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RESUMO

Propolis é um produto natural com enfoque mundial em pesquisa, que, em virtude de
sua composicdo quimica, em especial de flavonoides e acidos fenolicos, é responsavel por
diversas atividades biologicas. As industrias fitoterapéuticas brasileira estdo desenvolvendo
extratos secos de prépolis, cuja concentracdo de flavonoides tem sido padronizada, no entanto
ha uma necessidade de desenvolver novos métodos quimicos e fisico-quimicos e ensaios
microbioldgicos pra garantir a sua qualidade. O presente estudo teve o objetivo de caracterizar
extratos secos de prépolis vermelha (ESPV) através de ensaios quimicos, tecnoldgicos e
microbioldgicos estabelecendo especificacbes de qualidade. A prépolis vermelha obtida de
Marechal Deodoro foi submetida a processo de extracdo para obtencdo de extrato bruto e, em
seguida, incorporado a sistemas dispersos para a obteng@o de extratos secos. Duas principais
técnicas, spray-drying (SD) e liofilizacdo (LF), foram utilizadas na secagem e obtencdo
desses extratos secos na forma solida e de liberacdo controlada. Os ESPVs obtidos por spray-
drying apresentaram problemas técnicos durante processo de secagem, resultando em altos
teores de flavonoides o que ndo aconteceu com a maioria dos ESPV liofilizados. Estudos
reologicos mostraram que ESPV A-SD, ESPV C-SD, ESPV C-LF e ESPV D-LF podem ser
utilizados em formas farmacéuticas solidas, enquanto as demais, devido a pobre fluidez
podem ser aplicadas em formas farmacéuticas/alimenticias dispersas. Os estudos de
dissolucdo dos ESPV A-SD e ESPV B-SD apresentaram um modelo de liberacdo modificada,
seguindo um perfil curvilinear, com liberacdo méaxima de 28% em 12 horas de ensaio. Com
relagdo aos marcadores da propolis foi possivel identificar os flavonoides, isoflavonas,
flavanas, flavondis e chalconas em extratos de propolis utilizando CLAE-UV em comparagéo
com padrdes auténticos e confirmacdo também foi realizada por meio de espectrometria de
massa de alta resolucdo. A determinacdo de flavondides total mostrou concentracdo de 21,76
mg/100 mg de flavonoides na tintura. Os extractos liofilizados mostraram menor variagdo em
relacéo ao teor de flavonoides na tintura (20,50-31,61 mg/100 mg), enquanto 0s extratos secos
por pulverizacdo apresentaram uma maior variacdo no teor de flavonoides (29,99-
40,79mg/100mg). Os CIMs dos extratos secos foram de 135,87-271,74 upg/mL para
Staphylococcus aureus e de 271,74-543,48 pg/mL para Pseudomonas aeruginosa em
75%(6/8) das formulacoes.

Palavras-chave: Prépolis vermelha, extratos secos, flavonoides totais, isoflavonas, CL-UV-

FTEM, atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Propolis is a natural product with has a worldwide focus into it research due to its
chemical composition which is rich in flavonoids and phenolic acids responsible for various
biological activities. The Brazilian phytotherapeutics industries are developing dried extracts
of propolis with where the concentration of flavonoids has been standardized, however there
is a need to develop new chemical, physico-chemical methods and microbiological assays to
ensure its quality. The present study aimed to characterize dry extracts of red propolis (DERP)
through chemical testing, microbiological and technological establishing quality
specifications. The propolis obtained from Marechal Deodoro was subjected to the extraction
process to obtain crude extract, and then incorporated into dispersed systems for obtaining dry
extracts. Two main techniques, spray-drying (SD) and freeze-drying (FD), were used in
drying and getting those dry extracts in solid and controlled release. The DERPs obtained by
spray-drying technical presents problems during the drying process, resulting in high levels of
flavonoids which did not happen with most DERP freeze-drying. Rheological studies have
shown that DERP A-SD, DERP C-SD, DERP C-FD, DERP D-FD can be used in solid dosage
forms, while others due to the poor fluidity can be applied to dosage forms/food dispersed.
Dissolution studies of DERP A-SD e DERP B-SD showed a model of modified release
following a curvilinear profile, with maximum 28% release within 12 hours of the test.
Regarding the markers of propolis were identified as flavonoids, isoflavones, flavans,
flavonols and chalcones in propolis extracts using HPLC-UV in comparison to authentic
standards and confirmation was also performed by mass spectrometry with high resolution.
The flavonoids determination showed overall concentration of 21.76 mg/100 mg of
flavonoids in the dye. The lyophilized extracts showed less variation in relation to the content
of flavonoids in tincture (20.50 to 31.61 mg/100 mg), while the spray dried extracts showed
greater variation in flavonoid content (29.99 to 40.79 mg/100mg). The MICs extracts were
dried 135.87 to 271.74ug/ml for S. aureus and from 271.74 to 543.48 pug/mL Pseudomonas
aeruginosa in 75% (6/8) of the formulations.

Keywords: Red propolis, dried extracts, total flavonoids, isoflavones, LC-UV-FTMS,

antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Contexto Atual

A comercializagcdo de produtos obtidos da abelha (Apis mellifera) como o mel e a
propolis vem se tornando frequente no Brasil, visivelmente, perceptivel com a crescente
implantacdo de micro industrias de produtos a base de mel e prépolis (SEBRAE, 2006). O uso
popular cada vez crescente de prdpolis e seus derivados (elixir, ungiientos, pastas, tinturas)
com acdo antimicrobiana (SFORCIN, et al., 2000), anti-inflamatéria (KHAYYAL et al.,
1993), antiviral (VYNOGRAD et al., 2000), anticarcinogénica (BAZO et al., 2002) e
imunomodulatéria (SFORCIN et al., 2002) vem demonstrando o grande poder terapéutico em

substituicdo aos medicamentos sintéticos convencionais (TOMAZZONI et al., 2006).

Segundo a Cémara Técnica de Medicamentos Fitoterapicos, CATEF, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, a préopolis € um produto natural de caracteristicas
resinosas e composicao variavel, coletada de varias espécies vegetais e que sofre modificacdo
pela adicdo de secrecdes salivares da abelha, sendo, portanto, a prépolis classificada como um
opoterarico (BRASIL, 2004b).

A propolis brasileira é classificada em grupos de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas, que € diretamente influenciada com a planta utilizada pelas abelhas para
coleta das resinas e exsudatos e, que consequentemente, influencia nas suas propriedades
terapéuticas. Até a pouco tempo atrés, existiam 12 grupos, recentemente, foi descoberta uma
nova variedade de propolis, a prépolis vermelha (grupo 13), que € encontrada em areas de
manguezal do litoral e de margens de rios no nordeste, sendo esta provinda de exsudatos do
caule de Dalbergia ecastophyllum (DAUGSCH et al., 2008). A propolis vermelha de Alagoas
vem se destacado por apresentarem quantidade de flavonoides superior e, também, por

apresentarem alguns compostos exclusivos (OLDONI, 2007).
1.2 Problematizacao

Em decorréncia de suas propriedades terapéuticas, a prépolis vem sendo empregada
nas industrias alimenticia, cosmética e, principalmente, farmacéutica (SEBRAE, 2006). E
como quaisquer produtos comercializados no pais sdo necessarios requisitos minimos de

qualidade; como medicamento, tais requisitos requerem uma matéria-prima que apresente
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atividade terapéutica adequada e metodologias de controle de qualidade quimico,
microbiol6gico, farmacoldgico e toxicolégico validadas, sendo uma das ferramentas
imprescindiveis para o registro de novos medicamentos (BRASIL, 2004a). O
desenvolvimento de produtos requer um controle de qualidade desde as matérias-primas até a
obtencdo de um produto acabado. Ainda mais, quando envolve produtos inovadores, como a
obtencédo de formulacgdes a base de prépolis vermelha de Alagoas com liberacdo controlada. E
por ser um produto inovador, 0s ensaios iniciais devem ser extremamente, rigorosos, para que,
as etapas complementares dos estudos pré-clinicos fisico-quimicos e microbioldgicos sejam
condizentes e, portanto, sirvam de estrutura base para outros ensaios decisivos para a

liberacdo do produto para sua comercializagcdo (BRASIL, 2004a).
1.3 Problemas norteadores do estudo

A garantia do uso seguro e eficaz de fitoterapicos/nutracéuticos envolve anélises de
aspectos fisico-quimicos e microbiologicos de matérias-primas e de produtos intermediarios
(tintura e extratos) e acabados (capsulas), como etapa preliminar para alcangar um padréo de
qualidade necessario a um produto (KLEIN et al., 2009). Ou seja, 0s requisitos que permeiam
a obtencdo de registros, referentes a producdo de novos produtos medicamentosos destinam-
se a comprovacao da eficacia terapéutica, da qualidade da matéria-prima e do produto final, e

estudos de toxicidade que definam o grau de risco do produto (FREITAS, 2007).

