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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE MILIESFERAS POLIMERICAS DE
QUITOSANA/ALGINATO CONTENDO [6]-SHOGAOL
Mariana da Cruz Passos, Lagarto, 2025

A quitosana e o alginato de sddio sdo utilizados na producdo de miliesferas com liberacdo
modificada de farmacos. Esta tecnologia pode ser usada como alternativa para melhorar a
eficiéncia terapéutica de substancias ativas, como o [6]-shogaol, produto natural encontrado no
gengibre e que possui potencial antimicrobiano. O estudo teve como objetivo desenvolver e
avaliar a atividade antimicrobiana de miliesferas poliméricas de quitosana/alginato reticuladas
com genipina, contendo [6]-shogaol. O [6]-shogaol foi obtido apds reacdo de desidratacdo do
[6]-gingerol, substancia isolada do gengibre por técnicas cromatograficas classicas. As
miliesferas foram preparadas por gotejamento do gel de quitosana reticulado com genipina,
contendo [6]-shogaol, em uma dispersdo de alginato de sddio e tripolifosfato de sédio. As
miliesferas foram caracterizadas por microscopia Optica, eficiéncia de encapsulamento (EE),
capacidade de carregamento (CC) e indice de intumescimento (I1). O teste de liberacéo do [6]-
shogaol foi realizado nos pHs 1,2; 4,5 e 6,8. A estabilidade do [6]-shogaol foi avaliada nos pHs
4,5 e 6,8. A concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentragéo bactericida minima (CBM)
da substéncia ativa foi determinada frente a Staphylococcus aureus por microdiluicdo em caldo
e semeadura em agar, respectivamente. O efeito antimicrobiano do [6]-shogaol incorporado nas
miliesferas foi determinado ao longo do tempo em meio liquido. O [6]-shogaol foi obtido com
pureza de 97,5%. As miliesferas apresentaram-se morfologicamente uniformes com diametro
de 1,48 £ 0,11 mm, EE de 68,1% e CC de 2,5%. O maior Il foi observado no pH 1,2 (458 +
43%). Os perfis de liberacdo do [6]-shogaol livre e incorporado nas miliesferas poliméricas
seguiram os modelos de liberacdo de Weibull, Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin e Logistic,
revelando que a difusdo Fickiana foi o mecanismo de liberacdo predominante. O [6]-shogaol
apresentou maior estabilidade no pH 4,5. A CIM da substancia ativa foi de 128 pg/mL,
enquanto a CBM foi de 256 pg/mL. As miliesferas contendo [6]-shogaol inibiram o
crescimento de S. aureus por 96 horas. Diante do exposto, as miliesferas poliméricas contendo
[6]-shogaol foram capazes de prolongar a liberacéo, no meio gastrico na condicéo pds-prandial,

preservando as propriedades antimicrobianas, demonstrando a sua aplicabilidade farmacéutica.

Palavras-chave: Polimeros; agente reticulante; [6]-shogaol; liberacdo modificada de farmacos.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CHITOSAN/ALGINATE POLYMER MILLISPHERES
CONTAINING [6]-SHOGAOL
Mariana da Cruz Passos, Lagarto, 2025

Chitosan and sodium alginate are used in the production of modified drug-release millispheres.
This technology can be used as an alternative to improve the therapeutic efficacy of active
substances, such as [6]-shogaol, a natural product found in ginger with antimicrobial potential.
The study aimed to develop and evaluate the antimicrobial activity of chitosan/alginate
polymeric millispheres cross-linked with genipin and containing [6]-shogaol. [6]-shogaol was
obtained after the dehydration reaction of [6]-gingerol, a substance isolated from ginger using
conventional chromatographic techniques. The microspheres were prepared by dripping
chitosan gel crosslinked with genipin, containing [6]-shogaol, into a dispersion of sodium
alginate and sodium tripolyphosphate. The millispheres were characterized by optical
microscopy, encapsulation efficiency (EE), loading capacity (LC) and swelling index (SI). The
[6]-shogaol release test was performed at pHs 1.2, 4.5 and 6.8. The stability of [6]-shogaol was
evaluated at pHs 4.5 and 6.8. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of the active substance were determined against
Staphylococcus aureus by broth microdilution and agar plating, respectively. The antimicrobial
effect of [6]-shogaol incorporated into the millispheres was determined over time in liquid
medium. [6]-shogaol was obtained with 97.5% purity. The millispheres were morphologically
uniform with a diameter of 1.48 £ 0.11 mm, EE of 68.1% and CC of 2.5%. The highest 1l was
observed at pH 1.2 (458 + 43%). The release profiles of free [6]-shogaol and incorporated in
polymeric millispheres followed the Weibull, Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin, and Logistic
release models, revealing that Fickian diffusion was the predominant release mechanism. [6]-
shogaol showed greater stability at pH 4.5. The MIC of the active substance was 128 pg/mL,
while the MBC was 256 pg/mL. The millispheres containing [6]-shogaol inhibited the growth
of S. aureus for 96 hours. Therefore, the polymeric millispheres containing [6]-shogaol were
able to prolong the release in the gastric environment in the postprandial condition, preserving

the antimicrobial properties, demonstrating their pharmaceutical applicability.

Keywords: Polymers; crosslinking agent; [6]-shogaol; modified drug release.
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1 INTRODUCAO

Os sistemas de liberagdo modificada de substancias ativas sdo artificios vantajosos
quando comparados aos sistemas convencionais, uma vez que sao capazes de controlar o tempo,
o local e a velocidade de liberagdo, melhorando desta forma a sua biodisponibilidade. Esses
sistemas desempenham um papel importante na manutencao da concentracao do farmaco dentro
da janela terapéutica, prolongando o seu tempo de atividade e consequentemente o aumento da
eficacia e de sua seguranca. Além disso, promovem maior comodidade e melhoram a adesdo
do paciente ao tratamento (Benoit et al., 2020; Salari et al., 2022).

Os polimeros s@o excelentes matérias-primas utilizadas em formulagdes farmacéuticas
na forma de hidrogel, microcapsula ou nanoparticula. Estas formulacdes sdo capazes de
controlar a liberacdo de principios ativos (Patel et al., 2017), uma vez que possuem
propriedades fisico-quimicas ideais para tais propdsitos, como viscosidade, flexibilidade e
durabilidade mecéanica (Salari et al., 2022).

Os polimeros naturais como quitosana, alginato de sodio e gelatina tém sido utilizados
de forma promissora para aplicacdes biomédicas e farmacéuticas, como na producdo de
miliesferas com liberacdo modificada de substancias ativas, haja vista que tais polimeros
apresentam caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo antigenicidade,
baixa toxicidade e sdo encontrados em abundancia (Silva et al., 2016). A quitosana e o alginato
de sodio possuem propriedades formadoras de filmes, e a sua mistura pode ser usada na
producdo de miliesferas poliméricas aptas para aprisionar substancias ativas e controlar sua taxa
de liberacdo devido as fortes interacdes ibnicas existentes entre esses 0s dois polimeros (Cirri
et al., 2021). Essas miliesferas podem ser obtidas por meio do método de reticulacao idnica ou
covalente, como forma de melhorar o potencial terapéutico e a biodisponibilidade de
substancias ativas.

As reacOes de reticulacdo dos biopolimeros podem modificar a estabilidade quimica e
térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor e eficiéncia de incorporacdo de substancias
ativas (Gonsalves et al., 2011). Sendo assim, aumentam a capacidade de aprisionar o farmaco
e, durante a aplicacéo, liberd-lo de tempos em tempos, idealmente, de forma eficiente. O agente
de reticulacdo mais comumente utilizado é o glutaraldeido, no entanto, sua aplicacdo em
materiais farmacéuticos é limitada, devido a toxicidade elevada para o organismo humano,

podendo comprometer a biocompatibilidade das miliesferas. Dessa forma, uma alternativa
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biologicamente segura para essa reticulacdo é o uso de agentes reticulantes naturais, como a
genipina (Delmar; Bianco-peled, 2015).

Miliesferas poliméricas reticuladas com genipina podem ser utilizadas para melhorar a
eficiéncia terapéutica de substancias ativas como o [6]-shogaol, produto obtido através da
reacdo de desidratacdo do [6]-gingerol (precursor), o principal metab6lito secundario presente
no gengibre. Estudos revelam que o [6]-shogaol possui aplicacdes farmacoldgicas, como por
exemplo: no tratamento de diabetes, obesidade, alergia, dor, artrite reumatoide, inflamacoes,
infeccbes e tumores. Essa substancia apresenta melhores atividades antitumoral, anti-
inflamatoria e antimicrobiana quando comparada com o seu precursor, o [6]-gingerol (Semwal
et al., 2015; Dalssaso; Valencia; More, 2022).

O potencial antimicrobiano apresentado pelo [6]-shogaol contra bactérias Gram-
positivas, como Staphylococcus aureus, € de interesse clinico, uma vez que essa bactéria pode
causar desde infec¢Oes cutaneas a infeccbes mais graves, como pneumonia e endocardite. A
patogenicidade e o potencial de resisténcia sdo fatores que limitam a eficacia do tratamento das
doencas infecciosas causadas por S. aureus. Sendo assim, € essencial a busca por novos
produtos terapéuticos mais eficazes, seguros, biocompativeis, biodegradaveis e que permitem
controlar a liberacdo de substancias ativas com potencial para tratar infec¢des de forma eficiente
e segura.

As miliesferas poliméricas de quitosana/alginato de sddio reticuladas com genipina e
tripolifosfato de sodio, contendo substéncias bioativas como o [6]-shogaol sdo produtos
inovadores e com aplicagdes promissoras na area da salde, uma vez que sdo capazes de
melhorar o perfil terapéutico de substancias ativas. O [6]-shogaol tem propriedades anti-
inflamatdrias comprovadas, e elevado potencial antimicrobiano, ja& demonstrado por outros
autores e pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Produtos Naturais Bioativos da UFS
(LPNBIo) e, portanto, pode ser considerado um protétipo a farmaco. Dessa forma, esta
substancia € muito promissora para o desenvolvimento de farmacos e novas formulac6es
farmacéuticas a base de polimeros naturais, possibilitando o tratamento eficaz de doencas

infecciosas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/staphylococcus-aureus
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistemas de liberacdo modificada de farmacos

Os sistemas de liberacdo de farmacos sdo planejados para entregar os principios ativos na
concentracdo adequada ao tecido alvo, com cinética apropriada. O tipo de liberagdo denominada
liberagdo modificada é um artificio utilizado de forma ndo convencional, capaz de controlar o
tempo, o local e a velocidade de liberacdo, melhorando desta forma a sua biodisponibilidade.
Estes sistemas podem ser classificados em: liberacdo retardada, onde a liberagdo do farmaco
ocorre em algum momento apos a administracdo, e liberagdo prolongada, onde a liberagdo do
farmaco se mantém por um periodo mais prolongado apds a administracao, reduzindo, desta
forma, a frequéncia de administracdo. Esses sistemas desempenham um papel relevante na
manutencdo da concentracdo do farmaco dentro da janela terapéutica, prolongando o seu tempo
de atividade e consequentemente o aumento da eficacia e seguranca (Benoit, 2020; Salari,
2022).

Os métodos de liberacdo convencional, geralmente, seguem a farmacocinética de
primeira ordem, na qual o medicamento administrado atinge o pico da concentragdo terapéutica
no plasma sanguineo por um curto periodo, enquanto a liberacdo prolongada segue a
farmacocinética de ordem zero, em que apos a administracdo, a concentracdo do farmaco é
mantida no plasma sanguineo, dentro da janela terapéutica por um periodo de tempo

prolongado, conforme apresentado na Figura 1 (Benoit, 2020).
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Figura 1- Representagdo dos niveis plasmaticos de um farmaco em sistemas de liberacéo
convencional e controlada (prolongada).

Nivel téxico

Nivel terapéutico

Nivel plasmatico

]

1
L
I

1
1 Nivel subterapéutico
" — Liberagéo controlada
- - Liberagdo convencional

Tempo
Fonte: Adaptado de Sousa et al. (2020).

