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RESUMO

Neste trabalho, € proposta a elaboracdo de nanoemulsdes a base de extratos
de gengibre e 6leo de andiroba com potencial para tratamento de células tumorais
(carcinoma mamario murino 4T1-luciferase). Os extratos de gengibre foram obtidos
pelo método de ultrassom com temperatura controlada em diferentes solventes
(metanol, etanol, cloroférmio e éter) com posterior separagdo da fragdo apolar.
Medidas de FTIR e absorbancia UV-vis indicam que os compostos possuem
composi¢ao quimica semelhante, avaliagdes do teor total de fendis e do conteudo total
de flavonoides sindicam que a extragdo com etanol apresentou maior teor desses
componentes. O resultado do ensaio com DPPH confirmou que quanto maior o teor
de fenois e flavonoides maior a atividade antioxidante do composto. As nanoemulsdes
foram preparadas pelo método de sonicagdo na proporgdo de 0,4% (extrato de
gengibre/6leo de andiroba) utilizando-se PEG-40 e Lecitina como surfactantes, o
didmetro médio apresentado foi de 66 £ 5 nm com PDI de 0,311 + 0,05 e zeta potencial
de -6,51 £ 1,5 mV, dentro dos parametros ideais para aplicagao, testes de estabilidade
indicaram que a nanoemulsio € estavel em temperaturas que variam de 4°C a 45°C
ao longo do tempo (2 meses), em diferentes pHs (3 a 11) e condi¢des de forga ibnica
(0 a1 M de NaCl). Os ensaios celulares realizados pelo método MTT indicam que os
extrato de gengibre e o dleo de andiroba livres inibiram as células tumoraia em 30% e
63%, respectivamente. A nanoemulsdo formulada com Oleo de andiroba e a
nanoemulsdo elaborada com extrato de gengibre e 6leo de andiroba reduziram a

viabilidade das células tumorais em quase 80%.

Palavras-chave: cancer, extrato de gengibre, 6leo de andiroba, nanoemulséo.
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ABSTRACT

In this study, it is proposed the elaboration of nanoemulsions based on ginger
extracts and andiroba oil with potential for the treatment of tumor cells (murine
mammary carcinoma 4T1-luciferase). The ginger extracts were obtained by the
ultrasound method with controlled temperature in different solvents (methanol,
ethanol, chloroform and ether) with subsequent separation of the apolar collection.
FTIR and UV-vis absorbance measurements indicate that the compounds have
similar chemical composition, estimates of total phenol content and total flavonoid
content indicate that the inheritance with ethanol had a higher content of these
components. The result of the DPPH test confirmed that the higher the content of
phenols and flavonoids, the greater the antioxidant activity of the compound. The
nanoemulsions were prepared by the sonication method in the proportion of 0.4%
(ginger extract/andiroba oil) using PEG-40 and Lecithin as surfactants, the mean
diameter shown was 66 + 5 nm with PDI of 0.311 £ 0.05 and zeta potential of -6.51
+ 1.5 mV, within ideal parameters for application, stability tests indicated that the
nanoemulsion is stable at temperatures ranging from 4°C to 45°C over 2 months, at
different pHs (3 to 11) and conditions of ionic strength (0 to 1 M NaCl). The cellular
assays carried out by the MTT method show inhibitory activity on the viability of
tumor cells by all tested groups, free ginger extract, free andiroba oil, nanoemulsion
formulated with free andiroba oil and nanoemulsion elaborated with andiroba oil and

ginger extract.

Keywords: cancer, ginger extract, andiroba oil, nanoemulsion.
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1. Introducgéao

O gengibre (Zingiber officinale) € uma planta de origem asiatica
pertencente a familia Zingiberaceae. Seus efeitos preventivos e curativos s&o
conhecidos desde a antiguidade e recentemente seus extratos tém sido
amplamente utilizados na elaboragao de produtos farmacéuticos e nutracéuticos
(Semwal et al., 2015). Estudos publicados na literatura (Kiyama, 2020;
Srinivasan, 2017a) revelam que os componentes bioativos do gengibre possuem
efeitos anti-inflamatorios, hipolipemiantes, cardioprotetores, antidiabéticos,
antioxidantes e anticancerigenos, o que tem despertado cada vez mais a
atengao da comunidade cientifica, para o desenvolvimento de estudos e ensaios
in vivo e in vitro, e de empresas do ramo farmacéutico, para o desenvolvimento
de novos produtos.

Os compostos extraidos do gengibre sdo considerados complexos e
reunem em torno de quatrocentos constituintes quimicos ja identificados
(Promdam & Panichayupakaranant, 2022), coexistindo moléculas com
caracteristicas polares e apolares, volateis e ndo volateis. O teor destes
constituintes varia de acordo com fatores como origem geografica, processo de
colheita, extragao e condi¢gdes de armazenamento. Entre os componentes ativos
nao volateis se destacam os gingerois, mais especificamente o [6]-gingerol, um
composto fendlico que é considerado o mais abundante entre os acidos fendlicos
extraidos do gengibre e é o principal composto bioativo. Diversos trabalhos
abordam a ac&o do [6]-gingerol na regulagéo do ciclo celular, que inclui a indugéo
de apoptose e inibicdo da proliferagdo no cancer (de Lima et al., 2020), todavia
se trata de um composto sensivel ao meio (luz e temperatura), seu processo de
purificagéo é dificil e assim com os demais gingerois € pouco soluvel.

A administragdo parenteral de principios ativos de reduzida solubilidade
em meio aquoso e sensiveis ao meio representa um grande desafio para o ramo
farmacéutico. Ainda que estratégias como co-solvente, variagdo de pH e
utilizacdo de complexantes sejam utilizadas, problemas com biocompatibilidade,
efeitos colaterais e precipitacdo durante a administragao sao fatores limitantes

(Bruxel et al., 2012). Diante dessa questdo, as nanoemulsbes tem ganhado
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espago como veiculo para administracdo de farmacos, uma vez que na
elaboragao dessas nanoestruturas podem ser utilizados 6leos e surfactantes de
origem natural ou sintéticos com elevada biocompatibilidade. A elaboracdo de
formulacao de [6]-gingerol em sistema 6leo em agua utilizando surfactante e co-
surfactante como agentes estabilizantes indicou aumento na concentracao
plasmatica e na biodisponibilidade da molécula em ensaios com ratos (XU et al.,
2016).

O d6leo de andiroba € um produto natural extraido das sementes de
Carapa guianensis com potencial repelente, anti-inflamatério, antioxidante e
anticancerigena, e recentemente tem sido testado em microencapsulagdo como
potencial alternativa a estabilizac&o e liberacdo gradativa de compostos ativos
(SENHORINI et al., 2012). Esse potencial foi confirmado em estudo com
doxorrubicina (MELO et al., 2021) onde a nanoemuls&o com andiroba reduziu a
hematotoxicidade e a gravidade das alteragdes histologicas causadas pelo

farmaco.

As propriedades fisico-quimicas e farmacéuticas do [6]-gingerol e do dleo
de andiroba s&o bastante similares e a elaboracdo de nanoemulsdes com ambos
pode potencializar as propriedades farmacologicas para o tratamento de células
cancerosas. Para tanto, a investigacdo das condigbes ideais de sintese da
nanoemulsdo, estudos de estabilidade cinética e citotoxicidade em células
sadias e tumorais é um objeto de estudo relevante para viabilizar o

desenvolvimento de formas alternativas de tratamento.
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2. Revisao de Literatura

Uma célula normal ou sadia, que age em beneficio do corpo, torna-se
cancerosa quando uma série de mutagdes as leva a crescer e a se dividir fora
de controle, nesse momento, alteracdes no funcionamento do organismo
comegam a afetar outras areas até entdo normais. Entre os diversos tipos de
cancer, o cancer de mama é o que mais acomete mulheres, enquanto o de
prostata € o mais comum na populagdo masculina de acordo com o Instituto
Nacional de Cancer (INCA). Em geral, a carcinogénese, formacéo do cancer,
acontece a partir de mutagbes em células saudaveis apos longa exposigao a
agentes carcindgenos quimicos, fisicos e/ou biologicos. A proliferagdo celular
continua até o inicio do processo de invasdo (JOANITTI; DE MORAIS; DE
AZEVEDO, 2022) e metastase, que corresponde a uma cascata de eventos que
permitem o escape de células tumorais e a propagagdo para ambientes
ectopicos (LEE et al., 2008).

Um dos tratamentos mais aplicados no combate ao cancer é a
quimioterapia, processo que compreende a administracdo parenteral de
medicamentos nos pacientes. Entretanto, o uso de quimioterapicos possui
limitacdes, dentre elas, a de que somente uma pequena parcela do farmaco
atinge o tumor de fato, enquanto o restante € distribuido no organismo. Desse
modo, uma dosagem maior de quimioterapico costuma ser administrada para
que a concentragdo do mesmo seja aumentada na regido do tumor, expondo
também, com isso, tecidos saudaveis, o que torna o tratamento inespecifico
(JOANITTI; DE MORAIS; DE AZEVEDO, 2022). O processo quimioterapico
apresenta muitos efeitos colaterais associados a alta toxicidade para células n&o
tumorais e a quimiorresisténcia (ZANESCO-FONTES et al., 2021). Sendo assim,
o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de diferentes tipos de
cancer é essencial para melhora do progndstico e do tratamento da doenga.

