 £5,02% 168,06+ 5,14?
POLIDISPERSIDADE (%) 26,17+ 1,14*  25,33+0,50*  2593+0,29* 26,23 +0,74*
{—POTENCIAL (mV) -34,80+0,40*  -31,80+0,93* -30,80+1,12* -31,47+1,13?
EE (%) nc 21,55+2,54%  33,50+£0,77*°  35,15+0,97*°

Onde EG ¢ Extrato de gengibre, Dy ¢ diametro hidrodindmico, { € o potencial Zeta, EE ¢ referente a eficiéncia de
encapsulacdo e nc nada consta. Os dados representam a média das amostras (n=3). Na mesma linha, valores com
letras iguais ndo diferenciam significamente (p<0,05)

A técnica escolhida para a producdo dos lipossomas, inje¢do de etanol, se mostrou
eficiente quanto ao Dy das vesiculas obtidas, com tamanhos inferiores a 200 nm, o que
representa uma vantagem para a aplicacdo industrial, pois sugere um consideravel incremento
na area superficial das particulas, que resulta na potencializagdo das fun¢des dos compostos
encapsulados. Como nao houve um aumento significativo do tamanho dos lipossomas com o
aumento da porcentagem de extrato, sugere-se novos estudos com concentragdes maiores do
extrato.

As diferentes porcentagens de encapsulagdo do extrato de gengibre apresentaram carga
superficial negativa, que pode estar associada a carga elétrica dos grupos hidrofilicos que
constituem a membrana lipidica, entre os quais destaca-se a fosfatidilcolina e o acido
fosfatidico, principais componentes da lecitina de soja. Deste modo, os sistemas lipossomais
formados apresentaram potencial Zeta superior a |-30 mV|, com essa carga indica que existe
repulsdo entre as particulas, evitando a aglomeragao, contribuindo para a estabilidade cinética
da dispersao (LU et al., 2014; PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015; SERCOMBE et al.,
2015).



84

A polidispersidade faz referéncia a distribuicdo de homogeneidade das particulas
presentes em cada amostra. Com os resultados obtidos, nota-se que todas as condigdes
apresentaram baixos valores de polidispersidade, indicando que as vesiculas obtidas tém como
caracteristica a homogeneidade.

Em relacdo a EE%, as diferentes porcentagens testadas apresentaram resultados
variaveis, compreendidos entre 21 e 35%, ndo apresentando diferenga significativa entres as
condicdes de 20 e 30%. Tal variacdo referente a EE% pode estar relacionada as propriedades
das membranas caracteristicos a composicao estrutural do lipossoma como espessura, fluidez,
permeabilidade e polaridade, que em conjunto determinam o poder de encapsulacao
(RAMAZANTI et al., 2016).

Nao foram encontrados na literatura outros trabalhos cujo objeto de estudo fosse a
encapsulacdo do extrato de gengibre, apenas trabalhos, que serdo relatados a ser, que
empregaram seus compostos isolados, em especial o 6-gingerol. Observou-se nesses estudos
que a eficiéncia de encapsulagdo de um composto isolado apresenta um elevado indice, acima
de 70% de eficiéncia.

Xu et al. (2016) isolaram e encapsularam o 6-gingerol, em sistemas envolvendo apenas
emulsificadores para a formagdo de micro emulsdo, como resposta 89,40% de eficiéncia de
encapsulacdo, ja o tamanho, polidispersidade e o potencial zeta das estruturas formadas foram
de 73,06 nm, 0,32% e -2,45 mV, respectivamente. Wei et al. (2018) também isolaram e
encapsularam o 6-gingerol, entretanto o método de produ¢do das nanoparticulas foi realizado
pela homogeneizacao de alta pressdo, com a presenga de lipidios so6lidos e liquidos, sendo que
os resultados obtidos foram condizentes com os apresentados anteriormente 63,59 nm, 0,24%,
-12,18 mV e 76,71%, referentes ao tamanho, polidispersidade, potencial zeta e eficiéncia de
encapsulacdo, respectivamente.

Tendo em vista a diferenca de encapsulacdo do presente trabalho com o que foi
encontrado na literatura, sugere-se que compostos isolados apresentam uma efetividade maior
de encapsulagdo, assim como o método de produgao das nanoparticulas.