A propolis, apesar de suas propriedades terapéuticas importantes, apresentam
caracteristicas organolépticas que afastam a sua utilizacdo e, uma das solucbes alternativas
para atenuar o sabor amargo e o cheiro forte e desenvolver um produto intermediario que
facilite a producdo de produtos acabados, € a microencapsulacdo, que pode ser obtidos por
spray-drying e liofilizacdo (Diario da Saude — RS, 2010). Entdo, os problemas norteadores do
estudo giram em torno da auséncia de monitoramentos fisico-quimicos e microbioldgicos de
microencapsulados a base de propolis vermelha de Alagoas, problemas esses,
importantissimos, que se resolvidos, permitirdo um controle de qualidade e, até, uma futura
padronizacdo de fitoterapicos/nutracéuticos, a fim de obter produtos com constancia de

composicao e propriedades terapéuticas reprodutiveis.
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1.4 Justificativa

O desenvolvimento de novos produtos medicamentosos de origem vegetal e/ou animal
requer o uso de metodologias biolégicas e/ou bioanaliticas devidamente validadas para
caracterizar as acOes terapéutica/toxicologica de substancias bioativas presentes na prépolis
em discussdo. Além de que, trata-se de uma exigéncia legal, RDC n° 17/2000 (BRASIL,
2000), ao qual foi revogada pela RDC n° 48/2004, que visa normatizar o registro de
medicamentos fitoterapicos no Brasil e estabelece padronizacdo do fitoterapico de modo a
garantir a qualidade desde a coleta, screening fitoquimico, teste de autenticidade,
determinacdo qualitativa e quantitativa de marcadores fitoquimicos, processamento, producéo,
estudo de estabilidade, validacdo de metodologias analiticas e bioanaliticas, embalagens e
controle de qualidade de produto (BRASIL, 2004a). Os medicamentos apiterapicos (a base de
extratos de origem animal), também, estdo regulados pela ANVISA, RDC n° 132/2003
(BRASIL, 2003).

As estratégias de desenvolvimento de novos produtos de origem natural vém
contribuir para o fortalecimento da Politica Nacional de Préaticas Integrativas e
complementares do Ministério da Saude - Portaria ministerial n° 971/2006 (BRASIL, 2006a),
dos Arranjos Produtivos Locais (APL’s), do fortalecimento de Pequenas e Médias empresas
no pais contribuindo com a geracdo de emprego e renda, fortalecimento da agricultura
familiar, com o desenvolvimento sustentavel da regido e a preservacdo do meio ambiente
(FALCAO, 2009). Estes estudos servirdo de apoio para introduzir no mercado bioprodutos a
base de propolis vermelha de Alagoas com qualidade assegurada, pois sera possivel, por
exemplo, biomonitorar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das formulagdes
farmacotécnicas, etapa esta, significante, para a realizacdo de futuros ensaios pre-clinicos in

Vivo.
Com essa breve exposicao, esta dissertacdo esta dividida em:

» Revisdo de literatura intitulada: “Prdpolis e controle de qualidade no
desenvolvimento de novos produtos: uma revisao de literatura narrativa”,
onde é apresentado o conhecimento acerca da prépolis, bem como, dos métodos de
preparo de microencapsulados e das metodologias utilizadas no controle de

qualidade da matéria-prima e produtos intermediarios e acabados;
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Dois artigos de resultados, intitulados:

> “Caracterizacao quimica e tecnoldgica de
microencapsulados de propolis vermelha de Alagoas”, ao qual contempla,
desde a preparacdo das formulagcdes até a obtengdo dos microencapsulados e
capsulas, bem como o controle de qualidade desses produtos intermediarios
através de ensaios quimicos (teor de flavonoides dos microencapsulados, teor de
flavonoides da dissolucdo), devidamente validados e ensaios tecnoldgicos
(reologia e dissolucdo);

»  “Caracterizacao quimica e microbioldgica de
microencapsulados de propolis vermelha de Alagoas obtidos por spray-
drying e liofilizagdo”, artigo este, focado nos ensaios microbiologicos
(atividade microbiolégica preliminar, Concentragéo Inibitoria Minima, CIM, e

Concentragdo Bactericida Minima, CBM).
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2.1 Introducéo

A utilizacdo e abordagem de produtos naturais pela populagdo sejam eles, alimentos
funcionais, nutracéuticos ou fitoterapicos, como fonte de produtos saudaveis/terapéuticos,
vem se tornando crescente em substituicdo aos produtos sintéticos (TOMAZZONI et al.,
2006).

Ultimamente, a prépolis vem sendo um dos principais enfoques mundiais em
pesquisas. Considerada um alimento funcional, utilizado na medicina popular desde os
tempos remotos (AGUIAR et al., 2003), a cola das abelhas, como, também, é conhecida,
apresenta diversas substancias que sdo responsdveis por muitas atividades terapéuticas
(KHAYYAL et al., 1993; VYNOGRAD et al., 2000; SFORCIN, et al., 2000, 2002; BAZO et
al., 2002; CUNHA et al.,, 2004; MATSUI et al., 2004; INOCUCHI et al., 2006;
MARUYAMA, et al., 2009; FONSECA et al., 2010)

No Brasil, ha uma classificacdo das propolis, o Ultimo grupo inserido € conhecido,
como grupo 13, que é encontrada nos estados da Bahia, Paraiba, Sergipe, Pernambuco e
Alagoas (DAUGSCH et al., 2008). A propolis vermelha de Alagoas é diferenciada, pois
contém quantidade superior de flavonoides, principal classe de compostos quimicos
responsaveis pela maioria das atividades biologicas e, presenca, combinada, de sete
substancias exclusivas, sdo elas, metil-o-arselinato, metil abietato, 2,4,6-trimetilfenol, 7,4’-
diidroxiflavona, homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimetoxi- 2’-isoflavonol, sendo as trés
Gltimas majoritarias (ALENCAR et al., 2007).

Estabelecer um controle de qualidade de matéria-prima, ainda mais, sendo esta,
oriunda da coleta de fontes de origem vegetal, é, sem duvida, o ponto inicial para desenvolver
produtos intermediarios e finais com qualidade assegurada. Um controle da matéria-prima
permite, inicialmente, identificar e, até, quantificar substancias contidas, com o auxilio, por
exemplo, de ensaios por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
Espectrometro de Massas, CLAE-EM, e, atraves de ensaios microbioldgicos, determinar uma
possivel atividade contra uma espécie de bactéria. Da mesma forma, o controle de qualidade
dos produtos intermediarios e finais é importantissimo, pois apds processamentos de secagens
distintos, é possivel avaliar os prds e contras, por meio da Microscopia Eletronica de
Varredura para verificar tanto a homogeneidade quanto o tamanho das particulas, bem como,

com os dados provenientes da matéria-prima é possivel comparar e compreender as
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consequéncias que um determinado processo implica, tal como, verificar, quantitativamente,
ganhos ou perdas de teores das principais classes quimicas por meio de Espectrofotometria de
Ultra-Violeta e, ainda, entender, por exemplo, a influéncia que certos excipientes adicionados
a formulacdes tem, na producgdo de microencapsulados de liberacdo modificada.