Estudos sobre abordagem integrativa para prevengao e tratamento do
cancer recomendam que as intervencdes devem ser baseadas na melhora do
estilo de vida, habitos de exercicio e dieta, redugao nos efeitos de estresse, e no

uso de produtos naturais e medicamentos que atinjam alvos especificos
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(KARATAY et al., 2020). Algumas drogas anticancer ja disponiveis, possuem
como base produtos naturais com propriedades fundamentadas na capacidade
de proteger células ndo tumorais ao mesmo tempo que manifestam atividade
toxica contra células tumorais, detendo assim, um efeito quimiossensibilizador
(ZANESCO-FONTES et al., 2021). Nesse sentido, uma das estratégias para o
descobrimento de novos farmacos € a apuracdao de produtos naturais que

possam ter acdo antitumoral.

O gengibre é uma planta nativa do sudeste asiatico que tem sido usada
como condimento e agente medicinal por mais de 2.500 anos (POLTRONIERI et
al., 2014). A planta possui alto valor nutracéutico, que é atribuido a uma
variedade de compostos bioativos presentes em sua constituicdo. Além disso, ja
existem evidéncias (SEMWAL et al., 2015) dos efeitos benéficos do gengibre e
seus metabdlitos ativos contra uma variedade de carcinomas e linhas celulares,
portanto, também €& conhecido por sua contribuicdo para saude humana, a
Figura 1 resume os principais efeitos benéficos do gengibre relatados na

literatura.

Figura 1 — Atividades nutracéuticas do gengibre validadas experimentalmente.

Fonte: Adaptado de SRINIVASAN, 2017.
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Na sua composi¢cdo, o gengibre possui componentes volateis e nao
volateis (POLTRONIERI et al., 2014), o conteudo volatil varia entre 1% e 3%,

sendo responsavel

pelo sabor e aroma da planta. Enquanto isso, os

componentes ndo volateis sdo representados por gingerol, shogaol, paradol e

zingerone. Os compostos ativos de rizoma de gengibre também podem ser

classificados em compostos fendlicos (gingerol, shogaol e paradols) e terpenos

(zingibereno, bisaboleno, curcumeno, farneseno e sesquifelandreno), sendo,

especificamente, os gingerois (Figura 2B) os mais abundantes (PROMDAM;

PANICHAYUPAKARANANT, 2022).

Figura 2 — Processo de extragdo (A) e caracteristicas moleculares dos compostos fendlicos

bioativos apolares extraidos do gengibre (B). Fonte: elaborado pelo autor (2023).
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A maior parte das propriedades medicinais do gengibre estdo associadas
aos gingerois (SEMWAL et al., 2015b), esses bioativos ja foram descritos como
tendo atividades antitumoral, anti-inflamatoria e antimicrobiana (ZANESCO-
FONTES et al., 2021). Mais especificamente, o [6]-gingerol foi identificado como
um dos principais compostos que apresentam ac¢do antitumoral, sendo ele o
constituinte mais abundante no rizoma do gengibre fresco (KARATAY et al.,
2020). A purificacao e identificacdo do [6]-gingerol em extratos de gengibre pode
ser alcangada a partir da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (CL-EM) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM). Tendo em vista que esse composto apresenta efeitos benéficos a
saude humana, suas atividades biologicas, mecanismos de acgao e avaliagédo da
toxicidade tém sido alvo de estudos (PROMDAM; PANICHAYUPAKARANANT,
2022b).

Para estudos qualitativos e quantitativos de compostos bioativos do
gengibre e de materiais vegetais em geral, a escolha do método de extragdo
apropriado é crucial. A extracao representa um papel importante no estudo de
uma planta medicinal e somente € possivel proceder com a separacgao,
identificacdo e caracterizagdo de compostos bioativos a partir do processo de
extracdo adequado. As técnicas de extracdo possuem a finalidade de extrair
compostos bioativos alvo de amostras complexas de plantas, aumentar a
seletividade dos métodos analiticos, maximizar a sensibilidade do bioensaio
aumentando a concentragdo de compostos alvo, converter os compostos
bioativos em uma forma mais adequada para detecgao e separagao e fornecer
um método forte e reprodutivel que seja independente de variagdes na matriz da
amostra (AZMIR et al., 2013). A Tabela 1 resume os métodos de extragéo

convencionais e n&o convencionais de compostos bioativos.
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Tabela 1 — Principais métodos de extracdo de compostos bioativos.

Tipo Método Caracteristicas
Extragcéo de Inicialmente projetado para extracdo de lipideos.
Soxhlet Recentemente, tem sido amplamente utilizado para
extracdo de compostos bioativos de diversas fontes
naturais.
" Maceragéo Método popular e de baixo custo para obtengao de dOleos
.g essenciais e compostos bioativos. Processo formado por
'g varias etapas, em que a agitagdo ocasional facilita a
S extragao.
© Hidrodestilagdo | Método tradicional de extragdao de compostos bioativos e
oleo essenciais de plantas. Nao faz uso de solventes
organicos. Envolve trés processos fisico-quimicos:
hidrofusdo, hidrélise e decomposicdo por calor. Uso
limitado para extragdo de compostos termolabeis.
Extragéo Utilizagdo em materiais liquidos e materiais solidos que
assistida por | contém liquidos. Promove intensificacdo ultrassbnica da
ultrassom (EAU) | massa e acesso acelerado de solventes a materiais
celulares de partes de plantas.
Extragcéo de Método reconhecido para melhora nos processos de
-% campo elétrico | prensagem, secagem, extragdo e difusdo. Baseado no
.§ pulsado (PEF) | principio de destruicao da estrutura da membrana celular
§ para aumento da extracao.
§ Extracdo Método novo e eficaz para liberagdo de compostos ligados
§ assistidapor |e aumento do rendimento geral, desenvolvido

enzimas (EAE)

principalmente para extragdo de 6leos de sementes.

Extragdo
assistida por
micro-ondas

(MAE)

Método utilizado para extracdo de produtos soluveis em
fluido de ampla gama de materiais usando energia de
micro-ondas. Baseado no principio do aquecimento e seu

impacto sobre materiais polares.
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Extracéo de
liquido
pressurizado
(PLE)

Método baseado na aplicacdo de alta pressdo para
manutencao do solvente liquido além do ponto de ebulicao
normal, o que facilita o processo de extracdo. Requer
pequenas quantidades de solvente.

Extragdo com

Método adequado para extracdo de compostos em curto

fluido periodo de tempo com maiores rendimentos. Fluido
supercritico supercritico.
(SFE)

Fonte: AZMIR et al., 2013

Um estudo (M et al., 2017) com foco na identificacdo de alvos de cancer
para gingerois, evidenciou que todos exibiram boa interagcdo com os alvos de
cancer selecionados, sendo o [6]-gingerol superior em aspectos como a
solubilidade e absor¢cdo, quando comparado a outros, além de demonstrar
menor efeito neurotoxico. O [6]-gingerol foi capaz de inibir células do cancer de
mama, induzindo a producdo celular e mitocondrial de espécies reativas de
oxigénio (EROs), o que elevou a resposta ao dano do DNA por meio de uma
proteina quinase mutada. O composto bioativo ativou a expressao de um gene
supressor tumoral (p53), induzindo a apoptose, ou seja, morte celular (SP et al.,
2021).

Mesmo apresentando solubilidade elevada quando comparado a outros
bioativos do gengibre, o [6]-gingerol ainda é uma molécula pouco soluvel em
meio aquoso. Nesse sentido, outra limitagdo encontrada para o desenvolvimento
de farmacos para o tratamento de cancer é a administragdo parental de
principios ativos com baixa solubilidade em agua e sensiveis ao meio (BRUXEL
et al.,, 2012). Em vista disso, ja foi demonstrado (MELO et al., 2021) que o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo em escala nanométrica a partir de
produtos naturais com propriedades bioativas reduz efeitos adversos. Entre as
vantagens pode-se citar melhora nas propriedades farmacocinéticas, o que
aumenta a eficiéncia, a estabilidade e a solubilidade, reduz a toxicidade e

potencializa a atuagc&o em partes especificas do organismo (drug delivery).
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Entre as nanoformulagcbes mais utilizadas, pode-se citar as
nanoemulsdes, que sao um importante artificio nanotecnolégico desenvolvidos
para aplicagao clinicas e farmacéuticas. Uma emulséo é classicamente definida
como um sistema macroscopicamente homogéneo, formulados com um
conjunto de goticulas de fase interna que, por sua vez, encontram-se carreadas
por uma fase externa continua (SAHU et al., 2017). As nanoemulsdes consistem
em goticulas de liquidos imisciveis estabilizados por materiais tensoativos com
diametro de até 100 nm (Sheth et al., 2020), na Figura 3 € apresentada, de forma
esquematica, como as emulsdes grosseiras e nanomulsées s&o preparadas.
Esses sistemas sdo ferramentas para entrega direcionada de farmacos na
terapia do cancer e foram reconhecidas como nanocarreadores capazes de
contornar problemas de baixa disponibilidade e ndo conformidade associados as

formas de dosagem quimioterapéuticas convencionais (Sahu et al., 2017).