Os sistemas de liberacdo sao classificados em reservatorios ou matrizes. Os sistemas de
reservatorio contém o farmaco dentro de um nucleo interno cercado por uma membrana
permeavel. Ja os sistemas matriciais contém o farmaco disperso dentro do material, e sua taxa
de liberacdo pode ser controlada por mecanismos de difusdo, intumescimento e erosao (Lopes;
Lobo; Costa, 2005). A difusdo consiste na transferéncia de massa de acordo com o gradiente
de concentracdo. Dessa forma, em um sistema matricial, o farmaco dissolvido pode ser
inicialmente liberado da superficie. No intumescimento, o solvente penetra nas redes
poliméricas e altera o volume da matriz, aumentando a difusividade do farmaco e tornando a
taxa de liberacdo dependente da area superficial e do grau de intumescimento da matriz
polimérica. Na erosdo, o farmaco é liberado apds a degradacdo hidrolitica da matriz. Essa
degradacdo é dependente da taxa de penetracdo de &gua e da taxa de clivagem hidrolitica
(Borandesh et al., 2021).

Geralmente, a liberacdo por meio desses sistemas é bifasica. Inicialmente a substancia
ativa adsorvida na superficie é liberada rapidamente, seguida por uma liberacdo mais lenta
(controlada) do interior do sistema de liberacdo para 0 meio externo. Essa liberacéo é ideal para
alcancar o efeito terapéutico imediato e preserva-lo por um periodo prolongado. O mecanismo
de liberacdo é a difusdo, mas pode ser acompanhada pela dissolucéo do principio ativo no meio,
apos o intumescimento e erosdo do sistema polimérico (Zamboulis et al., 2020).

A utilizagdo de sistemas matriciais constituidos por polimeros tém sido uma excelente
estratégia para proporcionar a liberacdo prolongada do farmaco, visto que tais constituintes

exercem acdo direta no perfil de liberacdo do farmaco e apresentam vantagens como:
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versatilidade, baixo custo, melhor eficacia, biocompatibilidade e biodegradabilidade (Lyra et
al., 2007; Villanova; Oréfice; Cunha, 2010).

2.1.1 Obtencdo dos sistemas poliméricos

Os sistemas poliméricos de liberagdo de farmacos normalmente sdo preparados pelos
métodos de reticulacdo/gelificacdo idnica, reticulacdo covalente, método micelar reverso,
precipitacdo/coacervacao, evaporacdo de solventes e a técnica LBL (layer-by-layer). Para a
escolha do método deve-se considerar a cinética do perfil de liberacdo do farmaco, a
estabilidade dos constituintes, a toxicidade do produto obtido e a natureza do agente terapéutico
(Garg et al., 2019). As técnicas para obtencdo dos sistemas poliméricos podem ser combinadas
como forma de superar as limitagfes individuais de cada método, aumentar a estabilidade
mecanica e ajustar as propriedades dos sistemas para diversificar sua aplicacao (Wathoni et al.,
2024).

A reticulacdo idnica ou gelificacdo ibnica € um método seguro para agentes terapéuticos
termossensiveis e consiste na agregacao do polimero com macromoléculas de carga oposta ou
agente de reticulagdo i6nico, como o tripolifosfato de sodio (TPP). Esse metodo permite
controlar as propriedades e o tamanho das miliesferas ao ajustar os fatores que interferem na
formacdo, como a concentracdo do polimero, a adicdo de agentes reticulantes, o tempo e a
temperatura de reticulacdo. Além disso, esse método possibilita uma producdo em larga escala
com boa reprodutibilidade e aplicacbes diversas, como no desenvolvimento de formulacGes
com capacidade de modificar a liberacdo de substancias ativas (Wathoni et al., 2024).

Na reticulacdo quimica ou covalente, os polimeros sdo ligados covalentemente a um
agente reticulante, como o glutaraldeido e a genipina. Essas ligaces ocorrem devido a presenca
de grupos funcionais, como: -COOH, -OH, -NHz e -CONH. A reticulacdo permite a livre
difusdo de dgua ou materiais bioativos e inibe rotacdo da ligacdo entre as cadeias poliméricas,
resultando em redes extremamente estaveis (Mufiana-Gonzalez et al., 2023).

O método micelar reverso consiste na adi¢cdo, sob agitacdo, de um solvente organico
com surfactante lipofilico a uma solucdo aquosa do componente ativo-polimero. Em seguida, o
agente reticulante é adicionado e o solvente organico evaporado. O excesso de surfactante é
removido com cloreto de célcio, produzindo as particulas polimero-reticulante desejadas com
tamanho em torno de 100 nm (Grenha, 2012; Jhaveri et al., 2021).
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A precipitagdo/coacervacdo consiste na separagdo de fases numa solucdo coloidal. O
polimero dissolvido em um solvente organico miscivel em &gua é introduzido em uma solucéo
contendo surfactante na qual o polimero é insoluvel, formando particulas precipitadas que sdo
separadas por filtracdo ou centrifugacdo e, em seguida, sdo lavadas com &dgua quente e fria. Esse
método é usado especialmente para encapsular farmacos hidrofobicos, mas também pode ser
usado para incorporar farmacos hidrofilicos. Por meio desse método € possivel obter particulas
com tamanho de 50 a 300 nm, melhorando a sua eficiéncia de liberacdo ao aumentar a superficie
de contato (Jhaveri et al., 2021; Bashir et al., 2022).

Na evaporacéo do solvente, a solucéo polimérica com um solvente volatil é emulsificada
em uma fase ndo aquosa e mantida sob agitacdo até a evaporacgdo do solvente (Garg et al., 2019;
Ahmed; Aljaeid, 2016). Esse metodo € utilizado para preparar particulas hidrofilicas ou
hidrofobicas, capazes de transportar moléculas de componentes ativos de tamanhos variados.

A técnica LBL consiste na deposicao subsequente de camadas de polication e polianion
atraves de interacdes eletrostaticas que resultam na formacéao de filmes multicamadas (Silva et
al., 2016). As interacdes podem acontecer entre os polimeros como a quitosana e o alginato,
entre 0 polimero e o principio ativo ou no complexo formado com o polimero-principio ativo-
polimero. Assim como a reticulagéo idnica € uma técnica simples e versatil. A estabilidade em
diferentes pHs, a resisténcia estrutural e a estabilidade mecénica dos materiais formados por
complexos polieletrélitos podem ser melhoradas com a formacdo de ligagbes cruzadas
resultantes da adicdo de um agente reticulante (Gierszewska; Ostrowska-Czubenko;
Chrzanowska, 2018).

2.1.2 Matrizes poliméricas

O uso de matrizes poliméricas tem promovido avancos significativos nos sistemas de
liberacdo modificada de substancias ativas, pois ao manterem a concentracao de tais substancias
dentro dos niveis terapéuticos sdo capazes de reduzir a dosagem e os efeitos indesejados e, por
consequéncia, melhoram a eficacia e seguranca destas substancias (Xiao et al., 2024). A
expansiva utilizacdo dos polimeros é atribuida as suas caracteristicas Gnicas como viscosidade,
flexibilidade e durabilidade mecanica. Além disso, apresentam importantes propriedades como
biodegradabilidade e biocompatibilidade, o que permite a fabricacdo de estruturas de diferentes
composicdes e propriedades fisicas, alem da incorporacao de varias classes de farmacos (Salari,
2022).
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Os polimeros podem ser obtidos por meio de fontes sintéticas ou naturais. A diversidade
na sua origem e composi¢do possibilita sua aplicacdo em diversas areas (Satchansk; Davidova;
Petrov, 2024). Os biomateriais poliméricos podem ser apresentados nas formas de hidrogéis,
nanofibras, microparticulas e nanoparticulas. Essa versatilidade permite atender variadas
demandas terapéuticas desde a produgéo de dispositivos para administracao oral e parenteral de
medicamentos até a producdo de curativos, estruturas de regeneracdo de tecidos e lentes de
contato com boa estabilidade quimica e capacidade para manter o farmaco encapsulado em
condicdes extremas e libera-lo na concentracdo ideal (Patel et al., 2017; Baharlouei; Rahman,
2022; Liu; Tang; Wang, 2023).

As microparticulas podem ser microcapsulas, quando sao particulas heterogéneas onde
uma membrana envolve o nicleo, e microesferas quando o componente ativo é
homogeneamente disperso na matriz polimérica (Lengyel et al., 2019). No entanto, esses termos
sdo frequentemente usados como sindnimos (Singh et al., 2010). Essa definicdo também pode
ser aplicadas as miliesferas. O interesse nas miliesferas poliméricas é decorrente do tamanho
reduzido que aumenta a superficie de contato e a atracdo por areas inflamadas do corpo,
possibilitando uma aplicacdo local (liberacdo direcionada), e da capacidade de prolongar a
liberacdo de agentes terapéuticos, reduzindo a toxicidade e aumentando a eficacia (Souza;
Silva; Costa 2021).

Os polimeros sintéticos sdo facilmente adaptaveis através do controle de sua
composicdo quimica e possuem a capacidade de formar hidrogéis mais duradouros gque 0s
hidrogéis desenvolvidos com polimeros naturais. No entanto, os hidrogéis de polimeros
sintéticos apresentam menor biocompatibilidade e maior toxicidade quando comparados com
os de polimeros naturais (Nasution et al., 2022). Por apresentarem biocompatibilidade,
biodegradabilidade, ndo antigenicidade, baixa toxicidade e serem encontrados em abundancia,
0s polimeros naturais como: quitosana, gelatina e alginato de sddio, tém estado em evidéncia
para aplicacdes medicas e farmacéuticas, principalmente nos sistemas de liberacdo modificada
de farmacos (Silva et al., 2016).

A mistura de polimeros pode fornecer novos produtos com diversas aplicacdes na area
farmacéutica devido ao aprimoramento das propriedades mecanicas e fisicas adquiridas apos a
combinacgdo. A presenca de grupos ionizaveis como o -NH: na quitosana permite a interacao
com outros polimeros, como o alginato de sddio, que possui grupos -COOH (Figura 2). A
interacdo entre polications e polianions podem ser usadas para produzir uma matriz polimérica
comuma ou multiplas camadas aptas para aprisionar o farmaco e controlar sua taxa de liberacéo
(Kaur et al., 2023; Cirri et al., 2021).
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Figura 2 - Estrutura quimica da quitosana e do alginato de sédio.
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Fonte: Préprio autor.

A quitosana € um polimero catiénico obtido a partir da desacetilacdo da quitina, que por
sua vez é encontrada em abundancia no exoesqueleto de crustaceos e insetos. E um biopolimero
insoluvel em agua, em solventes organicos e em bases, mas solivel em solucdes acidas. Seu
comportamento em solucéo € dependente do pH. Em meio acido se converte em um polication,
resultante da protonacdo dos grupos amina. Quimicamente, se apresenta na forma de um
polimero composto por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose (GIcN) e 2-acetamido-
2-desoxi-D-glicopiranose (GIcNAC), unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4)
(Gonsalves et al., 2011). Ao aumentar a mobilidade molecular, a quitosana de baixo peso
molecular facilita a penetracdo de substancias ativas em matrizes poliméricas (Herdiana et al.,
2024). Além disso, esse polimero € capaz de inibir o crescimento microbiano, caracteristica que
o diferencia dos demais polissacarideos (Macedo et al., 2022; Silva; Santos; Ferreira, 2006;
Kaur et al., 2023).

A utilizacdo da quitosana é promissora, especialmente na industria farmacéutica, no
desenvolvimento de cosméticos e biomateriais, tais como géis, filmes e membranas
poliméricas. Isso deve-se ao fato desse biopolimero apresentar boa biodegradabilidade e
biocompatibilidade, além de ndo ser antigénico, ser atdxico, regenerativo e possuir atividade
antibacteriana (Silva; Santos; Ferreira, 2006). A utilizacdo de biomateriais de quitosana na
medicina regenerativa é crescente, pois estudos evidenciam a capacidade de indugdo da
mineralizacdo, osteogénese, reparo 6sseo, formagdo de novo tecido cartilaginoso, regeneracéo

da pele e cicatrizagdo de feridas (Kim et al., 2023).
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O alginato de sodio € um polimero obtido das paredes celulares e espagos intracelulares
de vérias algas marrons, como: Laminaria hyperborea, Macrocystis pyrifera e Ascophyllum
nodosum. E um polissacarideo anionico linear constituido por blocos alternados de residuos de
acido a-L-gulurdnico e B-D-manurdnico ligados por ligac6es glicosidicas p (1—4). Os blocos
sdo compostos por residuos G consecutivos (GGGGGG), residuos M consecutivos
(MMMMMM) e residuos M e G alternados (GMGMGM) (Shaikh et al., 2022). Este polimero
interage por ligacOes cruzadas intermoleculares com cations bivalentes, geralmente ions Ca?".
A troca dos ions de sddio da estrutura dos residuos gulurénicos com cétions bivalentes resulta
na formacdo de uma rede de gel estavel e resistente a &gua, denominada “caixa de ovo” (Cirri
et al., 2021; Tisirigotis-Maniecka; Gancarz; Wilk, 2016).