Entdo, um bom conhecimento sobre, tudo, que envolve o produto final, desde a
composicdo quimica do produto in natura, passando pelos processos de transformacdes
empregados, até as metodologias analiticas e microbioldgicas utilizadas para se controlar a
qualidade, é bastante significante.
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2.2 Revisao de literatura

2.2.1 A Propolis

Etimologicamente, o termo propolis é derivado do grego, cujo prefixo “pro” refere-se
em frente, na entrada, enquanto, a palavra “polis” significa comunidade ou cidade. Esta
nomenclatura foi, assim, atribuida, em virtude a eficiéncia na participacdo desta substancia na
defesa da colmeia das abelhas (CASTALDO; CAPASSO, 2002), essa material, portanto,
protege a coldnia contra a invasdo de outros insetos e de micro-organismo; repara frestas e
buracos presentes na parede da colmeia; prepara locais assépticos, para que ocorra a postura
pela abelha rainha; e, mumifica cadaveres de invasores (MARCUCCI, 1995). Trata-se de um
material resinoso, de coloragdo variada, de consisténcia cerosa produzida por abelhas
meliferas (Apis mellifera) a partir de varias partes de plantas. Esta resina ¢ mastigada e
durante a mastigagdo é adicionado enzimas salivares e cera (GHISALBERTI, 1979).

2.2.2 Constituintes quimicos

A propolis brasileira é classificada em grupos de acordo com suas caracteristicas
fisico-quimicas, até o momento, existem 13 grupos diferentes de prépolis, porém, acredita-se
que, ainda, hd uma subestimacdo das variedades de prépolis, até porque, a flora brasileira
apresenta uma imensa diversidade, das quais as abelhas podem coletar (PARK et al., 2000).
No Brasil a principal fonte vegetal coletada por esses insetos para a producdo da propolis
verde é da espécie Baccharis dracunculifolia (SALATINO et al., 2005), na Bahia, a origem
boténica da propolis marrom é Hyptis divaricata, enquanto, na regido Sul é provinda da
Populus alba (PARK et al.,, 2002a) e para elaboracdo da propolis vermelha, as abelhas
utilizam exsudatos do caule de Dalbergia ecastophyllum, popularmente, conhecida como
“rabo de bugio” (DAUGSCH et al., 2006). Assim, além da origem botanica (BANKOVA et
al., 2000), a composicdo quimica depende, fortemente, da estacdo do ano (SFORCIN et al.,
2000).

Geralmente a propolis é composta por 50% de resinas e balsamos, 30% de cera, 10%
de esséncia e Oleos aromaticos, 5% de polen, e 5% de outras substancias (contidas
principalmente na resina), como acidos alifaticos, ésteres, acidos aromaticos, acidos graxos,
carboidratos, aldeidos, aminoacidos, cetonas, chalconas, diidrochalconas, terpendides,

vitaminas (B1, B2, B6, C e E) e minerais (aluminio, antiménio, calcio, césio, cobre, ferro,
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litio, manganés, mercdrio, niquel, prata, vanadio e zinco) (ALMEIDA; MENEZES, 2002). Os
constituintes quimicos do mel e da propolis vém sendo identificados no mundo inteiro
(GARDANA et al., 2007). Até o momento, na propolis existem mais de 300 metabdlitos
secundarios identificados (ISHIHARA et al., 2009). E importante ressaltar que, compostos
fendlicos, caracterizada pela presenca de um ou mais anéis aromaticos e a0 menos uma
hidroxila, tais como, flavonoides e acidos fendlicos, bem como, os terpenos, obtidos a partir
da juncdo de duas ou mais unidades da molécula do isopreno, sdo as principais classes
fitoquimicas encontradas e utilizadas para rastrear a qualidade e, em alguns casos, para
demonstrar a autenticidade da prépolis de algumas regibes geograficas (VOLPI;
BERGONZINI, 2006). Como demonstrado na Figura 1, tais classes fitoquimicas sdo
produzidas a partir do metabolismo da glicose, através de dois importantes intermediarios, o
acido chiquimico e o acetato. O acido chiquimico, de modo geral, origina 0os aminoacidos
aromaticos, precursores de uma gama de metabolitos secundarios aromaticos, o acetato €
responsavel pela biossintese de aminoacidos alifaticos, bem como, de alcaldides dele
derivados, terpenoides, esterois, acidos graxos e triglicerideos, enquanto que, antraquinonas,
flavonoides e taninos condensados sdo derivados das duas vias metabdlicas (SIMOES, et al.,
2007).

Figura 1 - Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios
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FONTE: SIMOES et al., 2003.
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Dentre as substancias mais comumente utilizadas como marcadores podem ser citados:
quercetina, canferol, naringenina, crisina, pinocembrina, galangina (flavonoides); &cido
gélico, &cido caféico, acido p-cumaérico, acido ferulico, &cido cinamico e derivados (&cido
fendlicos); e, lupeol, lupenona, germanicona, &cido canarico (triterpendides)
(ALBUQUERQUE et al., 2007). A Figura 2 demonstra a estrutura basica de cada classe e,
também, exemplifica a estrutura quimica de algumas substancias.

Figura 2 - Estrutura quimica bésica dos flavonoides, &cidos fendlicos e terpenos, bem
como, alguns exemplos.
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FONTE: COSTA et al., 2009.
2.2.3 Origem e indicacdo geografica

Segundo, Instituto Nacional de Propriedade Industrial, INPI, Indicacdo Geografica
(1G) engloba o conceito de origem geografica, ou seja, IG € um termo destinado a produtos
gue a apresentam uma origem geografica especifica e que possuem caracteristicas proprias
atribuidas ao lugar de origem, em virtude, por exemplo, de fatores especificos locais, tais
como, clima, solo e vegetacao (INPI, 2012).
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Recentemente, foi concedida a certificagdo de Indicacdo Geografica da propolis
vermelha dos manguezais de Alagoas, vélida internacionalmente, por ser uma propolis
peculiar, foi reconhecida como puramente alagoana, na modalidade de Denominacdo de
Origem (DO), bem como, os registros concedidos aos produtos foram “Propolis Vermelha” e
“Extrato de Propolis Vermelha.” (Agéncia SEBRAE de Noticias AL: Os pequenos negocios
em pauta, 2012).

2.2.4 Propriedades terapéuticas

A descoberta de moléculas e seus alvos terapéuticos para cura das doencas € uma
pratica continua na humanidade. A busca por novas moléculas que tenham eficécia
terapéutica e baixas reagdes adversas ou efeitos colaterais é pratica comum das sociedades
contemporaneas (SIMOES et al., 2007).

O uso de agentes terapéuticos de origem natural que em sua composi¢cdo apresentam
mais de uma substancia com atividade terapéutica vem sendo utilizada pela populacéo
mundial desde a antiguidade (JUNIOR-VIEGAS et al., 2006). A presenca de varios
flavonoides e éacidos fenolicos em extratos e tinturas de prépolis mostram que estas
substancias agem sinergicamente em acdo citostatica/citotoxica, anti-inflamatoria,
cicatrizante, antimicrobiana e antioxidante (AMOROS et al, 1992). Desta forma, um coquetel
de substancias que apesar de estarem em baixas concentracdes, mas de forma combinadas,

irdo promover um potente acdo contra 0s agentes patogénicos (KROL et al., 1993).