Figura 3 — Método de obtencdo de emulsdes e nanoemulsdes.

Agitagdo Mecanica :

~

s
‘ Sonicagdo/Cavitagdo
Fase Oleosa + = £
princpio Atvo |3 = ) | =
2= Vortex e Apbs estabilizagdo da
dispersdo
r» \ A \ 4
\/ Emulsdo grosseira Nanoemulsdo
Fase Aquosa + Surfactante Q g? Meio Aquoso
Qi%c,%. ?S{?p Meio Aquoso % %
O~ Meio apolar + Surfactante
O~ Princpiotivo. SO
[eXpd O

£ O O O

Diametro < 100 nm

Diametro > 0,1 pm

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

As nanoemulsdes podem ser do tipo agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua
(O/A) e costumam ser estabilizadas por um surfactante que auxilia na
manutencdo do tamanho e propriedades em nanoescala. Nesses sistemas,
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pode-se observar evidente estabilidade cinética e instabilidade termodinamica,
ou seja, manifestam resisténcia a mudancgas fisico-quimicas no meio, porém,
suas fases podem se separar e formar um complexo heterogéneo ao longo do
tempo (JOANITTI; DE MORAES; DE AZEVEDO, 2022). Dessa maneira, a
formulagdo de uma nanoemulsdo deve levar em conta as propriedades das

particulas que irdo compor o sistema.

Como mencionado, as nanoemulsdes sao formadas por uma fase oleosa,
que costuma ser utilizada para solubilizacdo do farmaco lipofilico, uma fase
aquosa, e surfactantes que ajudam na estabilizagdo do sistema, reduzindo a
tensao interfacial inerente entre as duas fases (SAHU et al., 2017). Numerosos
Oleos podem ser usados na composicdo da fase oleosa, sendo assim, é
fundamental entender a composicdo e os parametros fisico-quimicos antes de
selecionar o dleo, tendo em vista que tais caracteristicas podem influenciar no
tamanho e na estabilidade da nanoemulsio final. A fase aquosa pode conter
outros componentes polares como cossolventes (oriundos do processo de
extracdo), carboidratos, proteinas, minerais, acidos e bases. Quando utilizada
como fase continua, a fase aquosa torna-se susceptivel a contaminacdes e
desestabilizagdo, portanto, podem ser incorporados agentes conservantes,
reguladores de pH e tampdes (JOANITTI; DE MORAES; DE AZEVEDO, 2022).

Enquanto isso, a selecdo de um surfactante na preparacédo de uma
nanoemulsao deve considerar o tipo de estrutura que precisa ser formada, custo,
niveis de uso, compatibilidade dos componentes, estabilidade e facilidade de
utilizagdo (JOANITTI; DE MORAES; DE AZEVEDO, 2022). Os surfactantes sdo
estruturas quimicas formadas pelos dominios lipofilicos e hidrofilicos na mesma
molécula, que equilibrados, tendem a diminuir a interface ou tensao superficial

Oleo-agua, solubilizando a fase oleosa na aquosa (SAHU et al., 2017).

Na elaboracao de nanoemulsdes a utilizagcado de dois ou mais surfactantes
pode melhorar a formagdo da nanogota e as propriedades fisico-quimicas
quando em comparagao a utilizagdo de apenas um surfactante. Estudos
comprovam que nanoemulsdes feitas com a combinacao de surfactantes tendem

a se dispersar melhor na fase continua (C. Rodriguez et al., 2001). Tendo isso
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em vista, a elaboracdo de nanoemulsdes utilizando a combinagcdo de dois
surfactantes nao iénicos, como o estearato de PEG-40 e a lecitina (Figura 4),
pode apresentar resultados promissores.

O estearato de polietilenoglicol (PEG) € um surfactante que pode ser
utilizado como solubilizante, emulsificante e intensificador de absorgao oral para
farmacos de dificil absorg¢ao (Luo, Lingying, et al, 2007). Em estudos anteriores
(Niu et al.,, 2021), o PEG e seus derivados, demonstraram diminuigdo nas
interagdes entre sistemas carregados bioativos e ambientes fisioldgicos. O PEG
também demonstrou melhora na estabilidade coloidal do sistema de entrega
devido as suas cadeias hidrofilicas que se projetam da superficie para a fase
aquosa, gerando um impedimento estérico que dificulta a fixacdo de outras

moléculas.

A lecitina, por outro lado, € um anfifilico e importante componente de
membranas celulares, por essa caracteristica, tornou-se um emulsificante
natural amplamente utilizado, sendo um dos mais seguros. Geralmente,
nanoemulsdes a base de lecitina sdo altamente fluidas e apresentam aspecto
translucido se suas goticulas apresentarem tamanho inferior a 100 nm (Klang &
Valenta, 2011).
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Figura 4 — Estrutura quimica dos surfactantes PEG-40 estearato e Lecitina (representada pela

estrutura da fosfatidilcolina) com destaque para as extremidades polares das moléculas.

[ TTTTe
PEG-40 Estearato Ho’('\/O)\/\oJk/\/\/\/\/\/\/\/\
i n

Parte Polar

Lecitina

Parte Polar

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

As nanoemulsbes podem ser transformadas em diferentes formas
farmacéuticas e podem ser administradas por varias vias. Além de contornarem
limitacbes como a solubilidade, nanoemulsées podem ser utilizadas para
proteger drogas contra fatores como oxidagédo, pH e hidrélise e para atingir
orgaos especificos, explorando maior permeabilidade e efeito de retencéo
(SINGH et al., 2017). Esses sistemas também tém sido empregados no combate
a resisténcia a farmacos, pelo emprego de excipientes inteligentes ou pelo uso

de sistemas multimedicamentosos que potencializam atividade anticancerigena.

Em estudo recente (SAHU et al., 2017), foi formulada uma nanoemulséo
de camptotecina, anticancerigeno de amplo espectro com aplicagdo clinica
limitada por sua insolubilidade, instabilidade e toxicidade. A nanoemulsao foi
preparada usando fluorocarbonos e 6leo de coco como nucleos da fase interna
e estabilizado com fosfolipideos, sendo capaz de solucionar o problema de
entrega da droga. Foi possivel utilizar uma dose reduzida de camptotecina que

apresentou citotoxicidade contra melanomas e células de cancer de ovario.

O potencial da nanoestruturacdo como estratégia de melhora da
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farmacocinética, aumentando a biodisponibilidade, dispersdo e absorg¢ao
também foi confirmado em estudo (MELO et al., 2021) com doxorrubicina. A
doxorrubicina (DOX) € um antibidtico antraciclina utilizado no tratamento contra
diversos tipos de cancer e, apesar de ser eficaz para essa finalidade, seu uso
clinico é limitado por efeitos colaterais graves que o medicamento provoca. No
trabalho em questao, foi testada a capacidade do 6leo de andiroba e de uma
nanoemulsao de 6leo de andiroba em reduzir os efeitos colaterais da DOX. Os
resultados demonstraram uma reducéo da gravidade de lesbes causadas pela
doxorrubicina, incluindo a diminuigdo da hematotoxicidade e da gravidade das
alteragbes histologicas causadas pelo medicamento, além de reduzir a
frequéncia de morte celular apoptotica.

Em suma, a nanotecnologia pode contornar limitagbes dos
quimioterapicos, a partir da entrega do medicamento na regido tumoral com
maior especificidade, sem que seja necessario aumentar a concentragao, o que
diminui a exposig¢ao de tecidos saudaveis e os efeitos adversos da terapia. Ainda
assim, um estudo aprofundado das caracteristicas tumorais € essencial para
elaboracdo de nanomateriais com controle de propriedades como tamanho,
carga, formato, propriedade de superficie, entre outras (JOANITTI; DE MORAIS;
DE AZEVEDO, 2022).
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3. Justificativa

O gengibre apresenta compostos bioativos com comprovada eficacia anti-
inflamatoria, analgésica, neuroprotetiva, cardioprotetiva, antiviral, antioxidante e
antitumoral, contudo, na sua grande maioria sdo compostos pouco soluveis em
agua, instavel na presenga de luz, ar, calor e armazenamento a longo prazo, o
que dificulta o desenvolvimento de formulagbes que n&o superem esses
obstaculos e que podem inativar moléculas como os gingerois que sao 0s
compostos majoritarios nos extratos de gengibre.

A manutengao das propriedades dos gingerois e sua estabilidade pode
ser aumentada quando estabilizados em nanoemulsdo, conforme comprovada
em estudos anteriores (XU et al., 2016), todavia ndo ha dados de formulag¢des
de nanoemulsdes envolvendo extrato de gengibre e éleo de andiroba, o que
torna relevante a realizacido de estudos com estes constituintes para subsidiar a
elaboracdo e a avaliacdo da eficacia desses farmacos, principalmente para o

tratamento de células tumorais.
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4.1 Objetivo Geral

Elaborar nanoemulsées com extrato de gengibre e 6leo de andiroba com

potencial para tratamento de células tumorais.

4.2 Objetivos Especificos

O

Promover a extragdo dos compostos bioativos apolares pelo
método de ultrassom utilizando diferentes solventes (etanol,
cloroférmio, metanol e éter) e efetuar a separagao da fase apolar

com hexano.