E importante destacar que é um polimero hidrofilico, biocompativel, biodegradavel,
com baixa toxicidade, capacidade de reticulagéo e flexibilidade quimica. Essas caracteristicas
permitem a producdo de materiais com diferentes estruturas e aplica¢fes, podendo ser utilizado
para a fabricacdo de sistemas de liberacdo de farmacos com administracdo oral ou injetavel,
bem como podem ser aplicados para cicatrizacdo de feridas, transplante de células na
engenharia de tecidos, scaffolds e materiais de impressao odontoldgicos ou cirargicos (Shaikh
et al., 2022; Lee; Mooney, 2012; Chatterje et al., 2023).

2.1.3 Agentes reticulantes

Para que a liberacdo das substancias ativas nas matrizes poliméricas aconteca de
maneira eficiente é necessario melhorar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros naturais
(Xiao et al., 2024). Isso pode ser alcangado através da utilizacdo de agentes reticulantes, que
sdo substancias com baixa massa molecular e possuem grupos funcionais reativos que formam
ligacGes inter ou intracadeias dos polimeros. A reticulacdo de polimeros é uma forma de ampliar
sua utilidade, tendo em vista que as reagdes de reticulacdo dos biopolimeros podem modificar
a estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, cor e eficiéncia de
incorporacdo de farmacos. Quanto maior o grau de reticulagdo, menor sera a porosidade, e a
permeabilidade a agua, fazendo com que as substancias retidas nas redes poliméricas tenham
uma reducdo na difusdo (Gonsalves et al., 2011). Por isso, sdo utilizados para aumentar a
capacidade de aprisionamento do farmaco, de modo que ele seja liberado lentamente e na

concentracdo necessaria para obter o efeito terapéutico desejado (Muzzarelli et al., 2015).
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A reticulacdo acontece atraves das reacfes dos grupos funcionais dos polimeros (-OH,
-COOH, -NH) com os agentes reticulantes, permitindo a formagdo de ligacOes covalentes,
idnicas, de hidrogénio e interagdes de Van der Waals entre as cadeias polimeéricas. A reticulagéo
quimica produz materiais mais estaveis sob condicdes fisiologicas quando comparada com a
reticulacdo fisica. Essa caracteristica € importante para a obtencéo de produtos com liberacdo
prolongada de substancias ativas. Os agentes de reticulacdo mais comumente utilizados sdo o
glutaraldeido, glioxal, etilenoglicol, éter diglicidilico e diisocianato. Entretanto, os reticulantes
sintéticos apresentam elevada toxicidade para o organismo humano. Os efeitos toxicos
observados sdo inflamacdo e irritacdo da pele e mucosas, além de doengas renais e dores de
cabeca. Sendo assim, a utilizacdo destes agentes em materiais para aplicagcdes farmacéuticas e
biomédicas é restrita (Harris; Lecumberri; Heras, 2010; Muzzarelli et al., 2015; Sapula; Bialik-
Was; Malarz, 2023).

A genipina (Figura 3) é um metabdlito secundario obtido a partir dos frutos imaturos de
Genipa americana (jenipapo) e Gardenia jasminoides (Jasmim do cabo). Reage de forma
espontanea com as aminas primarias presentes em polissacarideos, como a quitosana ou
proteinas como a gelatina, podendo ser usada como agente reticulante. Apresenta baixa
toxicidade e, ao atuar como agente reticulante em polimeros, forma produtos estaveis e
biocompativeis. Além disso, melhora a resisténcia mecénica, porosidade e degradabilidade de

biopolimeros (Muzzarelli et al., 2015).

Figura 3 - Estrutura quimica da genipina.

Genipina

Fonte: Préprio autor.

O tripolifosfato de sodio (TPP) (Figura 4) também surge como uma alternativa viavel
como agente reticulante, pois ndo apresenta toxicidade e apresenta boa compatibilidade com
alginato de sédio e quitosana (Bhatia et al., 2024). E um anion multivalente que interage

ionicamente com o grupo amina protonada da quitosana em apenas uma etapa. Dessa maneira,
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pode melhorar a densidade de reticulacdo, o tamanho das particulas, a biodisponibilidade, a
estabilidade e o controle da liberagdo de substancias ativas (Pistone et al.,2023). Rahman e
colaboradores (2024) evidenciaram que a adicdo e 0 aumento da concentracdo de TPP em

nanoparticulas de quitosana/alginato resultou em uma liberacdo mais lenta da vitamina B6.

Figura 4 - Estrutura quimica do tripolifosfato de sddio.
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Fonte: Préprio autor.

A genipina e o TPP ao serem associados a diferentes materiais polimericos, originam
produtos estaveis, biocompativeis e seguros (Elzoghby, 2013). As propriedades biologicas das
formulacdes poliméricas para liberagdo modificada de substancias ativas podem ser
aumentadas com a utilizagdo de agentes reticulantes naturais, uma vez que estes componentes

naturais também possuem atividades farmacoldgicas (Sapula; Bialik-Was; Malarz, 2023).

2.1.4 Caracterizacdo dos sistemas polimericos

Os sistemas de liberacdo poliméricos de farmacos podem ser caracterizados utilizando
técnicas como infravermelho; técnicas calorimétricas como, calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) e termogravimetria (TG); microscopia eletrdnica de varredura (MEV),
determinacdo do indice de intumescimento e testes de dissolucao/liberacao de farmacos.

O infravermelho € uma técnica que atraves da absorcao de luz infravermelha é capaz de
detectar vibracdes e rotacoes de ligagdes moleculares, fornecendo informacdes sobre os grupos
funcionais presentes na amostra, ja que para cada tipo de ligacao, ha uma frequéncia de vibragédo
especifica. Dessa forma, pode ser utilizado para avaliar a interacdo entre os polimeros e 0s
agentes reticulantes e entre o sistema polimérico e o farmaco (Tao et al., 2020).

A calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica Util para avaliar a
estabilidade térmica de amostras, a exemplo de miliesferas poliméricas, uma vez que permite a

visualizacdo das alteragbes fisicas ou quimicas provocadas pelo efeito do calor. A
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termogravimetria (TG) analisa as modificagdes que a temperatura pode ocasionar na massa da
amostra. Nesse sentido, é capaz de estabelecer a faixa de temperatura que ndo causa variagdes
na composicdo quimica das amostras avaliadas (lonashiro, 2004).

As andlises no microscépio eletrdnico de varredura (MEV) séo realizadas para avaliar
as caracteristicas morfoldgicas de miliesferas poliméricas por meio de informacgdes em relacdo
a porosidade e rugosidade das amostras, caracteristicas que influenciam o perfil de liberacdo do
farmaco contido nesses sistemas. A técnica baseia-se na varredura com um feixe de elétrons
focado que interage com os atomos da amostra, resultando em uma variedade de sinais que sdo
detectados usando um detector altamente sensivel. Desse modo, obtém-se uma imagem da
amostra e informacdes da superficie da mesma (Ahmed; Aljaeid, 2016).

indice de intumescimento é um parametro relevante para caracterizar um sistema de
liberacdo de farmacos a base de polimeros, tendo em vista que determina a capacidade de
absorcdo de agua. Esse indice condiciona a cinética de libera¢do do farmaco incorporado, sendo
influenciado pelo tamanho dos poros, estrutura da rede polimérica, hidrofilicidade e grau de
reticulacdo (Kim et al., 2009; Li et al., 2025).

O teste de dissolucao/liberacdo € usado para determinar o perfil de liberagcdo do farmaco
presente nos sistemas poliméricos. O controle da liberacdo € dependente da massa molecular
do polimero, do grau de reticulacdo, da polaridade e do pH e, normalmente envolve o
mecanismo de intumescimento, difusdo e erosdo. O meio de dissolucdo penetra na matriz
polimérica, resultando no inchagco da matriz e, consequentemente, na difusdo do farmaco a
partir da matriz polimérica (Ahmed; Aljaeid, 2016). InGmeros farmacos e compostos bioativos
podem ser utilizados no desenvolvimento de sistema de liberacdo modificada como por
exemplo o [6]-shogaol, que possui baixa biodisponibilidade oral decorrente da natureza

lipofilica e do metabolismo de primeira passagem no figado (Songvut et al., 2024).

2.2 Perfil quimico e potenciais atividades biolégicas do [6]-shogaol

Os produtos naturais sdo importantes op¢des para o tratamento de diversas patologias.
Estudos relatam inameros efeitos bioldgicos provenientes dos principais constituintes do
gengibre (Zingiber officinale): gingerois, shogaois, paradois e zingerona (Kyama, 2020). Os
shogaois sdo produtos da desidratacdo dos gingerois, que por sua vez sdo 0S principais
constituintes presentes nos rizomas de Zingiber officinale (gengibre). Os grupos [-

hidroxicetona dos gingerois sofrem uma reagdo de desidratagdo térmica para formar as cetonas


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gingerol
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a,B-insaturadas, resultando nos respectivos shogaois (Figura 5), e é facilitada pela utilizagdo de
solucBes &cidas (Ghasemzadeh et al., 2018). O [6]-shogaol é o produto de desidratacdo mais
comum e exibe melhores efeitos farmacoldgicos quando comparados aos Seus precursores
(Semwal et al., 2015).

Figura 5 — Reacéo de desidratacao do [6]-gingerol para a formacao do [6]-shogaol.
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Fonte: Préprio autor.

Dentre os efeitos bioldgicos dos shogaois, destacam-se: as atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, anticancerigena (Kyama, 2020) e antimicrobiana (Oyedemi et al., 2019). O efeito
antioxidante do [6]-shogaol € atribuido a reducdo dos radicais DPPH, superdxido e hidroxila,
bem como, a inibicdo da xantina oxidase, que produz radicais livres de oxigénio (Li et al., 2012;
Dugasani et al., 2010).

A atividade anti-inflamatéria do [6]-shogaol pode ser resultante do aumento da
expressao do fator nuclear [derivado do eritrdide 2]-like 2 (Nrf-2) e da heme oxigenase 1 (HO-
1), assim como, da supressdo de mediadores pré-inflamatorios como o NFkB e COX-2, das
citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e 6xido nitrico sintase induzivel (Bischoff-
Kont; Furst, 2021), envolvidos na patogenia de doencas inflamatdrias, como a colite ulcerativa.
Essa evidéncia foi relatada no estudo de Zhang e colaboradores (2018), no qual o [6]-shogaol
incorporado em nanoparticulas foi capaz de reduzir os sintomas e acelerar o reparo tecidual

causado pela colite ulcerativa induzida por dextrano sulfato de sddio (DSS) em camundongos.
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Villalvilla e colaboradores (2013) também comprovaram o efeito anti-inflamatério do [6]-
shogaol através da reducdo da resposta imune inata dos condrécitos mediada por TLR4,
receptor toll-like, capaz de induzir resposta inflamatéria. Além disso, o [6]-shogoal inibe a acéo
da catepsina K, cisteina protease envolvida na sinalizacdo de outros receptores tipo toll-like, e
na degradacdo de tecido dsseo e cartilaginoso.

O efeito anticancerigeno do [6]-shogaol foi observado em cancer de mama, colo de
utero, c6lon, figado, rim, oral e prostata. Um estudo in vitro revelou que essa substancia é capaz
de inibir a proliferacdo de células cancerigenas, como células esferoides MDA-MB-231 do
cancer de mama, mostrando eficacia superior ao Paclitaxel, medicamento utilizado para
tratamento desse tipo de cancer. Vale ressaltar que a atividade anticancerigena do [6]-shogaol
foi verificada in vivo com células NCI-H1650 de cancer de pulmdo e HMVP2 de cancer de
prostata, em camundongos. Ademais, esse composto bioativo pode ser usado em combinacéo
com agentes quimioterapicos disponiveis para aumentar a eficicia terapéutica ou reduzir os
efeitos colaterais dos medicamentos quimioterapicos (Jia et al., 2023).