A seguir encontram-se todas as informacdes pertinentes as atividades terapéuticas da
propolis brasileira, bem como, algumas fundamentagdes tedricas a cerca das doengas em

questao.
2.2.4.1 Atividade Antiparasitaria

Primeiramente, define-se parasitismo como associacdo entre seres Vivos com
unilateralidade de beneficios, sendo o hospedeiro um dos associados e o prejudicado na
associacdo, pois fornece todo o aporte ao parasita, enquanto que, a parasitose € o estado de

infeccdo que agride o hospedeiro (NEVES, 1997).

As parasitoses intestinais, tais como, helminticas e protozooses, representam a doenga

mais comum do globo terrestre, consistindo, importantes problemas de Saude Publica, até
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porque, em alguns paises em desenvolvimento sdo consideradas endémicas (MONTEIRO et
al., 1986; WHO, 1987; MONTEIRO et al., 1995).

Além dos convencionais medicamentos alopaticos (NEVES, 1997), os produtos
naturais sdo alternativos contra parasitas (BARBOSA et al., 2007). E estudos mostram a
utilizacdo da propolis como possivel fitomedicamento na erradicacdo do agente causador.

Ayres et al., 2007, em estudo, in vitro, pioneiro de investigacdo do efeito de extratos
etandlicos de prdpolis brasileira sobre formas promastigotas, amastigotas extracelulares e
macrdfagos peritoneais infectados de Leishmania amazonensis observaram que, esses extratos
foram capazes de reduzir a carga parasitaria, e, ainda, destacaram a importancia da prépolis
vermelha de Alagoas, como o extrato mais ativo contra L. Amazonensis, em virtude da alta

concentracdo de benzofenonas prenilados.

Cunha et al., 2004 pesquisaram, in vitro, a atividade da propolis contra a forma
tripomastigota de Trypanossoma cruzi e observaram que o método de extracdo das
substancias quimicas da resina influencia diretamente na atividade tripanocida. Extrato
etanolico de prépolis verde brasileira, segundo estudos elaborados por Salomao et al., 2009,
poderia ser um blogueador potente da metaciclogénese, considerando seu efeito sobre

reservosomos, que sao uma importante fonte de energia durante a diferenciacdo do parasita.
2.2.4.2  Atividade Antitumoral

Segundo o Instituto Nacional de Céncer, INCA, cancer é um termo dado a um
conjunto de mais de cem doencas que apresentam em comum o crescimento desordenado de
células que invadem tecidos e 6rgéos e, que podem se espalhar para outras regiées do corpo,
enquanto que tumor trata-se do acumulo de células cancerosas. O seu aparecimento e
desenvolvimento estdo relacionados ao estilo de vida das pessoas e aos fatores ambientais a

que elas se expdem (INCA, 2012).

De acordo com as estimativas da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), no ano de
2030, podem-se esperar 27 milhGes de casos incidentes, 17 milhGes de mortes e 75 milhdes

de pessoas vivas, anualmente, com cancer (INCA, 2011).

A escolha do tratamento depende de uma série de fatores que incluem tipo, tamanho,
regido e extensdo do cancer, bem como, do estado geral do paciente. Cirurgia, quimioterapia e

radioterapia constam-se como tipos de tratamentos, que podem ser ministrados isoladamente
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ou em combinagdes, objetivando o controle da doenca, diminuigdo dos sintomas e melhora da
qualidade de vida do mesmo. O grande problema desses tratamentos é que, além de
destruirem células cancerosas, acabam lesionando, células sadias (INCA,2012).

Nos Ultimos anos, fitoterapicos, nutracéuticos e alimentos funcionais vém sendo
considerados como uma opcao mais acessivel de prevencdo e, até, de tratamento contra o
cancer (BRASIL, E. et al., 2008) e, estudos demonstram que a prépolis pode ser uma

alternativa.

Em estudos in vitro realizados por Bufalo et al., 2009, verificaram-se que a propolis
verde apresenta efeito citotdxico contra células de carcinoma epidermdide de laringe humana,
de forma dose tempo-dependente, ou seja, maiores concentragcdes de propolis apresentaram
acdo a curto prazo, enquanto que menores concentragcdes foram eficazes com o tempo, €, 0

efeito antitumoral foi atribuida ao acido caféico fenetil éster.

Franchi et al., 2011, ao comparem os efeitos de extratos etandlicos de propolis
brasileira, verificaram a elevada capacidade citotoxicas de células leucémicas humanas da
propolis vermelha em relacdo a verde, supondo que a propolis vermelha pode conter

substancias capaz de inibir o crescimento de células cancerosas.

Em outro estudo pioneiro, in vivo, foi verificado que prépolis é rica em derivados do
acido cinamico: bacarina e drupanina, e tais substancias demonstraram que sdo responsaveis
pela inducdo da apoptose em linhas celulares de varias tumor, suprimindo o crescimento do

tumor em camundongos com sarcoma aloenxertada (MISHIMA et al., 2005).
2.2.4.3  Atividade Antifungica

Dota et al., 2010, constataram a inibicdo in vitro de todas de espécie de leveduras
Candida albicans e ndo Candida albicans (C. glabrata, C. tropicalis, C. guilliermondii e C.

parapsilosis) frente a extrato etanolico de prépolis e microparticulas de prépolis.

Candidiase é uma micose oportunista, cujo agente etiolégico pertence ao género
Candida, declarada como Doenca Sexualmente Transmissivel (DST) sendo, a C. albicans o
principal agente causal, pode provocar lesdes branda, aguda ou cronica, superficial ou
profunda, e de espectro clinico bem variavel. A C. albicans é um dos principais agentes de
interesse clinico (BARBEDO; SGARBI, 2010).
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2.2.4.4  Atividade oftalmoldgicas

A visdo €, sem duvida, um dos mais importantes sentidos no desenvolvimento fisico e
cognitivo normal de um individuo, em especial, das criangas. O desenvolvimento motor e,
também, a capacidade de interacdo sdo prejudicados com a deficiéncia visual, visto que,
gestos e condutas sociais sdo aprendidos pelo feedback visual (GRAZIANO; LEONE, 2005).
Assim sendo, os problemas visuais sdo responsaveis por grande parte de evasao e repeténcia
escolar, pelo desajuste individual no trabalho, por limitacbes na qualidade de vida, etc.
(BRASIL, 2007). A promocao da saude ocular e a prevencdo de doengas visuais consistem na
forma mais facil de reduzir o indice de cegueira evitavel (TEMPORINI; KARA-JOSE, 1995),
porém, sabe-se que, essa questdo ndo é bem desenvolvida e incentivada, e o tratamento com
medicamentos € uma das alternativas ndo invasivas que podem amenizar sintomas, e, até
curar (TEMPORINI; KARA-JOSE, 2004).

A propolis verde, em ensaios in vivo, foi capaz de inibir danos na retina, ap6s inducao
intravitrea por injecdo de NMDA (Acido N-Metilico-D-Aspartico) em camundongos, ja em
estudos in vitro, este tipo de prépolis conseguiu proteger células ganglionares da retina (RGC-
5) contra H,0, (Peroxido de Hidrogénio) e estaurosporina induzida, ambas responsaveis por
ocasionar danos na retina (como apoptose e necrose), assim sendo, Inocuchi et al., 2006,

indicaram que a prépolis inibe a lesdo neuronal in vitro e in vivo.
2.2.45 Atividade Anti-hipertensiva

Define-se Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) como condi¢éo clinica provocada por
diversos fatores de risco e caracteriza-se por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial.
Esta associada as modificacdes das funcbes e/ou das estruturas dos dérgaos-alvo (coracdo,
encéfalo, rins e vasos sanguineos) e a alteraces metabolicas, aumentando, consequentemente,
o0 risco de eventos ndo fatais e a mortalidade cardiovascular. (SBC, Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2010).