Caracterizar os extratos por espectroscopia de absor¢ao UV-vis e
FTIR, determinar o teor de fendis, flavondides e a atividade
antioxidante.

Caracterizar o 6leo de andiroba por cromatografia gasosa acoplada
a espectroscopia de massas (CG-MS) para identificar o teor de
acidos graxos e por espectroscopia FTIR.

Estabelecer as melhores condigbes (proporgao de surfactantes,
quantidade de dleo/extrato de gingerol e volume de PBS) para
preparacao das nanoemulsoes.

Realizar estudos de estabilidade coloidal das nanoemulsées em
diferentes temperaturas ao longo de tempo, pHs e condi¢des de
forca ibnica para determinar os mecanismos de desestabilizacao.

Realizar estudo de citotoxicidade em células tumorais para avaliar
a eficacia da nanoformulagéo.
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5. Materiais e Métodos

5.1 Reagentes
e Polyoxyethylene(40)stearate - PEG-40 (Sigma-Aldrich)
e Lecitina de Ovo (Sigma-Aldrich)
e PBS solution 1x (Sigma-Aldrich)
e Gengibre fresco
e Metanol
o FEter
e Cloroférmio
e Alcool etilico absoluto

e Hexano

e HNO3

e NaOH

e NaCl

e Agua Milli-Q
e NaxCOs3

e Acido galico

e Folin-Ciocalteau

o Ki[Fe(CN)s]

e Acido tricloroacético

e FeCls

e Acido ascérbico

e Quercetina

e AICI3

e 1,1-difenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH)

5.2 Métodos

5.2.1 Extragdo do composto bioativo

Os rizomas de gengibre foram comprados em um supermercado da regi&o.
Previamente, foram sonicados em banho ultrassénico com solug¢ao de hipoclorito
de sodio a 10% por 5 min e lavados com agua ultrapura por trés vezes.

Posteriormente, os rizomas tiveram a casca removida, foram congelados a -98°C
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e liofilizados por trés dias para remogao da agua presente nos tecidos, esse
protocolo objetivou evitar a degradacdo dos compostos bioativos
termossensiveis que poderia ocorrer por secagem em estufa em temperaturas
maiores que 60°C. O material liofilizado foi reduzido a p6 utilizando-se um
liquidificador e os fragmentos maiores foram removidos com uma peneira. Para
extragdo dos compostos, 10 g do pé foram adicionados a 200 mL de solvente e
sonicados em banho ultrassoénico (Unique modelo USC-2800A 40kHz 154W) por
1h a uma temperatura constante de 40°C. Os solventes selecionados para
avaliar a eficiéncia de extracdo foram metanol, etanol 95%, éter e cloroférmio,
uma adaptagdo do método utilizado por Foudah e colaboradores (FOUDAH et
al., 2020). Finalizado o procedimento de sonicagdo todos os solventes
apresentaram uma tonalidade amarela, indicando a ocorréncia do processo de
extracdo. As solucdes foram filtradas utilizando papel filtro e funil para remocgao
dos fragmentos solidos. Para remogédo do solvente um rotaevaporador com
controle de pressao e temperatura foi utilizado, ao término do processo, um
precipitado com aspecto viscoso foi formado. Para separagcdo dos compostos
com diferentes polaridades, foi escolhida a cromatografia em coluna com silica
gel (C18) e uma mistura de hexano/etanol (75:20) para eluigéo, a fragdo apolar
obtida foi escolhida por reunir uma maior quantidade de gingerdis, o solvente
remanescente foi novamente rotaevaporado e o extrato liofilizado por 24h. Ao
longo das préximas se¢des, as amostras que foram extraidas pelos diferentes

solventes serao referenciadas conforme a tabela 2.

Tabela 2 — Identificagdo das amostras em fungao do solvente utilizado no processo de extragéo.

Solvente utilizado na extragao Amostra
Metanol ES1
Etanol ES2
Eter ES3
Cloroférmio ES4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
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5.2.2 Caracterizagcao dos extratos

5.2.2.a Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As medidas de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foram realizadas em um equipamento Agilent Cary 630 acoplado
a um modulo Diamond ATR, as varreduras foram realizadas de 4000 a 650 cm-

' com leituras de 96 scans por amostra.

5.2.2.b UV-vis

Os espectros de absorgdo UV-vis foram obtidos em um equipamento Hitachi
modelo U-3500 com duplo feixo. As varreduras foram efetuadas de 800 a 200

nm com slit de 2 nm e 1200 nm/min utilizando etanol como solvente.

5.2.2.c Conteudo total de fenois

O teor de fenois foi determinado usando o método de Folin Ciocalteu, uma
adaptagado do protocolo utilizado por Anwar e colaboradores (Anwar et al.,
2020a). Inicialmente, volumes de 0,25 mL de solugdo de acido galico com
concentragdes variando de 10 a 250 pg/mL, foram misturadas com 1,25 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau (10%) e 1 mL de solugé&o de carbonato de sédio
(Na2COs) a 7,5%. As solugdes foram deixadas em repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente, em seguida, a absorbancia foi medida em 765 nm, como
branco foi utilizada a solug&o de reagentes sem o acido galico, com os dados de
absorbancia em funcdo da concentracdo de padrao foi plotada a curva de
calibragdo. A analise dos extratos se deu a partir da dissolugao de 6,2 mg em 25
mL de metanol, onde 0,25 mL das solugdes foi misturado com os mesmos
reagentes utilizados para determinagéo da curva de calibragdo. O teor de fenois

totais foi calculado com a expressao:

C=CixVIM
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onde C+ representa a concentragdo de acido galico estabelecida pela curva de
calibragdo em ug/mL, V é o volume de extrato em mL e M € a massa de extrato

em gramas.

5.2.2.d Conteudo total de flavonoides

O conteudo total de flavonoides foi determinado por ensaio colorimétrico com
cloreto de aluminio (Anwar et al., 2020b). Para obtenc&o da curva padréo foi
utilizada a quercetina, um flavonoide abundante em frutas e vegetais.
Resumidamente, 0,5 mL de uma solugdo de AICIz 2% em etanol foram
misturados a 0,5 mL das solugdes padrao de quercetina também em etanol em
concentragdes que variaram de 2,5 a 25 pg/mL. A mistura reacional foi incubada
por 1h em temperatura ambiente e, apds esse tempo, a absorbancia foi medida
em 420 nm, utilizando etanol como branco. O mesmo procedimento foi utilizado
para determinacido do teor total de flavonoides nos extratos, para tanto, uma

solugédo com 2,4 mg diluidos em 10 mL de etanol foi preparada previamente.

5.2.2.e Atividade de eliminagao de radicais livres (DPPH)

A atividade de eliminagdo de radicais livres foi determinada pelo método do
DPPH (Anwar et al., 2020b), o acido ascérbico foi utilizado como agente
antioxidante padrao. A curva padrao foi preparada misturando-se 0,4 mL de solugéo
de 0,175 mM de DPPH 0,15 mM e 0,5 mL de solugdes padrao de acido ascérbico
com concentragdes que variaram de 0 a 10 pg/mL. A mistura foi incubada em
ambiente escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a
absorbancia da amostra foi medida em 517 nm utilizando etanol como branco. A
absorbancia do equipamento foi ajustada para menor que 1,0 com a solu¢ao padréo
de DPPH (0,4 mL de DPPH e 0,5 mL de etanol) na auséncia e acido ascorbico.

5.2.3 Caracterizacdo do Oleo de Andiroba

Para caracterizagdo do o6leo de andiroba foram efetuadas medidas de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) em
colaboragc&o com os pesquisadores Valdir Florencio da Veiga e Rayssa Ribeiro do

Laboratério de Bioprocessos Avancados na Quimica de Produtos Naturais ABC-NP
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do Instituto Militar de Engenharia — IME. O equipamento utilizado foi um Shimadzu
modelo QP2020 NX (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) em modo impacto de
elétrons a 70 eV utilizando coluna SH-RTX-5ms (SHIMADZU)-5% fenil: 95%
dimetilpolisiloxane ( 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) fluxo de gas constante de 2,26
mL/min e volume de injegdo de 1 mL. As injecbes foram realizadas inicialmente em

modo split 1:30, com a seguinte programacgao de temperatura do forno:

Intervalo de aquecimento Taxa

60 °C — 140 °C 110 °C/min

140 °C — 240 °C 1 3 °C/min

240 °C — 280 °C (isoterma final de 2 min) 1 10 °C/min
Total da corrida 48 min

A analise dos espectros de massas foi realizada em comparagdo com a
espectroteca do equipamento e também com dados da literatura, com os padroes
de fragmentos pares resultantes dos rearranjos da McLafferty de compostos graxos
carbonilados (clivagem da ligagéo 3 nos carbonos 2-3, a partir da carbonila, com a
migragdo de um ion H+ para o fragmento neutro formado) para ésteres metilicos
de acidos graxos saturados (EMAG) foi o de m/z 74 (H3 COCOHCH2 + ); ésteres
etilicos de acidos graxos (EEAG), o fragmento escolhido foi o de m/z 88 (H3 CCH2
OCOHCH2 +).

Medidas de espectroscopia de absor¢ao no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) nas mesmas condi¢gbes apresentadas no topico 5.2.2.a também
foram efetuadas para caracterizar o dleo e os surfactantes utilizados na preparagao
das nanoemulsées (PEG 40 e Lecitina).