O [6]-shogaol apresenta potencial antimicrobiano contra bactérias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus. Esse potencial foi evidenciado por Oyedemi e colaboradores (2019),
0S quais observaram que essa substancia possui moderada atividade contra cepas de
Staphylococcus aureus multirresistentes (SA1199B, XU212, RN 4220, MRSA 346724) em
concentragdes inibitdrias minimas de 8 a 16 pg/mL. Um outro estudo, realizado por Santos
(2018), observou que a concentracdo de 0,05 mg/mL do [6]-shogaol € capaz de inibir
completamente o crescimento e matar as cepas de Staphylococcus aureus.

A atividade antimicrobiana do [6]-shogaol frente a microrganismos de importancia
clinica, como Staphylococcus aureus tem relevancia significativa (Mao et al., 2019), uma vez
gue essa bactéria possui a capacidade de causar infeccGes potencialmente fatais, como artrite
séptica, endocardite, sindrome do choque toxico, pneumonia, infeccdo profunda da pele e

osteomielite.

2.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus € uma espécie bacteriana Gram-positiva, do género
estafilococos, anaerdbios facultativos, que apresenta morfologia esférica na forma de cocos,
semelhante a cachos de uva. Esse microrganismo esta presente na microbiota humana normal,
especialmente na pele e fossas nasais (Tortora; Funke; Case, 2012). Pode causar infecgdes leves

de pele e tecidos moles, intoxicacao alimentar e doencas fatais, como bacteremia e endocardite
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infecciosa. Além de estar associada a infecc¢6es do sitio cirdrgico, infecgdes dsseas e articulares,
incluindo infeccBes de proteses articulares e pneumonia frequentemente observadas no
ambiente hospitalar (Cheung; Bae; Otto, 2021).

A patogenicidade desse microrganismo esta relacionada a producgdo de proteinas de
superficie que promovem a ades@o da bactéria ao tecido do hospedeiro, a secrecdo de toxinas e
enzimas e ao aumento da capacidade de invasdo dos tecidos (Tortora; Funke; Case, 2012).
Dentre as toxinas secretadas por S. aureus destacam-se: hemolisinas, leucotoxinas e modulinas,
conhecidas como toxinas formadoras de poros devido a capacidade de criar poros na membrana
da célula hospedeira e, consequentemente provocar a morte celular (Ahmad-Mansour et al.,
2021).

A resisténcia de S. aureus aos antimicrobianos disponiveis, como 0 composto [-
lactdmico meticilina, € um problema de satde publica. Esse microrganismo resistente tornou-
se a principal causa de infeccdes de pele e tecidos moles (Liu et al., 2024). As infeccdes
causadas por S. aureus resistente a meticilina (MRSA) estdo associadas ao aumento da
mortalidade, morbidade e internacéo hospitalar, sendo classificada como microrganismo de alta
prioridade segundo a World Health Organization (2024).

O potencial de resisténcia do S. aureus e a sua patogenicidade sao fatores limitantes para
obter sucesso no tratamento das doencas infecciosas (Rampogu et al., 2018). Desse modo,
torna-se necessaria a busca por novas alternativas terapéuticas capazes de combater o
microrganismo de forma eficaz. Nesse sentido, a producdo de miliesferas poliméricas contendo
agentes antimicrobianos de origem natural surge como uma estratégia conveniente para superar
a resisténcia antimicrobiana e tratar infeccGes, pois suas caracteristicas fisicas possibilitam
administrar a substancia ativa localmente apds procedimento cirurgico ou facilitar o contato
com o local da lesdo ou com as bactérias. Além disso, a estrutura polimérica e composi¢do das
miliesferas permite aumentar a eficiéncia de carga e prolongar a liberacdo das substancias ativas
(Lietal., 2025).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar a atividade antimicrobiana de miliesferas poliméricas de

quitosana/alginato contendo [6]-shogaol.

3.2 Objetivos especificos

o Extrair e isolar o [6]-gingerol a partir dos rizomas de Zingiber officinale;

e Realizar a semissintese do [6]-shogaol a partir do [6]-gingerol por meio de uma reagéo
de desidratacéo;

e Purificar o [6]-shogaol por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Produzir miliesferas poliméricas de quitosana/alginato, reticuladas com genipina,
contendo [6]-shogaol,

e Caracterizar as miliesferas polimericas por analise visual utilizando microscopia optica,
eficiéncia de encapsulamento, capacidade de carregamento do [6]-shogaol e
determinacdo do indice de intumescimento das miliesferas;

e Avaliar o perfil de liberacao do [6]-shogaol incorporado nas miliesferas;

e Avaliar a estabilidade quimica do [6]-shogaol livre;

e Avaliar o efeito antimicrobiano do [6]-shogaol livre e nas miliesferas poliméricas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolamento do [6]-gingerol

O gengibre fresco foi adquirido no comércio local na cidade de Lagarto-SE. Apds isso,
0 gengibre foi lavado, cortado em fatias utilizando um processador de alimentos (Philips,
R17301, Brasil), e seco a 40 °C em estufa com circulacao forgada de ar (DeLeo, ABAFD, Brasil)
por 4 dias. Em seguida, o gengibre seco foi pulverizado em liquidificador e tamisado em peneira
de aco de 0,61 mm. O po foi submetido ao processo de maceracdo, utilizando etanol 91% (v/v)
em uma razdo, material vegetal/solvente 1:3 (m/v), por 6 dias, com renovacdo do solvente a
cada 48 horas. Posteriormente, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida a 40 °C em
evaporador rotativo (Fisatom, 801, Brasil). Em seguida, o extrato foi armazenado a 4 °C para
posterior fracionamento.

O extrato bruto foi submetido a particdo liquido-liquido utilizando hexano,
diclorometano e acetato de etila. A fracdo de diclorometano foi submetida a cromatografia
liquida em coluna de vidro (38,0 x 4,8 cm d.i.) preenchida com silica-gel (SiO2) (60 A, 0,063-
0,200 mm, 70-230 Mesh. NEON Comercial). A fase movel utilizada foi hexano/acetato de etila
50:50 (v/v). As subfracbes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), reveladas com vanilina sulfurica. As subfrac6es contendo [6]-gingerol foram
reunidas e agrupadas de acordo com o perfil quimico. Na analise por CCDA foi utilizado o [6]-
gingerol padrdo, previamente isolado pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Produtos
Naturais Bioativos (LPNBio) da UFS - Campus Lagarto, para identificar a presenca deste

metabolito nas fracdes.

4.2 Semissintese do [6]-shogaol (6S)

O [6]-shogaol foi obtido a partir da desidratacdo do [6]-gingerol. O [6]-gingerol foi
dissolvido em acetona, na proporg¢éo de 1:10 (m/v) e mantido sob refluxo por 4 horas a 70 °C,
na presenca do catalisador, acido para-tolueno-sulfénico (NEON Comercial). A cada hora, a
reacdo foi analisada por CCDA. Apo0s as 4 horas de reacdo adicionou-se agua gelada ao meio

reacional, e em seguida a extracdo do produto foi realizada por particdo liquido-liquido com
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diclorometano. O isolamento do [6]-shogaol foi realizado por cromatografia liquida em coluna
de SiO2 (12,0 x 2,7 cm d.i.), utilizando éter de petr6leo/acetato de etila 75:25 (v/v) como fase
movel.

A purificagdo do [6]-shogaol foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em um cromatdgrafo Shimadzu® Proeminence 20A, sistema com um detector MRS-
vis SPD-M20A, degaseificador DGU-20A5R, duas bombas LC-20AR e controladora CBM-
20A. Para isso, foi utilizada uma coluna semi-preparativa C18 Shim-Pack (21,2 x 250 mm, 10
pm). A eluicdo foi realizada no modo isocrético, utilizando como fase movel, metanol/agua
(75:25, v/v), em uma vazéo de 18,9 mL/min. O volume de injecéo do [6]-shogaol foi de 1000

pL e a andlise foi feita em um comprimento de onda de 280 nm (Villalvilla et al., 2013).

4.3 Preparacdo das miliesferas poliméricas

As miliesferas poliméricas foram preparadas utilizando quitosana de baixo peso
molecular (Aldrich Chemistry) e alginato de sddio de média viscosidade (Vetec). O gel de
quitosana foi preparado da seguinte forma: 100 mg de quitosana foram dispersos em 10 mL de
acido acético 1% (v/v), sob agitacdo mecénica em dispersor (IKA, ULTRA-TURRAX® Tube
Drive, China), a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o gel foi submetido a ondas
sonoras, por 30 minutos, em banho ultrassénico (Unique, USC-1450A, Brasil) com frequéncia
de 25 kHz. Posteriormente, foram adicionados 10 mg de [6]-shogaol dissolvidos em 0,8 mL de
dimetilsulféxido (DMSO), sob agitacdo, durante 30 minutos. Apds isso, foram adicionados 500
ML de extrato enriquecido em genipina (EEG) 2,5% (m/v) e a mistura foi mantida sob agitacao
magnética por 30 minutos. O gel de alginato de sodio 1% (m/v) foi preparado por meio da
dispersdo de 300 mg de alginato de sddio em 15 mL de agua destilada. Apos isso, foram
adicionados 15 mL de solucdo de tripolifosfato de sodio 6% (m/v) sob agitacdo mecénica no
dispersor, a 1000 rpm durante 5 minutos. Em seguida, o gel foi submetido a ondas sonoras por
20 minutos no banho ultrassénico (Wu; Yao, 2013; Cho et al., 2014, com modificacdes).

O gel de quitosana foi gotejado com auxilio de uma seringa com agulha 18G em 30 mL
de uma dispersdo de alginato de sddio 1% (m/v) e tripolifosfato de sodio 3% (m/v), sem
agitacdo. Apds 1 hora, as miliesferas foram filtradas e lavadas com agua destilada e acetona.
Em seguida, as miliesferas foram congeladas a -80 °C e liofilizadas por 24 horas a — 40 °C e
450 pHg (Liotop, L101, Brasil). As miliesferas foram armazenadas em pote hermético a 4 °C

para analises posteriores.
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4.4 Caracterizacao

4.4.1 Analise morfoldgica, didmetro e peso médio das miliesferas

A andlise morfoldgica foi realizada apds o registro de fotos das miliesferas em um
microscopio estereoscopio (Physis) com ampliacdo de 30 vezes utilizando a cdmera de um
smartphone Apple, Iphone 14 Plus, versdo 18.4.

O didmetro das miliesferas foi determinado com auxilio de um paquimetro digital
(Starrett, EC799A-8/200, Brasil). Para isso, foram utilizadas 20 miliesferas selecionadas
aleatoriamente. O peso médio das miliesferas foi determinado a partir de 40 miliesferas pesadas
em balanca analitica (Shimadzu®, ATX224) (Cirri et al., 2021). A determinagdo do diametro
e peso medio das miliesferas foi realizada em triplicata e os resultados foram obtidos por meio

da média e desvio padréo.

4.4.2 Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE) e capacidade de carregamento do

[6]-shogaol nas miliesferas

A eficiéncia de encapsulamento e a capacidade de carregamento do [6]-shogaol nas
miliesferas foi determinada apds a dissolucdo das miliesferas com &cido acetico 3% (v/v) e
etanol P.A sob agitacdo mecéanica no dispersor, a 3000 rpm durante 20 minutos. Em seguida, o
[6]-shogaol foi extraido por particdo liquido-liquido utilizando diclorometano. O solvente foi
evaporado utilizando evaporador rotativo e o [6]-shogaol foi reconstituido com metanol grau
HPLC para posterior analise. As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), Shimadzu® Proeminence 20A, sistema com um detector UV-vis SPD-
M20A, degaseificador DGU-20A5R, duas bombas LC-20AR e controladora CBM-20A. Para
isso, foi utilizada uma coluna analitica Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um), e fase
mével metanol/agua, 75:25 (v/v), em uma vazdo de 0,8 mL/min. O volume de injecdo das
aliquotas foi de 20 pL e a andlise foi feita em um comprimento de onda de 280 nm (Silva et al.,
2012). O ensaio foi realizado em triplicata utilizando diferentes lotes das miliesferas. Os
resultados foram obtidos por meio da média e desvio padréo.