RecomendacBes ndo medicamentosas, ou melhor, mudancas na qualidade de vida séo,
sem davida, a melhor estratégia na prevencdo e, até, tratamento da hipertensdo, porém, na
maioria dos casos, faz-se necessaria implantacdo de medidas medicamentosas de carater
sintético (SBC, 2010) e, também, natural (BRASIL, E. et al., 2008).
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A propolis verde apresentou efeitos anti-hipertensivos em ratos espontaneamente
hipertensos, por acgdo vasodilatadora, e foi verificado que 0s componentes ativos sao quatro
flavonoides: dihidrocanferida, isosacuranetina, betuletol e canferida (MARUYAMA, et al.,
2009).

Acidos di e tri-cafeoilquinicos (CQAs) foram encontrados para ser componentes
caracteristicos de propolis etandlica. 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 3,4,5-triCQA contribuiram
para o efeito anti-hipertensivo do extrato de prépolis (MATSUI et al., 2004).

2.2.4.6  Atividade Antihiperglicémica

Segundo a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD), hiperglicemia é o aumento de
glicose presente na circulagdo sanguinea, a sociedade considera que niveis superiores a 126
mg em jejum e niveis superiores a 200 mg em qualquer situacdo correspondem a indicativos
de diabetes e diagnostico, respectivamente. Este aumento de glicose no sangue pode ser
resultante de defeitos de secrecdo e/ou acdo da insulina que inclui alteracbes patogénicas
especificas, tais como, destruicdo das celulas beta do pancreas, resisténcia a acao da insulina,
disturbios da secrecdo da insulina e da atividade de algumas glicosidases (maltase, sacarsase e
glicoamilase), entre outras. Assim como a hipertensdo, nem sempre, mudancas no estilo de
vida sdo eficazes no tratamento, ha a necessidade, portanto, de tratamento convencional, ou
seja, medicamentoso sintético e natural (BRASIL, 2006b; BRASIL, E. et al., 2008).

Em estudos, in vivo, realizados em ratos demonstraram um potente efeito
antihiperglicémico. Sendo o composto ativo acido 3,4,5-tri-cafeoilquinico como candidato de
destaque que exerce o efeito e mostra uma inibicdo especifica na maltase. (MATSUI et al.,
2004). A maltase é uma enzima responsavel pela hidrolise de maltose em duas moléculas de
glicose, quando inibida, retarda a digestacdo de carboidratos e, assim, controla os niveis de

glicose no sangue apos as refeicdes (MELO et al., 2006).

Zhu et al., 2010, realizaram um estudo testando os efeitos das prépolis brasileira e
chinesa em ratos com Diabetes Mellitus tipo 1 induzida por streptozotocina, e, observaram
que, ambas as propolis inibiram, significativamente, a perda de peso corporal e 0 aumento da

glicose no sangue desses ratos e que isso, seria resultante do efeito antioxidante.
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2.2.47 Atividade Antiviral

Shimizu et al., 2011, ao caracterizarem tratamentos experimentais em camudongos
infectados com Herpes Simples Virus tipo 1 (HSV-1) com propolis, constataram a atividade
ndo sé anti-HSV-1, mas também atividade imunoldgica contra infec¢do trandermal HSV-1.
Segundo os autores, a atividade imunoldgica estd associada com a producdo de interferon
gama (IFN-y) na inducdo de linfocitos T auxiliares, informacgdo esta, importante, para a

elucidacéo de varias acBes farmacolégicas de prdpolis na salde e na doenca.

Um ponto importante, marcou o estudo de Takemura et al., 2011, sobre a hipdtese dos
efeitos anti-influenza de prépolis € que o 3,4-4cido dicafeoilquinico é a substancia que pode
desencadear ou aumentar os mecanismos de auto-defesa. Os virus sdo as menores particulas
infecciosas, que possui um anico tipo de &cido nucleico, desoxirribonucleico (DNA) ou
ribonucleico (RNA), tratam-se de verdadeiros parasitas, pois necessitam de células
hospedeiras para sua replicacéo; as células aos quais 0s virus infectam e a resposta do sistema

imune do organismo ditam a natureza da manifestacao clinica (MURRAY et al., 2006).

O Herpes Simples é uma doenga infectocontagiosa cronica, cujo material genético é o
DNA, a infeccdo pode permanecer latente por longos periodos ou ser recorrente. O agente
etiologico apresentam dois genétipos o tipo 1 (HSV-1) associado ao herpes labial ou

extragenital e o tipo 2 (HSV- 2) que determina les6es perigenitais (LUPI, 2000).

O virus da Influenza contém como material genético RNA de fita simples, é
transmitido por inalacdo de goticulas expelidas durante a tosse e espirro e pelo contato direto
com superficies contaminadas, a depender, do sistema imune do individuo e da viruléncia do

parasita, os sintomas podem ser leves ou graves (BRASIL, 2002).
2.2.4.8 Atividade Antioxidante

O termo radical livre é direcionado a qualquer atomo, molécula ou fragmento de
molécula que contém um ou mais elétrons desemparelhados nas Gltimas camadas eletrdnicas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). A geracdo de radicais livres in vivo se da através da
via de acdo catalitica de enzimas, durante a transferéncia de elétrons que ocorrem no
metabolismo celular e pela exposicdo a fatores exdgenos. Contudo, apesar da existéncia de
mecanismos de defesa ou mecanismos antioxidantes, estes podem apresentar-se insuficientes

e/ou ineficazes, e a concentracdo desses radicais pode aumentar (CERUTTI, 1991; 1995),



32

quando esse desequilibrio acontece, ocorre o estresse oxidativo. E, é, justamente, esse excesso
de radicais livres que promovem a oxidacdo de moléculas bioldgicas e, consequentemente,
modificam suas caracteristicas e ocasionam transtornos no metabolismo celular
(CHIHUAILAF et al., 2002), provocando processos fisiopatolégicos como envelhecimento,
cancer, aterosclerose, inflamacdo, etc (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Como ha deficiéncia de antioxidantes enddgenos, uma das alternativas € a ingestdo de
alimentos ricos em substancias antioxidantes, como os flavonoides (BRASIL, E. et al., 2008).

Um trabalho desenhado por Fonseca et al., 2010, ao avaliarem a aplicabilidade
potencial de dois extratos de propolis brasileira, verde e marrom, para a prevencdo do estresse
oxidativo na pele devido a radiacdo UV, observaram, através de ensaios in vitro, que a
propolis verde apresentou atividade antioxidante maior que a propolis marrom, pois 0 extrato
de propolis verde continha uma maior quantidade de polifendis, cumarina, drupanina,
bacarina e artepilina C do que extrato de prépolis marrom, j&, em ensaios in vivo, o tratamento
oral de camundongos sem pélo demonstrou uma recuperacdo de GSH (Glutationa) esgotado
induzida por radiacdo UV, enquanto que, o pré-tratamento topico de animais com ambas as
solugdes de extrato de propolis, também, recuperaram o GSH esgotados, no entanto, 0s
tratamentos empregados ndo inibiu o aumento da secrecdo cutinea de proteinase, cuja

atividade é causada por irradiacao.