5.2.4 Elaboragao da Nanoemulséao

As quantidades de fase polar, fase apolar, surfactante, volume de amostra e
relagao entre o tempo e poténcia de sonicagao utilizadas foram adaptadas das
utilizadas por Delmas, Couffin, et al., 2011; Delmas, Piraux, et al., 2011. A
proporgao entre a quantidade de dleo de andiroba e extrato de gingerol foi
estabelecida com base no trabalho de Sari et al., 2015, ainda que nesse trabalho
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tenha sido utilizado curcumina e outros surfactantes.

Inicialmente 6 mg do extrato de gengibre e 1,5 g de 6leo de andiroba,
proporcdo de 0,4% extrato/6leo de andiroba, foram misturados a uma
temperatura de 40°C utilizando um vortex. Em seguida, 90 mg dessa formulag&o
foi misturada previamente com 17,2 mg de lecitina e 77 mg de PEG-40 por 15
min utilizando um vortex e adicionados a 15 mg de PEG-40 previamente
dissolvidos em 3 mL de PBS, por fim, a solugao foi completada para 5 mL com
PBS, agitada por 15 min em vortex e sonicada por 6 minutos com banho de gelo
em ultrassom (Sonics Modelo VCX 750 20 kHz 750 W) utlizando uma
microponteira 1/8” (3 mm) modelo 630-0422. Na tabela 3, sdo apresentadas
diferentes formulagées de nanoemulsdo que foram preparadas seguindo o
protocolo descrito, com o objetivo de avaliar como a composi¢do da

nanoformulagao influencia as caracteristicas coloidais.

Tabela 3 — Formulagdes preparadas com o protocolo padrdo em diferentes proporgdes de

constituintes surfactante ou fase oleosa.

Formulacéao Composicao
F1 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo com composto bioativo; 17,12 mg de
lecitina; 92 mg de PEG-40
F2 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo com composto bioativo; 92 mg de
PEG-40
F3 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo com composto bioativo; 92 mg de
lecitina
F4 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo de andiroba; 92 mg de PEG-40
F5 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo de andiroba; 92 mg de lecitina
F6 5 mL de PBS; 90 mg de 6leo de andiroba; 17,12 mg de lecitina; 92
mg de PEG-40

Fonte: Elaborado pleo autor, 2023.
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5.2.5 Investigagao da Estabilidade Coloidal

Medidas de potencial zeta e didmetro hidrodindmico sao fundamentais para
investigar a estabilidade de sistemas nanoestruturados, principalmente
nanoparticulas e nanoemuldes dispersas em meio liquido. Para aquisi¢cao
desses dados foi utilizado um equipamento Malvern Zeta Sizer Nano-ZS modelo
ZEN3600 e uma cubeta de quartzu de fluxo continuo modelo DTS1070. Por meio
das medidas de mobilidade eletroforética o potencial zeta foi calculado com a
aproximacao de Smoluchowski (Bhattacharjee, 2016) e os valores de diametro
hidrodinamico por meio da equacdo de Stoke-Einstein apdés medidas de
espalhamento dinamico de luz (DLS).

A primeira avaliagdo das formulagcdes ocorreu 24h apds o preparo para
se confirmar a formacdo da nanoemulsdo. Os parametros da formulacdo F1
(tabela 2), selecionada por apresentar os melhores parédmetros de tamanho,
foram utilizados como padrao para o preparo das formulagdes com o objetivo de
se realizadar medidas de estabilidade coloidal (potencial zeta, diametro
hidrodinamico e PDI — Polydispersity Index) em diferentes temperaturas (4°C,
temperatura ambiente e 45°C) por um periodo de 2 meses. Para o ensaio de
estabilidade em fung¢ao da forca idnica, os valores de potencial zeta, diametro
hidrodinamico e PDI foram medidos em concentragdes crescentes de NaCl ( O -
1 M). A estabilidade em fungao do pH foi realizada utilizando-se um mdédulo de
titulagdo MPT-3 acoplado ao equipamento Malvern ZetaSizer Nano, onde
solugbes de NaOH (0,1 e 0,01M) e HNOs; (0,01M) foram adicionadas
automaticamente na nanoemulsdo para ajuste do pH (meio acido — meio
alcalino) seguindo-se das medidas de potencial zeta, didmetro hidrodinamico e
PDI. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e o erro experimental

apresentado foi obtido do desvio padrao médio das medidas efetuadas.

5.3 Ensaios Celulares

Foram cultivadas linhagens celulares de carcinoma mamario murino 4T1-
luciferase e fibroblasto murino (NIH-3T3) em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de
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solugdo antibidtica (100 Ul/mL Penicinila — 100 pg/mL Estreptomicina — v/v) a
37°C e 5% de CO2. O ensaio de viabilidade celular foi realizado utilizando o
ensaio MTT (bromato de 3-[4,5-dimetilazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), que
consiste na reducdo de derivados de tetrazdlio em células vivas por
desidrogenases mitocondriais. A partir desse ensaio, é possivel estimar a
atividade metabdlica das células e avaliar a viabilidade celular e proliferagao dos
paréametros de sobrevivéncia e crescimento celular (OMBREDANE et al., 2020).
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6. Resultados e discussao

6.1. Extrato de Gengibre
6.1.a FTIR

No grafico 1 sdo apresentados os espectros de absorgao no infravemelho
para os extratos obtidos com diferentes solventes. E possivel observar nos
espectros uma banda larga de vibragéo entre 3550 e 3200 cm™' correspondente
a vibragdo de estiramento O-H caracteristica do grupo alcool. Também s&o
identificadas bandas de vibragdo em 2990, 2956, 2928 e 2854 cm™ oriundas das
vibragbes de estiramento -C-H tipicas de anel aromatica (sp?), alceno (sp?),
alcano (sp®) e aldeidos, respectivamente. Entre 1742 e 1616 cm™ estdo as
vibragéo de estiramento da ligagdo C=0, 1515 cm™' corresponde a vibragéo de
estiramento da ligagdo C=C em anel aromatico, a vibragdo de dobramento da
ligagdo C-H em alcanos e aldeidos esta presente em 1465 cm™ e 1381 cm™,
respectivamente, entre 1275 e 1038 cm™ sdo observadas vibragbes de
estiramento C-O, por fim, em 819 cm! est&o presentes dobramentos da ligagao
C-H. Os dados dos espectros de FTIR nos permite inferir que se tratam de
extratos compostos majoritariamente por gingerois e que entre eles ndo ha
diferencas significativas de composigao quimica, contudo, ndo se pode descartar

a presenga de outros moléculas em quantidade menor.
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Grafico 1 — Espectro de FTIR medidos para os diferentes extratos ES1, 2, 3, e 4.
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6.1.b UV-vis

No grafico 2 sdo apresentados os espectros de absorgdo UV-vis para os
diferentes extratos, é observada uma banda de absor¢ado em 240 nm oriunda de
transicdes n—n* e outra banda em 270 nm correspondente a transigées n—n’, 0
perfil dos espectros é similar aos encontrados nos espectros UV-vis dos
gingerols isolados (Liu et al., 2014). A absor¢cdo em 360 nm (n—c*) é
caracteristica de ligagdes duplas entre carbono e heteroatomos (ex.: C=N e
C=0) encontrada em compostos ceto-endlicos e flavonoides (Avula et al., 2010).
O dados obtidos por absorgao UV-vis corroboram com o que foi constatado nas
medidas de FTIR, as amostras apresentam similaridade de composi¢cédo quimica
e compostos como flavonoides e fenois podem estar presentes nos diferentes
extratos. A maior intensidade de absorgdo para a amostra ES2 (extragdo com
etanol) nos permite inferir que para estes compostos bioativos a extragdo com

etanol foi mais eficiente.
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Grafico 2 — Espectros de absorgao UV-vis para as amostras ES1, 2, 3 e 4.
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6.1.c Conteudo total de fenodis

A curva padrao de determinac&o do teor de fenois obtida com as diferentes
concentragdes de acido galico (10-250 ug/mL) é apresentada no grafico 3. O
ajuste linear apresenta um coeficiente angular de 0,00273 + 5,89814.10° e um
coeficiente linear de 0,00943 + 0,00829 com R? de 0,99. A concentragao total de
fenois nos extratos foi calculada usando o ajuste linear da curva padrdo. Na
tabela 4, o conteudo de fenois foi expresso em mg equivalentes de acido galico
(GAE), usando a equagao: TPC = C x V/M onde C é a concentragéo de acido
galico (mg/mL), V é o volume no qual o extrato foi diluido em mL e M é a massa
do extrato puro em gramas. Em concordéncia com o que foi observado nos

espectros de UV-vis, a amostra ES2 apresenta maior teor de fenois.
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Grafico 3 - Curva de calibragéo para teor total de fenois utilizando-se acido galico como padrao.
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Tabela 4 - Teor total de fenois obtidos para os diferentes extratos.