Estudos posteriores serdo realizados para verificar a potencialidade dos lipossomas
com o extrato de gengibre encapsulado. Para confirma¢do do tamanho e morfologia das

vesiculas formadas, sera realizada a microscopia eletronica de transmissao (MET).
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o gengibre apresenta-se como uma boa fonte de
compostos bioativos. Os fatores avaliados (tempo e temperatura) para os extratos etanolicos
afetaram de forma significativa o rendimento da extragdo. A condicdo de extracdo que
apresentou melhor aproveitamento do gengibre como fonte de tais compostos foi de: 60 °C por
12 h.

Os graficos gerados pela andlise de componentes principais (PCA), mostraram que
existe uma relacdo entre os resultados obtidos para os ensaios de ABTS e habilidade quelante
de ferro (II), tendo em comum os ensaios 2 e 6, sendo que o de maior destaque foi o extrato de
numero 6, realizado a 60 °C por 12 h, pois apresentou as melhores respostas para ambos os
testes. Em relacdo aos parametros cinéticos do consumo de radical livre, a ordem de reagao
ficou entre 4 € 5 para a cinética de DPPH e ABTS', respectivamente. J4 a energia de ativagdo
calculada para a reagdo com o DPPH foi de 43,0 kJ mol™! e com o ABTS™" 38,6 kJ mol™!. Os
valores das constantes cinéticas mostraram que o aumento da temperatura acelerou o processo
de degradacdo, assim, as informacdes obtidas neste estudo podem ser uteis para a otimizagao
das condi¢des de processamento industrial, a fim de minimizar as perdas dos compostos
bioativos.

Através do espectro de massas obtido e comparando com a literatura, foi possivel
propor a presenca de 13 compostos, sendo eles Acido glicélico, Acido oxalico, Acido malico,
Acido ferrilico, 1-O-Dihydrocaffeoylgycerol, Apigenina, Acacetina, 6-gingerol, 6-gingerdiol,
Hexose de acido Cafeico, 10-gingerol, 1-Di hidro-[12]-gingerdiol e Chrysoeriol-7-O-
glycuronyl. As andlises térmicas, comprovaram a sensibilidade de tais compostos frente ao
efeito da temperatura nos compostos extraidos, com aproximadamente 40 °C observou-se a
primeira faixa de degradacao do extrato de gengibre.

Quanto a obtencao dos lipossomas pelo método de injecao de etanol, formaram-se
nanovesiculas lipidicas, com carga superficial negativa, sendo que essa caracteristica se
manteve com a encapsulagdo do extrato de gengibre, assim como o didmetro hidrodinamico,
polidispersidade e a eficiéncia de encapsulagdo também ndo apresentaram diferenca
significativa apos a encapsulagao.

A aplicacao bioldgica do extrato puro do gengibre estudado, nao teve resposta positiva
para a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE), possivelmente, devido a concentracao

testada. Como ponto positivo, o estudo da inibi¢cdo da enzima AChE caracterizou o extrato de



86

gengibre como atdxico, fato confirmado pela aplicagdo em células tumorais, em que observou-
se o controle do cancer.

O extrato de gengibre, objeto de estudo deste trabalho, de uma forma geral, mostrou
um grande potencial como agente antioxidante e antitumoral. No entanto, devem ainda ser
desenvolvidos outros estudos e otimizagdes na formulacdo dos lipossomas, para assim
possibilitar a comparacdo da aplicabilidade entre o extrato encapsulado e na forma bruta em

testes in vivo.

7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

. Avaliar diferentes concentragdes de extrato de gengibre na a¢do de inibicdo da enzima
AChE;

o Avaliacao do potencial biologico do extrato de gengibre encapsulado em lipossomas em
células;

o Estudar a possibilidade de incorporar uma maior concentracao de extrato de gengibre
em lipossomas;

. Avaliar novas formulagdes de lipossomas com outros lipidios, que podem ser mais

especificos para a aplicagdo desejada;

. Incorporagdo de colesterol para aumentar a estabilidade;
. Caracterizar os lipossomas através de andlises térmicas € microscopicas; e,
. Avaliar a extracdao do 6leo de gengibre, encapsulagdo em sistemas nanoparticulados e

aplicacdo biologica.
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