Em estudos realizados por Shimawava et al., 2005, realizado com ensaios in vitro de
propolis administrados, intraperitonealmente, em camundongos foi diagndstico efeito
neuroprotetor em cultura de células PC12 (linhagem de células feocromocitoma), que agiu
como um antioxidante contra a peroxidacao lipidica e producao de radicais livres. Além disso,
in vivo, a propolis, também, apresentou efeito neuroprotetor contra a lesdo isquémica (infarto
cerebral e inchaco). Essas descobertas sdo consistentes com a observacdo de que a funcéo
anti-isquémica promovida pela propolis deriva, pelo menos em parte, de suas propriedades
antioxidantes e, que o &cido, 3,5-di-o-cafeoilquinico e &cido p-cumarico podem ser

responsaveis por tais efeitos.
2.2.4.9 Atividade Anti-inflamatéria

A inflamacdo € um mecanismo de defesa, desenvolvido pelo proprio organismo, a fim

de combater infec¢Oes (bactérias, virus e outros patégenos) e agressoes (cortes, queimaduras e
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feridas). Uma infeccdo, ou dano nos tecidos, promove uma inducdo de uma cascata complexa
de eventos, conjuntamente, conhecida como resposta inflamatoria, que é caracterizada por
rubor, calor, inchago, dor e, em ultimo caso, perda de funcdo. E estes sintomas ocorrem, em
virtude, do aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular através dos capilares,
aos quais permitem que moléculas maiores (fatores do complemento, anticorpos e citocinas)
deixem a corrente sanguinea e atravessem a parede endotelial. Bem como, hd um movimento
de leucdcitos da corrente sanguinea para os tecidos circundantes. Assim sendo, a elevagdo da
temperatura e a vermelhiddao do tecido (eritema) € explicado pelo aumento do volume de
sangue. Enquanto que, o influxo de liquido dos capilares para os tecidos e sua acumulacao
(exsudado) contribui para o inchaco do tecido (edema) (CALDER, 2006; KINDT et al.,
2008).

Moura et al., 2009, analisaram a funcdo do extrato aquoso de prépolis verde brasileira
e, confirmaram e ampliaram descobertas anteriores de que os efeitos terapéuticos da propolis
estdo associados a regulacdo de citocinas que séo secretadas por células inflamatorias no local

da lesdo tecidual.
2.2.4.10 Atividade antibacteriana

As bactérias sdo micro-organismos unicelulares, de estrutura simples, podendo
apresentar-se isolados ou em colénias, que foram descobertas com o advento do microscépio.
Umas, consistem como parte integrante da microbiota normal do hospedeiro, que em
equilibrio, ndo ocasionam danos, outras, sdo patogénicas, responsaveis por Sérios prejuizos a
salde (MURRAY et al., 2005).

Apesar da descoberta e existéncia de antibidticos, o grande marco no tratamento das
infeccdes bacterianas ocorreu em 1928, quando Alexander Fleming descobriu a penicilina. A
partir dai, abriram-se caminhos a novos investimentos cientificos no dominio da
antibioterapia com consequente descoberta de novos antibioticos, mas, com a existéncia de
uma gama variedade de antibiéticos e uso irracional destes, surgiram o aparecimento de
resisténcias bacterianas (PEREIRA; PITA, 2005).

Embora, 0os mecanismos de resisténcia possam variar de patégeno para patdgeno, a
resisténcia € causada por alguns fatores basicos: inativacdo do antibidtico, promovidas por

enzimas bacterianas; modificagdo do alvo que leva a perda de sensibilidade ao antibidtico pela
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bactéria; mudancas na bomba de efluxo e permeabilidade externa da membrana que permitem
a reducdo da concentragdo do antibidtico; transmissdo do alvo, ou seja, algumas bactérias se
tornam insensiveis a alguns antibiéticos (NIKAIDO, 2009).

E o desenvolvimento da resisténcia tem impulsionado a uma procura enorme por
novos antibidticos, e dentre estes, destaque especial para as plantas medicinais e para 0s
produtos de origem natural, entre eles a propolis (ADELMANN, 2005).

Vérias pesquisas demonstram a atividade antimicrobiana, Castro et al., 2009, em
ensaios in vitro, concluiram que tanto o extrato etandlico quanto a fracdo hexanica da prépolis
inibiam o crescimento de Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans, e sugeriram que
acdo da atividade antimicrobiana ocorre em virtude da presenca da classe de benzofenonas e

ndo aos acidos graxos, como alguns autores defendiam.

Daugsch et al., 2008, corroboram em estudo in vitro sobre a atividade antimicrobiana
e, ainda ressaltaram que, essa atividade é dependente da composicdo quimica da planta
utilizada pelas abelhas para a producdo de propolis.Os possiveis mecanismos de atividade
antimicrobiana dos compostos da propolis séo: inibicdo da motilidade bacteriana; atuar no
potencial de membrana; inibicdo da RNA-polimerase; desorganizacdo da membrana
citoplasmatica, citoplasma e parede celular e inibigdo da sintese proteica (MIRZOEVA et al.,
1997; TAKAISI-KIKUNI; SCHILCHER, 1994).

Em outro estudo in vitro, a propolis verde apresentou efeito anticariogénico, pois foi
verificado que ela é capaz de inibir a producdo de glicosiltransferases por Streptococcus
mutans, enzimas responsaveis pela sintese de glucanos a patir da sacarose (LEITAO et al.,
2004).

A atividade antimicrobiana da propolis foi ativa frente a espécies bacterianas, tanto
gram-positivas quanto gram-negativas (BURDOCK, 1998). Porém, Valdés et al., 1989, ao
avaliarem as caracteristicas da propolis de diferentes zonas de provincia de Havana e suas
propriedades antibacterianas, comprovaram que hd uma maior atividade frente as bactérias
gram-positivas em relacdo as gram-negativas. Os provaveis mecanismos de atividade
antibacteriana estdo relacionados ao efeito sinérgico entre os compostos fendlicos,

flavonoides e outros compostos organicos, principalmente pinocembrina, pinobacasina e
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galangina (BURDOCK, 1998). Mirzoeva et al., 1997, observaram que, algumas substancias

presentes na propolis sdo responsaveis pela inibicdo da motilidade celular.
2.2.5 Metodologias analiticas de controle de qualidade

A evolucgdo tecnoldgica no desenvolvimento de qualquer produto, especialmente, na
producdo de medicamentos, cosméticos e alimentos exige a execucdo de diretrizes
(YAMAMOTO et al., 2004). De acordo com o conceito de Controle Total de Qualidade, a
qualidade é construida durante todo o processo de fabricagdo de um medicamento, e ndo,
apenas, na inspecdo do produto final, considerado um processo dindmico, que evolui, de
acordo com as necessidades que véo surgindo (SANTORO, 1988). O Controle de Qualidade
consiste em um conjunto de procedimentos importantes cujas intences estdo baseadas em
obter, por exemplo, medicamentos cada vez melhores, eficazes e seguros, menos toxicos e
mais estaveis (PINTO et al., 2000).

2.2.5.1 Doseamento de flavonoides totais

Diversas técnicas sdo empregadas com o objetivo de dosear flavonoides em
materiais vegetais, uma delas, é a espectrofotometria de absorcdo na regido do
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) que, apesar da pouca seletividade, ocasionada pela
sobreposicdo das bandas, impedem a absorcdo do componente de interesse, €
bastante utilizada (PERKAMPUS, 1992;ROCHA; TEIXEIRA, 2004), pois
apresenta diversas vantagens, tais como: simplicidades, rapidez, baixo custo de
execucdo e, por isso, &, amplamente utilizada nos laboratérios de controle de
qualidade. (KOMAROVA, et al., 2009; ALVES et al., 2010).

A espectrofotometria de UV-Vis, um dos métodos espectroscdpicos, baseia-se na
medida da quantidade de radiacdo que é produzida ou absorvida pelas moléculas (SKOOG et
al., 2006), ou seja, trata-se de transi¢cOes eletrbnicas intra-atbmicas ou moleculares,
responsaveis pela absorcdo de radiacdo luminosa na regido do ultravioleta (200-400 nm) e no
visivel (400-800 nm) (TREVISAN; POPPI, 2006). Em outras palavras, a espectrofotometria
baseia-se na medida de transmitancia ou absorbancia de uma radiacdo monocromatica que
atravessa uma solucdo contendo um analito absorvente e na relacdo entre estas medidas e a
concentracdo da espécie absorvente. Essa energia absorvida pela substancia em analise

provoca a excitacdo dos elétrons do seu estado fundamental ou normal a estados de maior
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energia ou estado excitado, fendmeno conhecido como transi¢do eletronica (SILVERSTEIN
et al., 1994).