Apos a analise, a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada por meio da Equagéo
1 (Frent et al., 2022). Onde Cis) € a concentragdo real do [6]-shogaol nas miliesferas e Cyes) é

a concentracao teorica do [6]-shogaol nas miliesferas.
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EE(%) = % x 100 Equagéo 1

A capacidade de carregamento (CC) do [6]-shogaol nas miliesferas poliméricas foi
calculada através da Equacdo 2 (Patel et al., 2016). Onde Ms) € a massa real do [6]-shogaol

nas miliesferas e Mm € a massa de miliesferas.

CC(%) = 219y 100 Equacéio 2

Mp,

4.4.3 Indice de intumescimento

Para avaliar a capacidade de absorc¢do de agua, 10 mg de miliesferas (M) foram imersas
em 2,5 mL de solucBes tampao em diferentes pH (1,2; 4,5 e 6,8), por 8 horas. Ap6sas 8 h, e a
remocdao do excesso de agua com papel de filtro, as miliesferas foram pesadas (M2) em balanca
analitica, e o indice de intumescimento calculado através da Equacédo 3 (Azad, 2004; Patel et
al., 2016, com modificacdes). O ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram obtidos

por meio da média e desvio padrao.

11(%) = (Mfw—M”

x 100 Equacéo 3

Onde 11 é o indice de intumescimento, M2, a massa das miliesferas apds 8 h de imerséo,

e M1, a massa das miliesferas antes da imersao.
4.5 Teste de liberacdo do [6]-shogaol

O [6]-shogaol livre e o [6]-shogaol contido nas miliesferas poliméricas foram submersos
em 60 mL de tampdo em diferentes pHs (1,2; 4,5 e 6,8) dentro de frascos Erlenmeyer de 125
mL., na temperatura de 37 = 0,5 °C, sob agitacdo constante (100 rpm), em uma incubadora com
agitacdo orbital (Tecnal, TE-4200, Brasil). Aliquotas de 200 pL foram coletadas em diferentes
tempos (0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24; 36 e 48 horas parao pH 1,2 e 6,8) e (0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 24;
36; 48; 72... 1588 e 1684 horas para o pH 4,5) (Silva et al., 2020). Apds isso, as aliquotas foram
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centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm, filtradas, e analisadas em um cromatégrafo
Shimadzu® Proeminence 20A, sistema com um detector UV-vis SPD-M20A, degaseificador
DGU-20A5R, duas bombas LC-20AR e controladora CBM-20A. Para isso, foi utilizada uma
coluna analitica Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x 100 mm, 3,5 um). A eluicdo foi realizada no
modo isocratico utilizando como fase mével, metanol/agua (75:25, v/v), em uma vazéo de 0,8
mL/min. O volume de injecdo das aliquotas foi de 20 pL e a analise foi feita em um
comprimento de onda de 280 nm (Villalvilla et al., 2013). A quantificacdo do [6]-shogaol nos
testes de liberacdo foram realizadas utilizando a curva de calibracdo do [6]-shogaol que foi
construida a partir de 5 solucGes de [6]-shogaol com concentragdes entre 0,5 € 100 ug/mL

(Figura A5 — Apéndice C). Os testes de dissolugdo foram realizados em triplicata.

4.6 Teste de estabilidade do [6]-shogaol

O [6]-shogaol livre na concentracdo de 600 g foi pesado em papel de filtro e colocado
em frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 60 mL de tampéao pH 4,5, e 4gua deionizada pH
6,8, na temperatura de 37 + 0,5 °C, sob agitacdo constante (100 rpm), em incubadora com
agitacdo orbital. Aliquotas de 200 pL foram coletadas em diferentes tempos com base no
percentual de degradacdo do [6]-shogaol. Em seguida, as amostras foram analisadas do mesmo
modo que o teste de liberacdo. O teste de estabilidade foi realizado em triplicata. Os resultados

foram obtidos por meio da média e desvio padrao.

4.7 Atividade antimicrobiana

4.7.1 Condicdes de cultivo e indculo da cepa bacteriana

O efeito antimicrobiano do [6]-shogaol e das miliesferas poliméricas contendo o [6]-
shogaol foi avaliado in vitro frente a Staphylococcus aureus (ATCC 6538P). Esta cepa foi
obtida da colecdo de cultura bacteriana do Laboratério de Biologia Molecular e Microbiologia
(LaBMIC) do Departamento de Farméacia da UFS — Campus Lagarto.

A cepa da S. aureus foi retirada do estoque congelado (-80 °C), cultivada em placa de
Petri contendo agar Mueller Hinton e incubada em estufa microbioldgica (Incubator, SPX-
350B) a 37 °C por 24 h. Em seguida, foi realizado o indculo de uma col6nia isolada em 8 mL
de caldo brain heart infusion (BHI), o qual foi incubado a 37 °C, sob agitagdo constante a 200

rpm, por 4 h, em incubadora microbioldgica (Labor, ACB). Ap0s isso, a densidade da
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suspencédo bacteriana foi ajustada ao padrdo de turbidez de 0,5 na escala de McFarland, que
corresponde a absorbancia 0,1 (1 a 2 x 10® UFC/mL) a A= 600 nm, em espectrofotdmetro
(Edutec, EEQ-9023, Brasil).

4.7.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CI1M)

A CIM foi determinada pelo método de microdiluicio em caldo em placas de
microtitulacdo de 96 pogos. Para isso, uma suspensdo microbiana de S. aureus com absorbancia
ajustada para 0,1 foi diluida em caldo BHI na proporcéo 1:100 (v/v). Posteriormente, foram
adicionados aos pogos iniciais da placa, 2 pL de uma solucdo de [6]-shogaol, dissolvidos em
DMSO e 198 pL da suspensdo microbiana, de modo que a concentragéo inicial da substancia
fosse 512 pg/mL. Em seguida, a suspensdo microbiana contendo o [6]-shogaol foi microdiluida
nos pocos seguintes (previamente preenchidos com 100 pL de suspensdo microbiana) até a
concentracéo final de 8 pg/mL. Como controle negativo, foi utilizada a suspenséo de S. aureus e
como controle positivo, o antimicrobiano cloridrato de vancomicina em uma concentracéo de
4 ug/mL. Apds isso, a placa foi incubada a 37 °C por 24 h em estufa microbioldgica. A
viabilidade celular foi definida através do monitoramento da absorbancia e pelo ensaio de
reducdo da resazurina (NCCLS, 2003; Julido, 2022).

4.7.2.1 Viabilidade celular por monitoramento de absorbancia

A CIM foi determinada pela leitura da absorbancia dos meios presentes nos pogos em
leitor de microplacas (Multiskan GO 1.00.40, EUA) a 600 nm. O controle negativo de inibicdo
de crescimento microbiano foi utilizado como padréo de leitura, com a diminuicdo no valor da

absorbancia em cada poco, indicando inibi¢do do crescimento microbiano (Julido, 2022).

4.7.2.2 Viabilidade celular por reducédo da resazurina

A CIM foi determinada, também, pelo ensaio colorimétrico de reducdo da resazurina.
Desse modo, apos a leitura da placa, 30 pL de solugdo aquosa de resazurina 0,01% (m/v) foram
adicionados aos pogos, e em seguida a placa foi incubada por 45 min em estufa microbiologica
a 37 °C. Apos esse periodo, foi observado se houve mudanga de coloragdo no conteudo da placa,

uma vez que na presencga de microrganismos Viaveis, a resazurina, inicialmente azul, é reduzida
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a resorufina, que apresenta cor rosa (Hossain, 2024). Dessa forma, a CIM foi definida como a

menor concentracdo da amostra que ndo teve alteracdo de cor nos pocos (Julido, 2022).

4.7.3 Determinagdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

O conteudo presente nos pogos da placa de microtitulagio em que ndo houve
crescimento microbiano, observado visualmente pela auséncia de turbidez, foi semeado em
placas de Petri contendo &4gar Mueller Hinton. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
microbioldgica a 37 °C por 24h. A auséncia de coldnias na placa indicou a morte do

microrganismo (Julido, 2022).

4.7.4 Avaliacdo do efeito antimicrobiano das miliesferas poliméricas

A atividade antimicrobiana das miliesferas foi realizada em tubos de ensaio, nos quais
foram adicionados 20 pL de uma suspensdo microbiana de Staphylococcus aureus ATCC
6538P com absorbancia ajustada para 0,1 (1 a 2 x 108 UFC/mL) a 600 nm, e posteriormente
diluida em caldo Brain Heart Infusion (BHI) na propor¢do de 1:100 (v/v). Cinquenta e dois
miligramas de miliesferas contendo 256 g de [6]-shogaol foram adicionadas nos tubos com 2
mL da suspensdo bacteriana, de modo que a concentracéo da substancia ativa fosse igual a CIM.
Os tubos de ensaio foram incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C por 6 horas, €, apds esse
periodo, as miliesferas foram transferidas para novos tubos com a suspensdo microbiana de S.
aureus e incubados novamente a 37 °C por 6 horas. Mais uma vez as miliesferas foram
transferidas para novos tubos com a suspensdo microbiana e incubados novamente a 37 °C por
mais 12 horas. O procedimento foi realizado em 12 ciclos, totalizando 108 h de experimento.
Como controle, foram utilizadas suspensées microbianas de S. aureus diluidas na proporc¢éo de
1:100 (v/v) sem as miliesferas. Decorrido esse tempo (6, 12, 24, 30, 36, 48, 54, 60, 72, 78, 84,
96 e 108h), o contetdo presente nos tubos foi diluido em caldo BHI na proporcéo 1:1 e realizada
a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 600 nm (Zhang et al., 2019, com
modificacdes).

Todos 0s ensaios antimicrobianos foram realizados em triplicata, em experimentos

independentes. Os resultados foram apresentados utilizando a média e desvio padréo.
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4.8 Analises estatisticas

Os dados experimentais do teste de liberacdo da substéncia ativa foram analisados por
meio do ajuste aos modelos matematicos disponibilizados no suplemento do Microsoft
Excell®, DDSolver. Cada modelo foi avaliado quanto a sua qualidade de ajuste usando o
coeficiente de determinacdo (R?), coeficiente de determinagdo ajustado (R? ajustado) mais
elevado, menor valor de Akaike Information Criterion (AIC) e Model Selection Criterion
(MSC) maior que 2.

Os dados obtidos no experimento do indice de intumescimento, de estabilidade do [6]-
shogaol e da determinacdo da concentracao inibitéria minima foram tratados estatisticamente
através do programa GraphPad Prism®, versdo 9.0, por meio de Analise de Variancia (ANOVA)
de via Unica, seguido de pos Teste de Tukey. Enquanto, a avaliacdo da atividade antimicrobiana
das miliesferas poliméricas foi analisada por meio de Analise de Variancia (ANOVA) de via
Unica, seguido de pos Teste de Dunnett’s. As diferencas com p < 0,05 foram consideradas

significativas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do [6]-gingerol

A partir de 639 g de gengibre seco, foram obtidos por maceragdo exaustiva, 62,5 g de
extrato bruto (9,8%, m/m). O extrato foi submetido a particdo liquido-liquido, da qual
obtiveram-se 18,8 g de fracdo diclorometano (ZOD). Destes, 15,8 g foram submetidos a
cromatografia liquida classica (CLC). Apos a separacdo cromatografica, obteve-se 50 fracdes,
que apos reunido, conforme semelhanca do perfil quimico, resultou em 6 subfracbes: ZOD-A
(0,49 g), ZOD-B (0,94 g), ZOD-C (3,70 g), ZOD-D (0,74 g), ZOD-E (0,43 g) e ZOD-F (0,67
g) (Figura 6). As subfragfes ZOD-B, ZOD-C e ZOD-D apresentaram uma banda intensa com
0 mesmo Rf (fator de retencdo) do [6]-gingerol padrédo (Rf = 0,4). No entanto, observou-se a
presenca de muitas impurezas na subfracdo ZOD-B. Dessa forma, as subfracbes ZOD-C e
ZOD-D (4,44 g, 27,8 % (m/m)) contendo [6]-gingerol foram reunidas e denominadas de fracédo

enriquecida em gingerois (FEG).