Extrato Concentragao média Numero de
(pela curva de equivalentes (GAE)
padrao) (ug/mL) (ng/mg)
ES1 24,79 + 1,56 99,96 + 6,30
ES2 31,33+ 6,30 126,34 + 5,86
ES3 22,07 £ 2,47 89,01 £ 9,96
ES4 29,97 £ 0,33 120,87 + 1,33

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

6.1.d Conteudo total de flavonoides
No grafico 4 € apresentada a curva obtida com o padrdo quercetina para
determinacao do total de flavonoides, o ajuste linear apresenta coeficiente angular
de 0,02555 + 0,001 e coeficiente linear de 0,05114 + 0,041 com R? igual a 0,988. A
concentragédo total de flavonoides nos extratos foi determinada com base na
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equagao do ajuste linear do padrdo quercetina, os resultados absolutos e em
termos de equivalentes sdo apresentados na tabela 5. O conteudo de flavonoides
em termos de equivalente de quercetina foi obtido pela equacdo CTF = C x V/M,
onde C é a concentragdo de quercetina em ug/mL obtida pelo grafico do padréo, V
€ o volume de extrato de gengibre utilizado e M é a massa em gramas do extrato,
o resultado de equivalentes & expresso em termos de micrograma de quercetina
por grama de extrato (ug QUE/g). De maneira coerente com o observado nos
espectros de UV-vis, e assim como ocorreu para o teor de fendis, a amostra ES2

apresentou maior teor de flavonoides.

Grafico 4 - Curva de calibragdo para teor total de flavonodides utilizando quercetina como

padrao.
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Tabela 5 - Teor total de flavonoides obtidos para os diferentes extratos.

Extrato Concentracao média Numero de
(pela curva de equivalentes (QUE)
padrao) (ug/mL) (ng/mg)
ES1 6,80+ 0,18 27,44 £ 0,74
ES2 9,66 + 0,26 38,96 + 1,05
ES3 7,31+0,70 29,49 + 2,84
ES4 8,77 £ 0,43 35,38 £ 1,72

6.1.e Atividade de eliminagao de radicais livres (DPPH)

O radical DPPH- possui uma cor purpura com absorgao entre 515 e 520 nm em
meio etandlico. Na presenga de uma substancia antioxidante o radical DPPH- se
tornam aceptores de elétrons e, ao aceitar o mesmo de uma espécie quimica
redutora, se torna uma molécula estavel na forma reduzida DPPH-H com a
consequente perda da cor violeta até o surgimento de uma cor amarelada. No
grafico 5 é apresentada a curva obtida utilizando-se o acido ascorbico como padrao
antioxidante e o ajuste linear aplicado apresenta coeficiente angular de -0,05115 e
linear de 0,5608 com R? = 0,982. A atividade de eliminag&o de radicais livres em
termos de equivalente é calculada pela equacdo AER = C x V/M, onde C ¢é a
concentracéo obtida pela curva padréo de acido ascorbico em mg/mL, V € o volume
de extrato de gengibre em mL e M € a massa em gramas de extrato. Na tabela 6
sdo apresentados os valores obtidos para os diferentes extratos. A partir da
diminuicdo da absorbancia do DPPH é possivel determinar o efeito inibitorio ou %
de atividade de eliminag&o de radicais livre com a equagao:

.. . ~ . e 1 _ [Ac B As]
% de atividade de eliminac¢ao de radicais livres = —a ) 100%
C

onde Ac € a absorbancia da solucdo padrdo de DPPH e As € a absorbancia na
presenca do extrato de gengibre. Os resultados obtidos sdo apresentados no
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grafico 6, é possivel correlacionar que quanto maior o teor de fenois e flavonoides
maior a atividade antioxidante. Conforme constatado anteriormente o extrato ES2
apresentou maior teor desses compostos e a avaliagdo dos dados de atividade
antioxidante apenas corroboram com as evidéncias anteriores. Para todos os
extratos foi identificada uma elevada atividade de eliminagao de radicais, para todos

os extratos foi constatado valores de eliminagédo do radical DPPH acima de 80%.

Grafico 5 - Curva de calibragéo para atividade antioxidante pelo método DPPH utilizando-se
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acido ascorbico como padréo.
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Tabela 6 - Atividade de eliminagao de radicais livre pelo método DPPH e niumero de

Extrato

equivalente de acido ascorbico.

Concentracao média
(pela curva de

padrao) (ng/mL)

Numero de

equivalentes (AUE)
(ng/mg)
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ES1 9,61 +£0,09 38,36 + 0,38
ES2 9,77 £ 0,06 39,39+ 0,23
ES3 9,49+0,13 38,28 + 0,54
ES4 9,64 + 0,16 38,86 + 0,65

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Grafico 6 — Porcentagem de eliminagao de radicais livres obtida pela redugéo da absorgéo de
DPPH em 517 nm.
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6.2 Caractericdo do Oleo de Andiroba

6.2.a Composigcao quimica por CG-MS

Na tabela 7 é apresentada a composicdao quimica do 6leo de andiroba obtida
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS), todas
as analises foram realizadas em triplicata e o valor apresentado na ultima coluna

corresponde a media obtida. Os dados indicam que o oleo € formado
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majoritariamente por acido palmitico (Acido hexadecanoico), acido oléico (Acido 9-

octadecenoico), acido linoléico (Acido 9-12-octadecadiendico) e acido esteéarico

(acido octadecanoico).

Tabela 7 — Composig¢ao quimica do éleo de andiroba obtida por CG-MS.

Tempo de A PP

retengao (Tr) Substancias PM 1 5 > —

21,317 Acido 9-hexadecendico* 268 | 0,60 0,51 0,46 0,52
21,733 Acido hexadecandico* 270 | 27,87 | 28,21 | 27,51 | 27,83

25,238 Acido 9-12-octadecadiendico* 294 | 9,79 9,19 9,63 9,53
25,383 Acido 9-octadecendico* 296 | 45,59 | 46,86 | 46,39 | 47,28

25,483 Acido 13-octadecendico* 296 - 1,24 1,17 1,20

25,927 Acido estearico (4cido octadecanoico)* 298 | 8,84 8,99 8,99 8,94

30,567 Acido 18-metilnonadecanoato* 326 | 1,16 - 0,91 1,03

34,883 Hexadecanoato de 2-hidroxi-1-(hidroximetil) | 330 | 1,01 0,43 0,47 0,63
Total identificado 95,1% | 95,4% | 95,5% | 96,9%

*identificado como seu éster metilico
PM = Peso molecular

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

6.2.b Aspectos estruturais por FTIR

O espectro de FTIR do oleo de andiroba €& apresetando no grafico 7, as

varreduras foram realizadas nas condi¢des indicadas no tépico 5.2.2.a a partir da

gota do dleo. No espectro sdo observadas bandas de estiramento da ligagdo C-H

entre 3050 e 3000 cm™' de hidrocarboneto alifatico, os picos estreitos em 2922 cm-

1 e 2850 cm™' sdo de estiramento simétrico e assimétrico da ligagdo C-H presente

em alcenos (carbono hibridizado sp?), o alargamento desses picos se deve as

vibragdes de estiramento -CH3z, CH2 e CH que ocorrem em cadeias saturadas, as
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vibragdes em 1455 cm™' e 1378 cm™ tem origem nos dobramentos da ligagdo C-H.

A vibragdo em 1747 cm™ tem origem na vibragéo de estiramento da ligagdo C=0 e

em 1166 cm™' esta associada a ligagdo C-O, por fim a vibragdo em 725 cm™' esta

associada a vibragao de dobramento C=C presente nos acidos oléico e linoléico.

Os modos vibracionais observados no espectro de FTIR sido caracteristicos de

mistura de acidos graxos saturados e insaturados.

Grafico 7 - Espectro de FTIR obtido para o 6leo de andiroba.
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6.3 Caracterizacdo das Nanoemulsées

6.3.a Caracterizagao coloidal das nanoemulsées

Na tabela 8 sao apresentados os valores de didametro hidrodinamico, PDI
(indice de polidisperséo) e potencial zeta para as formulagdes descritas no topico
5.2.4. No Anexo 1 s&o apresentados os histogramas de distribuicdo de tamanho
para cada amostra. Foi observada que a utilizacdo de dois surfactantes
proporcionou melhores caracteristicas de tamanho, conforme pode ser visto nos
dados de diametro hidrodinamico e Pdl das formulagbes F1 e F6, a melhor
estabilidade neste caso € assegurada para goticulas menores que 100 nm e com
baixo indice de polidisperséo (Pdl) (<0,4) (Danaei et al., 2018). A utilizagcédo de
apenas um surfactante (estearato de PEG 40 ou Lecitina) n&o foi suficiente para
assegurar tamanhos menores que 100 nm como ocorreu de F2 até F5, ainda
que o PDI tenha sido inferior a 0,3 nas formulac¢des F2 e F4 este parametro nao
pode assegurar sozinho a qualidade da nanoemulsdo. Os dados também
indicam que a Lecitina sozinha como surfactante ndo formou nanoemulsdées
estaveis, como pode ser visto para as formulagdes F3 e F5. Apesar do potencial
zeta ser baixo, quando comparado a outros sistemas coloidais estaveis (<
25mV), as amostras F1 e F6 apresentaram estabilidade ao longo do tempo, o
que reforca a hipotese da estabilidade coloidal dessas nanoemulsdes terem

origem no impedimento estérico, e ndo somente na repulsio eletrostatica.