Necessita-se, portanto de um espectrofotdmetro, equipamento que, de modo geral, é
composto por fonte de radiacdo, esta dependente da regido utilizada, ultravioleta e/ou visivel,
sendo necessério, portanto, lampadas de hidrogénio e tungsténio, respectivamente, uma fenda
de entrada que permite a passagem de luz policromatica emitida até a uma lente que converge
os raios luminosos até uma rede de difracdo ou prisma, permitindo a separa¢do da luz branca
nas cores que a compdem, tornando-a monocromatica, de modo que, seja possivel a selecdo
do comprimento de onda desejado a incidir na amostra. Em seguida, surge uma fenda de
saida, com uma determinada largura espectral, onde, apenas, passa a luz de comprimento de
onda escolhido que vai incidir. Por fim, a presenca de um detector ou um transdutor mede o
sinal obtido apds a passagem do feixe de luz monocromatico pela amostra e um computador
converte o sinal elétrico em termos de absorvancia ou transmitancia (HARRIS, 2001;

SKOOG et al., 2006), funcionamento este, esquematizado na Figura 3.

Figura 3 - Funcionamento interno de um espectrofotdmetro
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FONTE: MARTINEZ, 2010.

Outro método empregado para o doseamento de flavonoides, no que tange a obtencao
de espectros de flavonoides sem a interferéncia de outros compostos fendlicos, é o método
com Cloreto de Aluminio (AICIs). Conforme, a Figura 4, o cation AI** forma complexos
estaveis com as hidroxilas livres dos flavonoides, provocando extensdo do sistema conjugado
e, consequentemente, um deslocamento dos seus maximos de absorcao para regides de maior
comprimento de onda. (SOUSA; GIOVANI, 1985; MARCUCCI et al., 1998; BURIOL et al.,
2009).



37

Figura 4 - Reacdo quimica entre flavonoides e Cloreto de Aluminio
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2.2.5.2  Cromatografia

O isolamento e caracterizacdo de metabolitos oriundos de matrizes vegetais requerem
a crescente utilizacdo de modernas técnicas cromatograficas, que viabilizem elevar a
sensibilidade e a seletividade da analise dos compostos de interesse (HOSTETTMANN et al.,
2003).

Nos ultimos anos a cromatografia liquida, principalmente CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) com o uso de coluna de fase reversa, tem sido, amplamente,
utilizada para identificacdo de flavonoides e &cidos fendlicos em alimentos, extratos de
plantas e produtos apicolas (MERKEN; GARY, 2000; PARK et al., 2002b, GOMEZ-
CARAVACA et al., 2006; CASTRO et al., 2007), por causa de sua versatilidade (DEGANI et
al., 1998), reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade, precisdo e exatiddo (LIANDA,
2009).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo no qual os componentes a
serem separados sdo distribuidos entre duas fases, estacionaria e mdvel, essa separacdo €
dependente das interacGes existentes, que podem ser do tipo: ligacdes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas e hidrofobicas ou Van der Waals, entre outras (BRAITHWAITE,

1999). Os componentes que compde um cromatografo estdo demonstrados na Figura 5.
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Figura 5 - Desenho esquematico dos principais componentes da Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Ha varios detectores disponiveis para analises de flavonoides, um dos mais utilizados
é 0 detector UV-Vis, pois esta classe de substancias apresentam duas bandas de absorcéo
caracteristicas no UV, sendo uma com Amax entre 240-280 nm e a outra em torno de 300-380
nm (KALEGARI, 2009). Outro detector que pode ser acoplado a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia é o Espectrometro de Massas. A andlise por espectroscopia de massas é uma
técnica analitica poderosissima na caracterizacdo estrutural de biomoléculas. Esta anélise
pode ser dividida em trés estagios: a primeira refere-se a introducdo da amostra que pode ser
feita diretamente ou por meio do sistema cromatografico. A segunda consiste na conversao
doanalito a ions fonte de ionizacdo, por perda ou ganho de carga, protonacdo ou
desprotonacéo, da formacédo de adutos ou da ejecdo de elétrons. Estes ions gerados sdo, entéo,
separados em virtude de suas relacfes massa/carga no analisador e suas intensidades relativas
medidas no detector. Por fim, a aquisicdo e o processamento dos dados geram 0s espectros de
massas que sdo produzidos em funcdo da intensidade de cada ion versus sua razao
massa/carga (CARDOZO, 2007).

2.2.5.3 Reologia dos pés

Etimologicamente, a palavra reologia deriva do grego rheos, que significa escoamento
e, logos, conhecimento, portanto, consiste no estudo do escoamento ou, em outras palavras, na
deformacéo do material em estudo, quando submetido a uma presséo. As medigdes reoldgicas

sdo utilizadas para caracterizar a facilidade com que um pé ou granulado pode ser despejado
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em um frasco, imprensado em um tubo ou outro frasco deformavel, manter a forma do
produto num frasco, ou apds a extrusdo, esfregar o produto sobre a pele, ou bombear o
produto do equipamento onde se procedeu a mistura, ou enchimento (LACHMAN et al.,
2001).

Vale ressaltar a definicdo de granulos ou granulados e po6s. Granulos sdo formas
farmacéuticas formada por p6 ou mistura de p6s umedecidos e submetidos a secagem para a
obtencdo de granulos de tamanho desejado. Enquanto que, pés, também, sdo formas
farmacéuticas, composta por uma mistura de farmacos e/ou substancias finamente divididas e
na forma seca (ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000).

2.2.5.3.1 Tamanho e distribui¢do de tamanho das particulas

Esses dois parametros influenciam o fluxo e, até, a eficiéncia da mistura de pos e
granulados, ao qual interfere na homogeneidade da forma farmacéutica solida. Assim, em
larga faixa de distribuicdo de tamanho de particulas havera uma dificuldade na mistura dos
pos, enquanto que, a constancia do tamanho de particulas finas facilita essa mistura, no
entanto, p6s muito finos, as propriedades de superficie de particulas se sobressaem, tais como,
efeito eletrostatico e umidade relativa, provocando problemas na fluidez dos mesmos. A
granulometria é expressa em termos de compressibilidade, de acordo com a Tabela 1
(ANSEL; POPOVICH; ALLEN, 2000; PRISTA et al., 2002).

Tabela 1 - Granulometria dos pds

Granulometria Compressao

Diametros superiores a 420 um Otima
Diametros compreendidos entre 250 e 8
0a
2000 pm
Diametros compreendidos entre 250 e .
Dificil
2000 pm

FONTES: ANSEL; POPOVICH; ALLEN JR., 2000; PRISTA et al., 2002).

2.2.5.3.2 Propriedades de escoamento

O angulo de repouso é um parametro cujo objetivo é avaliar a dificuldade que um p6
tem em fluir através de um orificio para uma superficie livre. Vale ressaltar que, os valores

dos angulos contidos na Tabela 2 foi determinado por meio do escoamento de 100 g de p6 em
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um funil, cuja altura do mesmo encontrava-se a 20 cm da base plana. Em paralelo ao angulo
de repouso, também, é determinado o tempo de escoamento, cujo resultado superior a 10
segundos sdo considerados com tempo de escoamento infinito (PRISTA et al., 2002).

Tabela 2 - Relagéo do angulo de repouso e propriedade de escoamento.

Angulo de repouso (6) Propriedades de escoamento

0 < 30° Fluxo bom

0> 40° Fluxo ruim

FONTES: ANSEL; POPOVICH; ALLEN JR., 2000; PRISTA et al., 2002).