Figura 6 — Cromatograma em CCDA das subfracbes ZOD-A a ZOD-F da fracdo diclorometano.
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Fonte: Prdprio autor.

Nota: P é o [6]-gingerol padréo.

Embora necessite de grande quantidade de solventes organicos e tempo prolongado de
extragdo (Samota et al., 2024), a maceragdo é uma técnica simples e eficaz para a extracéo de
[6]-gingerol, como observado no estudo de Jorge-Montalvo; Vilchez-Perales; Visitacion-

Figueroa (2023) que avaliou diferentes métodos de extracdo do gengibre e evidenciou uma



38

maior eficiéncia de extracdo de compostos fenolicos totais e [6]-gingerol pelo método de
maceracao.

A utilizagdo da maceragdo exaustiva para obtencdo do extrato bruto dos rizomas de
Zingiber officinale foi apropriada, uma vez que apresentou um bom rendimento (9,8%, m/m)
quando comparado ao estudo de Silva et al. (2012), que utilizou a mesma técnica de extragéo,
mas com um rendimento de 5,3% (m/m). O melhor rendimento de extracao pode ter sido obtido,
pelo fato de o solvente extrator utilizado neste trabalho apresentar um percentual de etanol
diferente de Silva et al. (2012). Ja no estudo de Zhang et al. (2011) os autores obtiveram um
rendimento de 3,5% (m/m) ao utilizar maceragdo com etanol sem renovagdo do solvente
extrator (maceracgao convencional), o que refor¢a o uso da maceracao exaustiva, com renovacao
do solvente, para a obtengéo de melhores rendimento de extracdo do [6]-gingerol.

Como pode ser observado na analise cromatografica por CLAE, o [6]-gingerol,
substancia de interesse, apresentou-se de forma majoritaria na FEG (Figura 7) com grau de
pureza estimado de 58%. O [8]-gingerol e o [10]-gingerol foram identificados na FEG, apos a
injecdo dos padrdes de [8]- e [10]-gingerol (Apéndice B), como também pode ser observado na

Figura 4.

Figura 7 — Cromatograma da fracdo enriquecida em gingerois obtido por CLAE.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x
100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazédo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.
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5.2 Semissintese do [6]-shogaol a partir do [6]-gingerol

A fracdo enriquecida em [6]-gingerol (FEG) obtida foi submetida a reacdo de
desidratacéo. A partir de 4 g da FEG (equivalente a 2,32 g de [6]-gingerol), foram obtidos 0,979
de [6]-shogaol. Desse modo, o rendimento da conversdo do [6]-gingerol em [6]-shogaol foi de
19,2%. Apds andlise e purificacdo por CLAE, obteve-se 0,446 g de [6]-shogaol com pureza de
97,5%.

Ao comparar 0s cromatogramas da FEG (Figura 7) e do [6]-shogaol (Figura 8)
analisados por CLAE, observa-se o desaparecimento do pico referente ao [6]-gingerol (tr = 2,9
min) e o surgimento de um pico mais intenso correspondente ao produto formado, o [6]-shogaol
(tr = 4,8 min). A formacéo do [6]-shogaol a partir da desidratacdo do [6]-gingerol foi mais
eficiente do que no estudo desenvolvido por Silva (2011), uma vez que ele utilizou como
precursor o [6]-gingerol com pureza acima de 96%, enquanto neste estudo foi utilizado o [6]-
gingerol com pureza de 58%.

Figura 8 — Cromatograma do [6]-shogaol por CLAE.
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Fonte: Proprio autor.

Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x
100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazédo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.
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5.3 Andlise das miliesferas poliméricas

As miliesferas poliméricas apresentaram-se morfologicamente uniformes, com
didmetro de 1,48 + 0,11 mm, peso médio de 0,44 + 0,002 mg, superficie rugosa e coloragéo
levemente arroxeada (Figura 9). A coloracéo arroxeada é resultado da reacéo de reticulacéo que
ocorre entre 0s grupos amino da quitosana e a genipina, na presenca de oxigénio. O aumento
da temperatura, o tempo de reacdo e a quantidade de grupos amino disponiveis na quitosana,
bem como a diminui¢cdo do pH afetam a tonalidade da cor observada no produto reticulado
(Neri-Numa et al., 2017). Como o tempo de reticulagao foi pequeno, para evitar o aumento da
viscosidade do gel e assim facilitar o seu gotejamento, a coloracdo arroxeada foi pouco
perceptivel como pode ser visto pela fotografia (Figura 9). Além de melhorar a eficiéncia de
aprisionamento, a utilizagdo de agentes reticulantes podem aumentar a densidade de reticulacao
com a quitosana (Cho et al., 2014), favorecendo a producdo de miliesferas mais homogéneas

como observado nesse estudo.

Figura 9 — Miliesferas poliméricas de quitosana/alginato contendo [6]-shogaol.

Fonte: Préprio autor.

5.3.1 Determinacdo da eficiéncia de encapsulamento (EE) e da capacidade de carregamento

(CC) do [6]-shogaol nas miliesferas

O encapsulamento de compostos bioativos em sistemas poliméricos permite melhorar a

solubilidade, minimizar a degradacdo e, como consequéncia prolongar o efeito terapéutico
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(Rahman et al., 2024), e por esse motivo um sistema de libera¢do polimérico foi produzido
neste trabalho.

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada por CLAE, e a quantificacdo foi
realizada a partir da curva de calibragio do [6]-shogaol (y = 9626,6x — 3593,8; R? = 0,9998),
construida apés a plotagem dos dados de concentragdo (ug/mL) versus area do pico (Figura A5
— Apéndice C). Apos a extracdo e quantificagdo da substancia ativa em diferentes lotes de
miliesferas, obteve-se a EE de 68,1 + 0,9%. Vale destacar que é a primeira vez que este sistema
polimérico contendo [6]-shogaol foi produzido.

Quanto maior a concentragdo do polimero e a rapida solidificacdo das miliesferas, maior
a eficiéncia de incorporacéo (Jyothi et al., 2010; Dhakar et al., 2010). Frent e colaboradores
(2022) prepararam microparticulas de quitosana-alginato carregadas com quercetina e
evidenciaram uma eficiéncia de encapsulamento maior nas microesferas que continham uma
concentracdo mais alta de quitosana. Os autores observaram que ao aumentar a concentragdo
de quitosana de 0,1% para 0,2% (v/v), a eficiéncia de encapsulamento variou de 82 para 85%,
confirmando que a eficiéncia pode ser melhorada a medida que a concentracdo do polimero
aumenta em relagéo a substéncia ativa incorporada, contribuindo com a liberacdo prolongada,
devido ao aumento da densidade das microparticulas. Outros autores observaram resultados
diferentes com relacdo a influéncia da concentracdo de quitosana na eficiéncia de
encapsulamento. Cho et al. (2014) evidenciaram que ao aumentar o percentual de quitosana de
0,5% para 1,0%, a eficiéncia de encapsulamento diminuiu de 99,55% para 97,07%, mostrando
que existe um limite da concentragdo do polimero para o aumento da eficiéncia de
encapsulamento. Neste trabalho a concentracdo de quitosana utilizada foi de 1%, concentracédo
ideal para a formacdo das miliesferas, observado em testes preliminares.

O tempo de formacdo das miliesferas afeta a incorporacdo do principio ativo. Ao
aumentar o tempo, a difusdo da substancia para fora das miliesferas aumenta e,
consequentemente reduz o encapsulamento (Liu et al., 2004). A adicdo de agentes reticulantes
também melhora a eficiéncia de encapsulamento, pois ao interagirem com os polimeros,
formam-se redes menos porosas que dificultam a difusdo do agente terapéutico. Cho e
colaboradores (2014) observaram que maiores eficiéncias de aprisionamento foram obtidas em
microesferas reticuladas com altas concentrac6es de TPP. Baseado nesses estudos, no presente
trabalho utilizou-se agentes reticulantes (extrato enriquecido em genipina e tripolifosfato de
sodio, TPP) e tempo de reticulacdo de uma hora.

A solubilidade do componente bioativo também influencia na eficiéncia de

encapsulamento, uma vez que a baixa solubilidade da substancia no meio aumenta a capacidade
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de aprisionamento das miliesferas (Herdiana et al., 2024). Mulia e colaboradores (2019)
evidenciaram isso através do encapsulamento do extrato de oleorresina de gengibre vermelho
em microcéapsulas de quitosana, em que obtiveram um aprisionamento de 95,8%, resultante da
baixa solubilidade dos compostos fendlicos do extrato. Essa caracteristica faz com que tais
substancias permanecam na rede de quitosana ao invés de difundirem-se para a solu¢éo aquosa
de TPP. De modo semelhante, o [6]-shogaol apresenta baixa solubilidade aquosa, o que pode
ter contribuido para a eficiéncia de encapsulamento observada neste trabalho.

A capacidade de carregamento das miliesferas poliméricas de quitosana/alginato
contendo [6]-shogaol foi de 2,5%. Esse percentual relativamente baixo (< 20%) é caracteristico
de substancias hidrofobicas ou com baixa solubilidade como o [6]-shogaol (Herdiana et al.,
2024). No estudo desenvolvido por Krisanti, Astuty e Mulia (2017), a capacidade de
carregamento de oleorresina do gengibre em microparticulas de quitosana e alginato também
foi de 2,5%. Alem disso, a baixa capacidade de carregamento também pode ser atribuida a
pequena quantidade de [6]-shogaol utilizada, tendo em vista que sdo grandezas diretamente

proporcionais (Patel et al., 2016).

5.3.2 Indice de intumescimento

A capacidade de absorcao de dgua das miliesferas foi determinada através do indice de
intumescimento, apds imersdo em solugdes tampéo de diferentes pHs (1,2; 4,5 e 6,8) durante o
periodo de 8 horas. O indice de intumescimento € um importante parametro para avaliar a
potencial aplicacdo das miliesferas poliméricas na modificacdo do perfil de liberacdo do [6]-
shogaol, pois a medida que as miliesferas intumescem, criam espacos para a difusdo de
substancias ativas (Liu et al., 2004). Além da concentracdo de agentes reticulantes e da
substancia ativa, o intumescimento é influenciado por meio de mudangas no pH, como
observado neste estudo.

O maior indice de intumescimento das miliesferas ocorreu no pH 1,2 (458 + 43%),
enquanto, o0 menor intumescimento foi observado no pH 6,8 (192 + 22,2%). No pH 4,5, as
miliesferas de quitosana/alginato/genipina/TPP intumesceram 261 + 2,98 % e ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa quando comparado ao pH 6,8 (Figura 10). E possivel inferir
que o intumescimento das miliesferas aumenta com a diminuicéo do pH, e que isso é resultante
da protonacdo dos grupos amino (pKa = 6,5) presentes na quitosana em solucfes acidas,
aumentando a sua solubilidade no meio aquoso (Suratman et al., 2019). Além disso, acontece

um relaxamento na estrutura das miliesferas causado pela repulsdo das cadeias poliméricas de
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quitosana, resultando em uma liberacdo mais rapida da substancia ativa (Gonzalves et al., 2005;
Gierszewska; Ostrowska-Czubenko; Chrzanowska, 2018). No pH 6,8, os grupos carboxilicos
da molécula de alginato (pKa = 3,5) se apresentam na forma ionizada promovendo uma

interacdo mais forte com a quitosana, o que torna a rede polimérica mais estavel, reduzindo o
indice de intumescimento.

Figura 10 — Indice de intumescimento das miliesferas poliméricas em diferentes pH.
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Fonte: Préprio autor.

5.4 Teste de liberacédo do [6]-shogaol

A compreensdo dos perfis de liberacdo de substancias ativas presentes em sistemas
poliméricos é importante para alcancar o objetivo de manter a concentracéo do principio ativo
dentro da janela terapéutica por um tempo prolongado, preservando sua acdo farmacoldgica e
reduzindo seus efeitos colaterais. Dessa forma, os modelos matematicos séo utilizados como
ferramentas para a producao de formulagdes farmacéuticas, pois permitem prever o mecanismo
de liberacdo dos componentes bioativos (Papadopolou et al., 2006).