Tabela 8 — Dados de didmetro hidrodinamico, PDI e Potencial zeta das nanoemulsdes

preparadas conforme descrito no tépico 5.2.4.

Formulagéao Diametro (nm) Pdl Potencial zeta (mV)
F1 78 0,312 -6,4
F2 111,8 0,208 - 0,736
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F3 258,4 0,736 -4,41
F4 11,7 0,247 -1,58
F5 394 0,856 - 1,32
F6 80,96 0,433 - 1,32

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.
6.3.b Caracterizagcdo dos componentes e da formulagao

No grafico 8 sdo apresentados os espectros de absorgéo no infravemelho
para os surfactantes (PEG-40 e Lecitina), para a fase oleosa formulada (6leo de
andiroba + extrato de gengibre) e para a nanoemulsdo (F1). As informagdes
relativas ao FTIR do éleo de andiroba e do extrato de gengibre ja foram
discutidas anteriormente e para a propor¢do em massa de Oleo:extrato (250:1)
utilizada n&o foi constatada mudanca significativa no espectro de FTIR do 6leo
de andiroba pela presenga do extrato de gengibre, nesse sentido sera dada
maior ateng¢ao para os surfactantes e para a nanoformulacéo.

O espectro de FTIR da lecitina apresenta bandas de estiramento simétrico
e antissimétrico para os grupos -CHo, estiramento antissimétrico -CHs e vibragéo
de torgdo — CH; situados em 2856, 2923, 2957 e 1465 cm™!, nessa ordem, esses
modos vibracionais também estdo presentes no espectro FTIR do PEG-40
estearato. A vibragdo de estiramento C=0 esta localizada em 1739 cm™' sendo
mais intensa para a Lecitina que possui mais carbonilas que o PEG-40 estearato.
Em 1498 cm™ é observada a vibragdo de deformagio assimétrica do grupo -
N*(CHs), em 1247 cm™ é observada uma vibragdo de estiramento assimétrico
do grupo PO?% juntamente cm uma vibragéo de estiramento assimétrico em 1169
cm! e simétrico em 1058 cm™' das ligagbes CO-O-C, a vibragdo de estiramento
simétrico e assimétrico do grupo PO? esta presente em 1097 cm™ e em 820 cmv
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', respectivamente, em 720 cm™ é observada a vibragdo de dobramento do
grupo -CHz. Na regido que vai de 1520 cm™ até 800 cm™ para o PEG-40
estearato sdo identificadas vibragcdes de dobramento de C-H entre 1386 e 1321
cm-, estiramento C-O entre 1297 e 1226 cm™' caracteristica de ésteres e de C-
O em 1150 cm™, 1107 cm™ e 1070 cm™, tipicas de éter alifatico, alcool
secundario e alcool primario, respectivamente, por fim, a vibragdo de
dobramento C-H é observada em 844 cm™. No espectro apresentado pela
nanoemulsdo € observada uma similaridade com o espectro do PEG-40
estearato, o que se justifica pela maior quantidade desse surfactante em relagcéo
a lecitina, a menor intensidade nos modos vibracionais tem relagdo com o menor

grau de liberdade ocasionado pela formagao das nanogotas.

—— Lecitina

— PEG 40 estearato
——Oleo + Extrato
—— Nanoemulsao

W T

Transmitancia (%)

W v

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm'1)

Grafico 8 - Espectros de FTIR dos surfactantes Lecitina e PEG-40, da formulagéo (6leo + extrato)
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e nanoemulséo.

6.3.c Investigacdo da estabilidade em diferentes condi¢cbées
(temperatura, tempo, pH e forga i6nica)
A estabilidade fisico-quimica de formulagdes para aplicagdes biomédicas
ao longo do tempo e em diferentes condigbes de armazenamento é
indispensavel para viabilizar o estudo a longo prazo. As medidas de didmetro
hidrodinamico, PDI e potencial zeta da nanoemulsédo (F1) em fungdo de
diferentes temperaturas de armazenamento por um periodo de 55 dias estao
apresentadas nos graficos da figura 5, durante esta avaliagdo as amostras
permaneceram em ambiente protegido da luz. Os dados apresentados indicam
que a formulacio apresenta estabilidade nas diferentes temperaturas no periodo
de tempo avaliado com flutuagbes inferiores a 15 nm no diametro
hidrodinamico, £ 0,1 no PDI e inferiores a £ 2 mV no potencial zeta, o que
assegura que a nanoemuls&o pode ser armazenada por um periodo de tempo a

temperatura ambiente ou refrigerada ao abrigo da luz.
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Figura 5 — Medidas de didmetro hidrodinamico (a) PDI (b) e potencial zeta (c) em

diferentes temperaturas ao longo do tempo em dias para a formulagéo F1.
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A avaliagao da estabilidade em fungao do pH é apresentada no grafico 9.
E possivel identificar um comportamento pH-dependente do grupo fosfato
pertencente a lecitina o qual tende a se comportar como um acido fraco de
Bronsted. Nesse momento é importante destacar que para a geragéo de carga
superficial, constatada nas medidas de potencial zeta, o surfactante PEG-40
estearato, por ser um surfactante ndo-ibnico e ndo apresentar grupos quimicos
capazes de doar ou receber protons H*, ndo exerce qualquer influéncia. No
grafico é possivel observar que em pH acido o grupo fosfato esta

60

50



== Universidade de Brasilia

Faculdade de Ceilandia — FCE/ UnB

Curso de Farmacia

majoritariamente protonado (-POOH), e isto se traduz em um potencial zeta
menor em modulo, e a medida que o pH aumenta os grupos fosfato tende a
desprotonar gerando a espécie quimica -POO- refletindo diretamente no
aumento do potencial zeta em modulo. O didmetro hidrodinamico, por sua vez,
ndo aumenta significativamente com valores oscilando dentro do intervalo de
64,5 nm a 69,5 nm, tanto o aumento da repulsao eletrostatica quando o aumento
da forga ibnica que tem origem no contra ion da base adicionada (Na*) justificam

essas flutuagdes.

Grafico 9 — Potencial zeta e diametro hidrodinamico da formulagao F1 medidos em fungao do
pH.
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Na figura 6 sdo apresentados os valores de diametro hidrodinamico e
potencial zeta em fungéo da forga iénica para a formulacdo F1. A medida que a
concentracédo de ions aumenta ocorre flutuagdes no didmetro hidrodinamico e
no PDI, contudo, o tamanho permanece inferior a 80 nm e o PDI permanece
inferior a 0,4 indicando que o aumento da forga ibnica dentro do intervalo
estudado néo foi suficiente para induzir a desestabilizagdo das nanogotas, este

parametro é fundamental para viabilizar estudos realizados em fluido biolégicos
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e/ou solugcdes tamponadas. O potencial zeta por sua vez diminui
significativamente com o aumento da forga i6nica, isto se deve ao fendbmeno de
blindagem (screening effect) ocasionado pelo aumento da dupla camada
elétrica, este leva a diminuigdo do potencial zeta e em algumas circunstancias
pode levar a inversao de carga. Mesmo com a ocorréncia do efeito de blindagem
as nanogotas n&o perderam a estabilidade, reforgando a hipotese de que outros

mecanismos de estabilizacdo coloidal estdo presentes na nanoemulsdo
sintetizada.

Figura 6 — Diametro hidrodindmico (a) e potencial zeta (b) da formulagao F1 medidos em

fungao da forga idnica.

a) b)
80 .ID‘ 5.0 )I | T T T 4 0’5
o Potencial Zeta (mv) e . P
e 12
YL N ! 04t
60 - T a1 - P
= . e 19 E i/// ~_ T ﬁ//
- » = po - -
E¥r f s o3f =" Safr
Y r lo® =
S 40 + N 1
E 3 ©
o
< 02|
230t / 14 &
o]
o
20+
‘ 1l 01}
10 1.
0 1 L 1 L 1 L 1 L 1 s 1 0,0 L L L L L 1
0.0 02 0.4 06 0.8 1,0 00 02 04 06 08 1,0
NaCl(mol/L) NaCl (mol/L)

52



== Universidade de Brasilia

Faculdade de Ceilandia — FCE/ UnB

Curso de Farmacia

6.4 Ensaios Celulares

Figura 7. Resultados ensaio MTT do gingerol livre, 6leo de andiroba livre, branco (surfactantes),
nanoemulsao formulada com 6leo de andiroba e nanoemulsdo com 6leo de andiroba e com o
extrato de gengibre. Dados apresentados com média + desvio padréo (n=3) e analise estatistica

Viabilidade celular (%)

baseado no teste ANOVA (p < 0,05)
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Com os ensaios MTT, foi possivel determinar a eficacia da inibigdo de células

tumorais a partir do gingerol livre, do 6leo de andiroba livre, da nanoemulséo

elaborada com 6leo de andiroba e da nanoemulsdo formulada com éleo de

andiroba e extrato de gengibre (nas condigdes F1). O branco consistiu na jungéo

dos dois surfactantes utilizados na nanoemulsdo, PEG-40 e lecitina. As

concentragdes utilizadas para cada grupo avaliado estao descritas no Anexo 2 e a

figura 7 apresenta os resultados obtidos nos ensaios. O extrato de gengibre livre foi
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capaz de inibir as células tumorais nas quatro concentragdes testadas quando
comparado ao grupo controle. Na concentragdo de 50 mM de extrato foi observada
uma reduc¢ao da viabilidade da célula em até 30%. O 6leo de andiroba livre também
apresentou efeitos de inibicdo da célula tumoral, sendo que 2770 mg/mL foi capaz
de reduzir a viabilidade da célula em 63% quando comparada ao grupo controle. O
grupo do 6leo de andiroba livre ndo apresentou reprodutibilidade quando testado
em dois ensaios com variagao de 24 horas.