Os perfis de liberacdo do [6]-shogaol livre e incorporado nas miliesferas poliméricas
foram avaliados nos pHs 1,2; 4,5 e 6,8 (Tabela 1), conforme estabelecido na Resolucéo de
Diretoria Colegiada (RDC) N° 31/2010, simulando o meio gastrico (pré-prandial e pos-
prandial) e intestinal (duodeno), respectivamente (Mukhopadhyay et al., 2015). Os perfis de
liberacdo da substéncia ativa foram representados apds testes em modelos matematicos com

base nos seguintes critérios: coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de determinacio
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ajustado (R? ajustado) mais elevado, menor valor de Akaike Information Criterion (AIC) e
Model Selection Criterion (MSC) maior que 2 (Costa, 2002; Zhang et al., 2010). Estes
parametros e critérios sdao utilizados para encontrar 0 modelo matematico que mais se ajusta
aos dados experimentais de liberacdo de farmacos.

As curvas do [6]-shogaol livre, em pH 1,2 e 4,5, obtiveram os melhores ajustes
utilizando o modelo matematico de Weibull. As equactes de liberacdo para esse modelo, em
pH 1,2 e 4,5, foram as seguintes: F = 100*{1-Exp[-(t*0,74)/1,05]}, com R? de 0,99, e F =
Fmax*{1-Exp[-(t"0,18)/1,01]}, com R? de 0,96, respectivamente. Ja a curva do [6]-shogaol
livre em pH 6,8 foi melhor ajustada ao modelo de Korsmeyer-Peppas, com a seguinte equacéo
de liberacdo: F = 43,8*t"0,4, R?> = 0,97. O perfil de liberagdo do [6]-shogaol contido nas
miliesferas em pH 1,2 tambem teve melhor ajuste com o modelo matematico de Weibull, com
a seguinte equacio: F = Fmax*{1-Exp[-(t"0,47)/1,05]}, R?= 0,98. As curvas do [6]-shogaol
presente nas miliesferas em pH 4,5 e 6,8 tiveram melhor ajuste ao modelo Logistc e Peppas-

Sahlin, respectivamente. As equacOes de liberacdo para esses pHs foram as seguintes: F
100*Exp[(-0,4)+1,6*log(t)]/{1+Exp[(-0,4)+1,6*log(t)]}, R? de 0,97 para o pH 4,5 e F
55,2*t20.5+(-7,07)*t, com R? de 0,99 para o pH 6,8.

Tabela 1 — Perfis de liberacdo do [6]-shogaol livre e nas miliesferas em diferentes pHs.

) Modelo n ou f T25 T50 T100
pH Formulagao Matematico (mecanismo (min) (min) (min)
de liberacgao)
1o [6]-shogaol livre Weibull 0,74 12,0 39,0 360
’ Miliesferas Weibull 0,47 417 26,3 720
45 [6]-shogaol livre Weibull 0,18 0,05 6,0 11.520
’ Miliesferas Logistic - 21,2 106,8 12.960
68 [6]-shogaol livre | Korsmeyer-Peppas 0,39 14,7 83,8 480
’ Miliesferas Peppas-Sahlin - 13,9 65,5 480

Nota: n e B: expoente de liberagdo; T25: tempo em que 25% do [6]-shogaol é liberado/dissolvido; T50: tempo em
que 50% do [6]-shogaol é liberado/dissolvido; T100: tempo em que 100% do [6]-shogaol € liberado/dissolvido.

De acordo com os dados e perfis de liberacdo apresentados (Tabela 1, Figura 11),
observa-se que, no pH 1,2, enquanto 25% do [6]-shogaol livre dissolveu-se em 12,0 minutos, 0
mesmo percentual de [6]-shogaol nas miliesferas foi dissolvido em 4,17 minutos. Com isso,
pode-se perceber que a liberacdo do [6]-shogaol nas miliesferas foi 2,9 vezes mais rapida
quando comparada ao [6]-shogaol livre. A liberagdo mais répida do [6]-shogaol contido nas

miliesferas pode ser resultante do maior indice de intumescimento das miliesferas nesse pH,
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quando comparado aos pHs 4,5 e 6,8. I1sso é um fator limitante para o controle da liberagéo de

substancias ativas, uma vez que o aumento do intumescimento das miliesferas compromete a

liberacdo controlada ao promover uma difusdo mais rapida de principios ativos (Ahmed;

Aljaeid, 2016).

Figura 11 — Curvas de liberacdo do [6]-shogaol livre e nas miliesferas em pH 1,2.
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Fonte: Préprio autor.

O modelo matematico de Weibull pode ser aplicado a diversas formulacdes e € usado

para descrever a liberacdo de substancias ativas em matrizes poliméricas, como as miliesferas

de quitosana/alginato produzidas nesse estudo. Segundo o modelo Weibull, o valor o representa

a escala de tempo ou constante de taxa aparente. Enquanto, o valor § define a forma da curva e

esta relacionado ao expoente de liberacdo n do modelo de Korsmeyer, que permite caracterizar

0 mecanismo de liberagdo. O valor de 3 <0,75 que corresponde ao n = 0,45, indica que a curva

de liberacdo é parabdlica, e a taxa de liberacdo diminui com o aumento do tempo, com

mecanismo de liberacdo seguindo a difuséo Fickiana. Quando > 1, 0 valor de n é iguala 1, a

curva e sigmoidal e a taxa de liberagdo ndo é continua, resultante de um mecanismo de liberacao
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complexo (Transporte Super Caso Il). Quando 0,75 < B < 1, o valor de n esté entre 0,45 e 1,
indicando um mecanismo combinado (Transporte anémalo ndo Fickiano). Para 3 = 1, a curva
é exponencial e sua cinética corresponde a de primeira ordem (Ekenna; Abali, 2022;
Papadopoulou et al., 2006). Nesse sentido, 0 mecanismo de liberacdo do [6]-shogaol livre no
pH 1,2 (B = 0,74) e do [6]-shogaol contido nas miliesferas no pH 1,2 (f = 0,47) foi a difuséo
Fickiana.

A liberacdo do [6]-shogaol nas miliesferas em pH 4,5 € mais lenta quando comparada
ao [6]-shogaol livre (Tabela 1 e Figura 12). Enquanto 25% do [6]-shogaol livre dissolveu-se
em 0,05 minuto, o0 mesmo percentual de [6]-shogaol presente nas miliesferas foi
liberado/dissolvido em 21,2 minutos. Isso se repetiu quando se observa o tempo de dissolucéo
de 50% do [6]-shogaol nas miliesferas, sendo 17,8 vezes mais lento quando comparado com o
tempo de dissolugdo do [6]-shogaol livre. Com isso, pode-se observar que as miliesferas
poliméricas conseguiram prolongar a liberagdo do principio ativo no pH 4,5. Ao prolongar a
liberacdo nesse pH, as miliesferas permitem manter a concentracgao terapéutica da substancia
ativa na corrente sanguinea e minimizar os potenciais efeitos adversos associados as flutuacoes
nos niveis do principio ativo. Além de melhorar a adeséo do paciente por meio da reducgéo da
frequéncia de administracdo. A liberacdo prolongada e a estabilidade da substancia ativa foram
mantidas por 70 dias, revelando a eficacia do sistema de liberacdo produzido. O mecanismo de
liberacdo do [6]-shogaol livre no pH 4,5 (B = 0,18) foi a difusdo Fickiana, pois apresentou valor
de $<0,75.

Diferente do perfil de liberacdo do [6]-shogaol livre no pH 4,5, o perfil de liberacédo nas
miliesferas foi melhor ajustado ao modelo Logistic, modelo matematico de elevada
complexidade e, consequentemente, alta precisdo (Corsaro et al., 2021), uma vez que considera

as interacOes ndo lineares entre a matriz polimérica e o principio ativo (Craciun et al., 2019).
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Figura 12 — Curvas de liberacdo do [6]-shogaol livre e nas miliesferas em pH 4,5.

100
90

80

70 4

S
R
\A

60

AN

A— A

50' A/

|
n
40-5-)
30]im

T T T T
1000 1200 1400 1600

100
90

80 ]
70 ]
60
50 iy
40 4 —— Miliesferas

—&— [6]-shogaol livre

I ' 1 ' I ' I

|

!

304"
I I I I T T I

0 80 100 120 140 160 180 200

Tempo (h)

Fonte: Préprio autor.

220

47

Segundo os perfis de liberacdo apresentados na Tabela 1 e na Figura 13 (pH 6,8),

enquanto 25% do [6]-shogaol livre dissolveu-se em 14,7 minutos, 0 mesmo percentual foi

dissolvido em 13,9 minutos nas miliesferas em pH 6,8. Cinquenta por cento do [6]-shogaol

contido nas miliesferas foi dissolvido em 65,5 minutos, enquanto o [6]-shogaol livre foi

dissolvido em 83,8 minutos. Apesar da liberacdo do [6]-shogaol livre ser ligeiramente mais

lenta quando comparada as miliesferas, o percentual maximo de liberacdo ocorreu no mesmo

tempo de dissolucdo (480 minutos).
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Figura 13 - Curvas de liberacdo do [6]-shogaol livre e nas miliesferas em pH 6,8.

(e N

60 - q/‘ — .

50 - \A
401

30 - I

IEE E .//
70 —: ./
oy __ /A/

Principio ativo liberado (%)

50
40 ] ./ —m— Miliesferas
30 A —A— [6]-shogaol livre
T I T ] T I T ] T I T ] T I T I
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (h)

Fonte: Préprio autor.

O perfil de liberacdo do [6]-shogaol livre, no pH 6,8, foi melhor ajustado ao modelo de
Korsmeyer-Peppas. Esse modelo descreve o mecanismo de liberagdo de substancias ativas em
sistemas poliméricos na forma de miliesferas. E geralmente usado quando 0 mecanismo n3o é
bem elucidado ou quando ha mais de um mecanismo envolvido na libera¢do. Segundo esse
modelo, quando o n < 0,45 indica que o mecanismo de liberacéo é de difuséo Fickiana (Ramteke
et al., 2014; Ahmed et al., 2019). Essa difusdo é caracterizada pela entrada do solvente no
interior da matriz polimérica ocasionando uma rapida liberacédo inicial e baixa velocidade de
relaxacdo (Agnes; Gonzalez, 2003).

O modelo matematico Peppas-Sahlin foi 0 mais adequado para descrever a liberacdo do
[6]-shogaol contido nas miliesferas, em pH 6,8. Esse modelo explica a liberacdo de principios
ativos pelo mecanismo da difusdo Fickiana e pela transicdo do polimero de um estado semi-
rigido para um estado flexivel, provocando um relaxamento das cadeias poliméricas. Isso é
previsto através das constantes K1 e K2 (Freire et al., 2017). Segundo o modelo, quando K1
for maior que K2, indica que a difusdo Fickiana é o mecanismo que contribui

predominantemente com a liberacdo da substéncia ativa (Lima et al., 2022). O K1 corresponde
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a difusdo Fickiana e 0 K2 sugere que o mecanismo de liberagdo ocorre, principalmente, por
meio do relaxamento polimérico ou erosdo (Sousa et al., 2023). No pH 6,8 o valor de K1 (55,2)
foi maior que K2 (-7,07), sugerindo que a liberagcdo do [6]-shogaol presente nas miliesferas
obedece ao mecanismo de difusdo Fickiana.

Os perfis de liberagéo do [6]-shogaol revelam que a integridade e a concentracdo da
substancia ativa sdo mantidas por mais tempo no pH 4,5, sugerindo que a administracdo das
miliesferas deve ser realizada no periodo pos-prandial. Nesse periodo, o esvaziamento gastrico
pode durar de 20 minutos a 7 horas, permitindo assim que a dissolu¢do do principio ativo
aconteca de forma pronunciada (Tozer; Rowland, 2009). Observou-se no teste de dissolucéo
que em 2 horas, 50% da substancia ativa estava dissolvida, logo, no estado alimentado pode-se
garantir que grande parte do [6]-shogaol estard dissolvido, permitindo que ele seja bem
absorvido, melhorando a sua biodisponibilidade e, consequentemente a sua agéo farmacoldgica.
Além disso, a liberacdo prolongada do [6]-shogaol presente nas miliesferas tornaria possivel a
administracdo da formulagdo uma unica vez, melhorando a ades&o do paciente ao tratamento

de infec¢bes microbianas.