Tanto a nanoemuls&o elaborada com déleo de andiroba, como a formulada
com Oleo de andiroba e extrato de gengibre, apresentaram eficacia na redugéo da
viabilidade da célula tumoral. Houve reducéo da viabilidade da célula em até 76%
a partir da nanoemulsdo com 6leo de andiroba em maior concentragdo, equanto
que a nanoemulsao com 6leo de andiroba e extrato de genibre reduziu em até 78%.
Portanto é possivel concluir que em todos os grupos houve uma diminuigdo da
viabilidade em funcéo do tempo de exposicao.

Os testes feitos utilizando o branco, que consistia na mistura dos
surfactantes, demonstraram toxicidade para as células, em razdo da alta
concentracao de PEG-40.

Para analise estatistica dos dados obtidos pelo ensaio foi realizado o teste
de Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade e para a analise de variancia entre as
meédias dos grupos testados foi feito o teste ANOVA (p < 0,05).

Vale ressaltar que para utilizagdo do material em ampla escala, mais testes
in vitro e in vivo devem ser realizados a fim de melhorar a propor¢cdo dos
surfactantes com a fase oleosa e, consequentemente, as condicbes da
nanoemulsdo, a fim de evitar possivel toxicidade para células. O ensaio MTT
também deve ser realizado em células sadias para verificar o comportamento da

nanoformulagado na inibicdo da viabilidade celular.
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7. Conclusao e consideracgoes finais

A extragcdo do composto bioativo ativo do gengibre foi realizada por um
meétodo rapido, de baixo custo e reprodutivel. Os extratos do gengibre obtidos por
diferentes solventes (ES1, 2, 3 e 4) n&o apresentaram diferengas significativas em
sua composi¢cao quimica, conforme foi demonstrado pelos espectros obtidos por
FTIR e UV-vis. Os espectros apresentaram similaridade com os encontrados na
literatura (Hussein et al., 2017), sendo sua composigdo majoritaria gingerois,
podendo também apresentar outras moléculas, como fenois e flavonoides.

O ensaio do teor total de fenois pelo método de Follin Ciocalteu confirmou a
presenga de compostos fendlicos em todos os extratos do gengibre, sendo que a
amostra ES2 (extragdo por etanol) apresentou maior teor, 126,34 nug de
equivalentes de acido galico por miligrama de extrato. O extrato ES2 também
apresentou maior teor de flavonoides em sua composigao, determinado pelo ensaio
colorimétrico com cloreto de aluminio, cerca de 38,96 ug de quercetina por grama
de extrato. O método DPPH indicou elevada atividade de eliminagdo de radicais
livres em todos os extratos, cerca de 80%, sendo que ES2 novamente apresentou
0 maior resultado. Tendo isso em vista, as medidas obtidas pelo método DPPH
confirmam que quanto maior o teor de fenois e flavonoides, maior sera a atividade
antioxidante do composto.

A determinagao da composi¢cao quimica do éleo de andiroba por CG-MS foi
capaz de identificar quase 97% da sua composi¢cdo, sendo a maior parte
representada por acido palmitico, acido oleico, acido linoleico e acido estearico. Os
modos vibracionais observados no espectro de FTIR sao indicativos de mistura de
acidos graxos saturados e insaturados, o que corrobora com as evidéncias
apresentadas anteriormente.

As formulagdes F1 e F6, elaboradas a partir da jungao dos dois surfactantes,
PEG-40 e lecitina, apresentaram melhor tamanho e estabilidade, o que é
confirmado pelo baixo valor de diametro hidrodinamico e indice de polidispersao
(Pdl) obtidos nas medidas. Ainda que as outras formulagdes (F2 até F5) tenham
apresentado baixo valor de Pdl, a elaboragcdo da nanoemulsao utilizando somente

um dos surfactantes néo foi o bastante para garantir tamanho de particulas menor
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do que 100 nm. As amostras F1 e F6 apresentaram estabilidade quando testadas
ao abrigo da luz em diferentes temperaturas ao longo do tempo. Também
mantiveram as caracteristicas coloidais desejaveis para uma nanoemulsdo quando
submetidas a diferentes condi¢des de pH e forga ibnica. Nos espectros de FTIR
apresentados, foi possivel observar uma similaridade entre o espectro do PEG-40
e 0 da nanoemulsao, tendo em vista que uma maior quantidade desse surfactante
foi utilizada na formulagdo. Os modos vibracionais apresentaram menor intensidade
devido ao menor grau de liberdade gerado pela formagéo das nanogotas.

Embora o ensaio com o 6leo de andiroba n&do tenha apresentado boa
reprodutibilidade, o método MTT indicou atividade de inibigdo de células tumorais
pelo 6leo de andiroba livre, assim como pelo extrato de gengibre livre que foram
utilizados na formulagdo. A nanoemulséo elaborada com 6leo de andiroba livre
também apresentou atividade de redugao da viabilidade celular, do mesmo modo
que a nanoemulsdo formulada com 6leo de andiroba e extrato de gengibre, em
torno de 77%. O branco indicou toxicidade para células, devido a alta concentragao
de PEG-40.

Contudo, a nanoemulséo elaborada a partir de extrato de gengibre e 6leo de
andiroba demonstrou potencial no tratamento de células tumorais, uma vez que a
viabilidade celular foi diminuida pela acdo dos compostos bioativos presentes nos
componentes da formulagéo.

Para que a nanoemulsao seja utilizada como tratamento de tumores, novos
testes devem ser realizados no intuito de avaliar a propor¢ao dos surfactantes em
relacdo a fase oleosa ou considerar uma possivel troca dos componentes da
formulagdo para diminuir a toxicidade apresentada nos ensaios. Devem ser
realizados testes in vitro e in vivo, tanto em células tumorais como em células
sadias, para determinar o comportamento da nanoemulsao e seus possiveis efeitos

adversos quando em contato com as células.
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9. Anexos
Anexo 1
Formulagéao F1
Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):

Z-Average (d.nm): 78,00 Peak 1: 95,83 92,9 50,39

Pdl: 0,312 Peak 2: 4129 52 1043

Intercept: 0,905 Peak 3: 16,03 1.9 2,899
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Result quality : Good
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Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1118 Peak 1: 140,8 98,1 65,65
Pdl: 0,208 Peak 2: 24,36 1,9 4,184
Intercept: 0,913 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
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Result quality : Good

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

M Record 78: F2 3
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Formulagao F3

Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2584 Peak 1: 2317 70,3 124,8
Pdl: 0,736 Peak 2: 3781 29,7 1148
Intercept: 0,821 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

B Record 84:F33

Formulagéao F4

Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1117 Peak 1: 151,7 100,0 83,25
Pdl: 0,247 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,919 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)

1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

M Record 90: F4 3

Formulagao F5
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Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3940 Peak 1: 402,7 64,3 354,7
Pdl: 0,856 Peak 2: 4075 329 1151
Intercept: 0,764 Peak 3: 41,24 28 8,300
Result quality : Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
B Record 96:F53
Formulagao F6
Results
Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 80,96 Peak 1: 96,37 911 62,69
Pdl: 0,433 Peak 2: 4720 6,4 780,9
Intercept: 0,894 Peak 3: 7485 2,5 223,0

Result quality : Good

Intensity (%)

Size Distribution by Intensity

100

Size (d.nm)

B Record 103: F6 3

1000

10000

63



Faculdade de Ceilandia — FCE/ UnB

== Universidade de Brasilia

Curso de Farmacia
Anexo 2

Concentragao de extrato de gengibre e 6leo de andiroba utilizados nos
ensaios MTT para cada grupo avaliado.

Grupo Concentracgao de Concentracgao de 6leo

extrato de gengibre (uM) de andiroba (ug/mL)

Oleo de andiroba livre - 4620
[1]

Oleo de andiroba livre - 2770
[2]

Oleo de andiroba livre - 1385

[3]

Oleo de andiroba livre - 692,5
[4]

Extrato de gengibre 50 -
livre [1]

Extrato de gengibre 30 -
livre [2]

Extrato de gengibre 15 -
livre [3]

Extrato de gengibre 7,5 -
livre [4]

Nanoemulsao com o6leo - 4620
de andiroba [1]

Nanoemulsdao com dleo - 2770
de andiroba [2]

Nanoemulsao com o6leo - 1385
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de andiroba [3]

Nanoemulsdao com dleo - 692,5
de andiroba [4]

Nanoemulsao com o6leo 50 4620
de andiroba e extrato de
gengibre [1]

Nanoemulsdao com dleo 30 2770
de andiroba e extrato de
gengibre [2]

Nanoemulsao com o6leo 15 1385
de andiroba e extrato de
gengibre [3]

Nanoemulsdao com dleo 7,5 692,5

de andiroba e extrato de

gengibre [4]