5.5 Teste de estabilidade do [6]-shogaol

Ao analisar o perfil de degradacdo do [6]-shogaol a 37 °C, foi possivel observar que a
substancia ativa se apresentou altamente estavel no pH 4,5, com apenas 3% de degradacdo em
144 h. Por outro lado, no pH 6,8 o [6]-shogaol apresentou 82% de degradacdo no mesmo
periodo de tempo (Figura 14). A estabilidade do [6]-shogaol também foi avaliada no estudo
desenvolvido por Bhattarai, Tran e Duke (2001), o qual observou a influéncia da temperatura e
pH na degradacéo do [6]-shogaol. Como resultado, foi evidenciado uma melhor estabilidade do
composto em pH 4 a 37 °C, corroborando com 0s nossos resultados. Isso também foi
comprovado através dos testes de liberacdo do [6]-shogaol, uma vez que a substancia livre e
contida nas miliesferas permaneceu estavel por um periodo prolongado no pH 4,5 quando
comparado ao pH 1,2 e 6,8 (Figuras 11, 12 e 13). Essa descoberta auxilia na compreensao do
perfil de estabilidade do [6]-shogaol e surge como importante estratégia para reduzir a
degradacdo e, consequentemente, preservar suas propriedades farmacoldgicas por um longo

periodo.
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Figura 14 — Perfil de degradacédo do [6]-shogaol em &gua deionizada (pH 6,8) e tamp&o pH 4,5.
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Fonte: Préprio autor.
5.6 Atividade Antimicrobiana

5.6.1 Determinacgéo da concentracdo inibitoria minima (CIM)

A determinacédo da CIM foi realizada através do método de microdiluicdo em caldo para
avaliar o crescimento de Staphylococcus aureus (ATCC 6538P) na presenca do [6]-shogaol em
diferentes concentracdes (512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8 pug/mL).

O [6]-shogaol inibiu completamente o crescimento do microrganismo nas
concentracdes de 512, 256 e 128 pg/mL (Figura 15), ndo havendo diferenca estatistica
significativa entre estas concentracbes e o controle positivo de inibicdo, o cloridrato de
vancomicina. Enquanto na concentracdo de 64 pug/mL, o percentual de inibicéo foi de 26,24%
+ 1,55, o crescimento da bactéria nas demais concentracdes avaliadas ndo diferiu
estatisticamente do crescimento na auséncia da substancia ativa (controle negativo). Dessa
forma, a CIM do [6]-shogaol frente a S. aureus foi de 128 pg/mL. Este resultado corroborou
com o estudo de Oyedemi e colaboradores (2019) para as cepas de S. aureus padrdo (ATCC

29523) e S. aureus resistente a meticilina (MRSA 12981), apresentando o mesmo valor de CIM.
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Figura 15 — Determinacgdo da concentragdo inibitéria minima do [6]-shogaol frente a S. aureus.
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Fonte: Préprio autor.
Nota: Controle positivo de inibicdo: cloridrato de vancomicina 4 ug/mL (VAN). Controle negativo de
inibicdo: suspensdo bacteriana (0). Letras iguais indicam médias estatisticamente equivalentes, letras
diferentes indicam médias estatisticamente diferentes.

A CIM foi determinada também, pelo ensaio colorimétrico de reducdo da resazurina.
Neste ensaio, a solucdo aquosa de resazurina apresenta coloracdo azul, mas na presenca de
microrganismos viaveis é reduzida a resorufina, tornando a solucdo cor-de-rosa. Logo, a cor
rosa indica que houve crescimento microbiano. A Figura 16 evidencia a auséncia de
crescimento de S. aureus nas concentracdes de 512, 256 e 128 pg/mL e, consequemente

confirma a concentracao inibitdria minima em 128 pg/mL.
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Figura 16 — Determinag&o da viabilidade celular por reducéo da resazurina.
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Fonte: Préprio autor.
Nota: C+: Controle positivo (cloridrato de vancomicina 4 pg/mL), C-: Controle negativo: suspensdo
bacteriana.

Andrade (2021) também avaliou a atividade antimicrobiana do [6]-shogaol frente a S.
aureus e observou que tal substancia ativa apresentou CIM de 64 pg/mL, indicando uma
significativa reducdo do crescimento microbiano. A atividade antibacteriana do [6]-shogaol
pode ser atribuida a presenca do grupo carbonilico, a presenca da ligacdo dupla e a cadeia de
hidrocarboneto (Figura 17). Este ultimo, € um dos fatores determinantes para a atividade
antimicrobiana, tendo em vista que a diminuicdo da cadeia lateral pode levar a perda ou reducao
do efeito inibitério (Oyedemi et al., 2019).

Figura 17 - Estrutura quimica do [6]-shogaol.
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Fonte: Préprio autor.

As substancias presentes no gengibre inibem o crescimento de bactérias gram-positivas,

como S. aureus, através da interferéncia no metabolismo energético, ruptura de proteinas
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relacionadas & membrana celular e interferéncia na transferéncia e replicagdo do DNA que

provocam a ruptura da membrana celular bacteriana segundo Nguyen et al. (2023).
5.6.2 Determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM)

A CBM foi determinada a partir da observacdo da auséncia de coldnias apds o semeio
do contetdo dos pocos da placa de microtitulacdo em que ndo houve crescimento microbiano.
O [6]-shogaol apresentou CIM de 128 pg/mL, no entanto, a concentracdo minima que a

substancia revelou atividade bactericida foi de 256 pg/mL (Figura 18).

Figura 18 — Determinacdo da concentracdo bactericida minima do [6]-shogaol frente a S. aureus.

Fonte: Préprio autor.
Nota: Concentragdes do [6]-shogaol: 512 pg/mL (A1-A4), 256 pg/mL (B1-B4) e 128 pg/mL (C1-
C4). Controle positivo: cloridrato de vancomicina 4 pg/mL (A6 e B6). Controle negativo: suspensao
bacteriana (H1 e H2).

5.6.3 Avaliacdo do efeito antimicrobiano das miliesferas poliméricas

O efeito antimicrobiano das miliesferas poliméricas foi avaliado com base na
concentracdo inibitéria minima (128 pg/mL) durante 108 horas (4,5 dias). Os resultados
apresentados na Figura 19 mostraram que a inibicdo do crescimento de S. aureus na presenca
das miliesferas poliméricas de quitosana/alginato/genipina/TPP contendo [6]-shogaol ocorreu
ao longo de 84 horas (3,5 dias). Isso evidenciou que a substancia ativa permaneceu estavel
dentro das particulas e foi liberada de modo continuo. Essa liberacdo prolongada foi capaz de
reduzir o crescimento microbiano de maneira eficaz. Além disso, pode-se observar que apds as
84 horas, o [6]-shogaol ainda conseguiu inibir o crescimento microbiano em algum grau

(65,05%). Essa inibicdo menos eficiente pode ser resultante da liberacdo de [6]-shogaol em
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concentragcdes menores do que a CIM, devido diminuigcdo da quantidade de [6]-shogaol dentro
das particulas.

Esse ensaio antimicrobiano € uma alternativa promissora para avaliar a atividade
antimicrobiana de substéncias ativas incorporadas em sistemas de liberagdo modificada (Zhang
et al., 2019, com modificacbes). O método proposto permite verificar a eficacia dos sistemas
de liberagcdo em preservar o efeito do agente terapéutico por tempo prolongado de modo
quantitativo, superando as limitacdes dos ensaios comumente utilizados, como a difusdo em
agar e a microdiluicdo em caldo (Mohamed et al., 2021; Wathoni et al., 2024). O primeiro,
permite observar o potencial antimicrobiano apenas de forma qualitativa e com menor
sensibilidade para substancias com baixas concentragcdes. E o segundo, apesar de permitir
avaliar o potencial antimicrobiano de forma quantitativa, a avaliacdo ndo acontece de modo

continuo (Hossain, 2024).

Figura 19 — Atividade antimicrobiana do [6]-shogaol contido nas miliesferas poliméricas.
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6 CONCLUSAO

Os métodos para obtencdo do [6]-shogaol foram apropriados, tendo em vista que
resultaram em bons rendimentos e grau de pureza elevado. O [6]-shogaol foi incorporado e
liberado das miliesferas de forma prolongada no pH 4,5, atingindo o patamar de liberacéo
depois de 3 dias. Por outro lado, a liberagcdo ocorreu de forma mais rapida nos pHs 1,2 e 6,8.
As miliesferas de quitosana/alginato tem potencial terapéutico, pois, a substancia incorporada
neste sistema foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus durante 96 horas,
tornando-o um sistema de liberagdo promissor quando se deseja manter o efeito terapéutico por

um periodo prolongado.



56

6 PERSPECTIVAS

Desse modo, esse estudo serve como base para novos estudos de farmacocinética e
farmacodinamica do [6]-shogaol contido nas miliesferas. Bem como, para o desenvolvimento
e otimizacdo de novas formulagbes farmacéuticas com liberagdo modificada utilizando
polimeros naturais. Além disso, novos estudos devem ser conduzidos para melhorar a eficiéncia
de encapsulamento e da capacidade de carregamento, com o objetivo de aperfeicoar o sistema
de liberacdo de farmacos. A atividade antimicrobiana do [6]-shogaol contido nas miliesferas
pode ser avaliada em outros microrganismos, como 0S microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado, a fim de ampliar sua aplicacdo. Estudos de seguranca

também devem ser conduzidos para identificar os possiveis efeitos adversos.
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APENDICE A - DADOS DAS SUBSTANCIAS PADRAO E REAGENTES UTILIZADOS

Tabela Al — Dados das substancias padréo e reagentes utilizados.

Nome

Férmula

Comercial Molecular Nome IUPAC CAS Pureza | Procedéncia
. 5-hidroxi-1-(4-hidroxi-3- .
[6]-gingerol C17H2604 metoxifenil)-3-decanona 23513-14-6 | 99,6 % LPNBio
L 5-Hidroxi-1-(4-hidroxi-3- i
[8]-gingerol C19H3004 metoxifenil)-3-dodecanona 23513-08-8 | 99,9 % LPNBio
L 5-Hidroxi-1-(4-hidroxi-3- e 0 i
[10] glngerol C21H3404 metoxifeniI)-3-tetradecan0na 23513-15-7 99,9 Y% LPNBIo
) C17H»0O 1-(4-Hidroxi-3-metoxifenil)- RAL )
[6]-shogaol H2aDs | ecen-3-ona 555-66-8 | 98,3 % LPNBio
. - N on i Aldrich
Quitosana (CsH1104N)N | Poli-D-glucosamina 9012-76-4 Chemistry
. Poli-D-galactopiranuronato
Algilggitg de (CéH7NaOg)n | de sddio™ 9005-38-3 - Vetec
Tripolifosfato . - 0 NEON
de sédio NasP3010 Trifosfato de pentassddio 7758-29-4 | 57-59 % Comercial
*Sinénimo.

Fonte: Préprio autor.
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS DAS SUBSTANCIAS PADRAO

Figura Al — Cromatograma do [6]-gingerol padréo.
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Fonte: Préprio autor.

Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x
100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazdo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.

Figura A2 — Cromatograma do [8]-gingerol padréo.
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Fonte: Préprio autor.

Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x
100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazédo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.
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Figura A3 - Cromatograma do [10]-gingerol padré&o.
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Fonte: Préprio autor.
Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x

100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazdo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.

Figura A4 - Cromatograma do [6]-shogaol padréo.
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Fonte: Préprio autor.
Nota: Cromatograma obtido por CLAE (Shimadzu®) em modo analitico, coluna Agilent Eclipse Plus C18 (4,6 x

100 mm, 3,5 um), fase mével metanol/agua (75:25), deteccdo UV-Vis a 280 nm, vazédo de 0,8 mL/min, volume
de injecdo de 20 pL.
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APENDICE C - CURVA DE CALIBRACAO DO [6]-SHOGAOL

Figura A5 - Curva de calibracéo do [6]-shogaol.
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Fonte: Préprio autor.
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