2.2.5.3.3 Volume aparente

Sua determinacao consiste prever as caracteristicas de compressibilidade, ou seja, esta
grandeza e sua variacdo (volume real ou final) estdo diretamente relacionada com a facilidade

de compresséo dos pos ou granulados (LACHMAN et al., 2001).

2.2.5.3.4 Densidade

A densidade dos po6s pode influenciar no grau de compressdo, na porosidade ou na
dissolucdo do farmaco. Para obter comprimidos ou capsulas com granulos densos e duros que
apresentem baixa porosidade € necessario pressdes superior, e, quanto maior a compressao,
maiores podem ser os tempos de desintegracdo e, consequentemente, maior o perfil de
dissolucdo (LACHMAN et al. 2001).

2.2.5.3.5 Indice de Carr

Obtido a partir da densidade, o indice de compressibilidade ou indice de Carr
caracteriza quanto a capacidade de fluxo e grau de empacotamento do p6. Assim, valores de
compressibilidade de 15% originam um bom escoamento, e valores superiores a 25% um
baixo escoamento (LACHMAN et al. 2001).

2.2.5.4 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

O MEV é uma ferramenta padrdo bastante utilizada para inspecionar e analisar
diversos produtos, desde a area relacionada a materiais a area biolégica. O equipamento é

capaz de produzir imagens, altamente ampliadas e com alta resolucdo. Ressalta-se que, as
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imagens fornecidas possuem caréter virtual, visto que a visualizagdo observada no monitor do

aparelho ¢ a transcodificagdo da energia emitida pelos elétrons (OLIVEIRA, D., 2009).

Tais métodos sdo fundamentados na interacdo da matéria da amostra com os elétrons
incidentes e a emissdo de ondas ou particulas, sejam elas, fotons, elétrons, ions, atomos,
néutrons ou fonons (SANTQOS, 2003).

A esquematizacdo da coluna de MEV, esta representada na Figura 6. Segundo

Oliveira, A., 2003, o principio de funcionamento do equipamento:

Consiste na emissdo de feixes de elétrons, gerados dentro da
coluna de alto vacuo, por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo
negativo), mediante a aplicacdo de uma diferenca de potencial que pode
variar de 0,5 a 30 kV. Essa variacdo de voltagem permite a variacdo da
aceleracdo dos elétrons, e também provoca o aquecimento do filamento. A
parte positiva em relacdo ao filamento do microscopio (eletrodo positivo)
atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleracao em direcdo
ao eletrodo positivo. O feixe gerado passa por lentes condensadoras que
reduzem o seu didmetro e por uma lente objetiva que o focaliza sobre a
amostra. Logo acima da lente objetiva existem dois estagios de bobinas
eletromagnéticas responsaveis pela varredura do feixe sobre a amostra. Um
sistema de bombas proporciona 0 VvAcuo necessadrio tanto na coluna de
elétrons como na camara da amostra. Uma parte importante da camara da
amostra é a que permite mover a amostra debaixo do feixe de elétrons e
examinar o angulo exigido pelo feixe. O feixe de elétrons, feixe primario,
interage com a amostra resultando, entre outros efeitos, emissdo de elétrons
secundarios, uma corrente de elétrons refletidos, conducdo induzida pelo

feixe e freqlientemente, catodo luminescéncia.
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Figura 6 - Esquematizacéo da coluna do MEV
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FONTE: NECKEL, 2009.

A técnica de Espectroscopia de Energia Dispersiva (ESD) € um dos recursos do MEV
que permite analisar a composicdo dos materiais, sendo assim, possivel quantificar os

elementos contidos em porcentagem atémica ou em peso (OLIVEIRA, D., 2009).

2.2.5.5 Ensaios de Dissolucédo

Para obtencdo do efeito terapéutico a partir de um medicamento na forma
farmacéutica solida, quando administrado por via oral, € necessdrio que 0
farmaco passe da forma de dosificacdo em que se encontra para outra em que seja
absorvivel. Este processo, conhecido como liberacdo, é a etapa antecedente a
absorcdo, e depende, portanto, da dissolu¢cdo do farmaco nos liquidos orgéanicos.
Assim sendo, é perceptivel a importancia dos ensaios de dissolucdo na avaliacdo
do desempenho dos medicamentos na forma s6lida (RODRIGUES et al., 2008).

Em outras palavras, o estudo do processo de dissolugdo in vitro,
empregando-se o teste de dissolugdo e o perfil de dissolu¢do tem sido
amplamente difundido como parametro critico para determinar o desempenho e,
assim, proporcionar a qualidade da forma farmacéutica, favorecendo, também,
como indicador da velocidade de absor¢cdo. A correlacdo dos dados in vivo e in

vitro é, extremamente, valioso para fixar a qualidade biofarmacéutica de um
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medicamento, sendo vantajoso no desenvolvimento de formulagfes, controle de
qualidade e determinacdo de equivalentes farmacéuticos (ARANCIBIA, 1991).

Basicamente, o dissolutor é constituido de recipientes abertos (cilindricos
e fundos hemisférico), conhecidas como cubas, feitos de vidro boro silicato,
plastico ou outro material que ndo prejudique o ensaio; hastes em a¢o inoxidavel
para fornecer a agitacdo do meio; um motor responsavel pelo ajuste de
velocidade de rotacdo das hastes e um banho-maria. H& muitos métodos
disponiveis para a medicdo da velocidade de dissolucdo, Figura 7, sdo eles,
método do béquer, aos quais os comprimidos ou capsulas sdo colocados nas
cubas; no método do frasco com agitacdo ha a utilizacdo de frasco com fundo
arredondado, que evita possiveis problemas com formacdo de monticulos de
particulas, como ocorre com o metodo anterior; o método da cesta rotatdria, que
consiste no acondicionamento de comprimidos ou capsulas no interior de uma
cesta de aco inoxidavel, sujeita a rotacdo com velocidade fixa, imerso em um
meio de dissolucdo; método de pas, assim, como metodo de cesta rotatoria, é um
metodo oficial, cujo aparato utilizado, também, € uma cuba cilindrica com fundo
esférico e a agitacdo é realizada com uma pa rotatéria, porém as formas
farmacéuticas sélidas podem flutuar e, para impedir isto, recorre-se a
dispositivos apropriados que permitem que o mesmo direcione ao fundo do
recipiente; e, o metodo de disco rotacional e estatico, a forma farmacéutica é
comprimida em um disco ndo desintegravel, colocado em um dispositivo,
deixando-se exposto uma face do disco, o dispositivo e o disco sdo imersos no
meio de dissolucdo e conservado em posicdo fixa, que refere-se ao método do
disco estatico, enquanto que, a submissdo a uma rotacdo com uma velocidade, ao
meétodo de disco rotacional. As amostras do liquido sdo retiradas em intervalos de
tempo estipulados, filtrados ou ndo e submetidos a quantificacdo (AULTON,
2005).

Figura 7 - Métodos de dissolucdo: (A) Método do béquer, (B) Método do frasco com
agitacdo, (C) Método da cesta rotatoria, (D) Método de pas e, (E) Método
de disco rotacional e estético.



44

(A) (B)

IN\J I/

=1

FONTE: AULTON, 2005.

2.2.5.6 Ensaios microbiol6gicos

H& dois métodos principais que integram os ensaios microbioldgicos, os ensaios de
difusdo em Agar e turbimétricos, de modo geral, sdo operacBes destinadas a avaliar quali ou
guantitativamente a poténcia e/ou atividade de principios ativos contidos em matérias-primas
e preparacdes farmacopéicas utilizando reagentes bioldgicos, tais como, micro-organismos
(AULTON, 2005).

O método de difusdo em Agar (poco ou disco) é influenciada pela difusdo da
substancia através de uma camada de agar solidificado contida em uma extensdo tal que o
crescimento do micro-organismo seja totalmente inibido em uma &rea ou zona ao redor do
reservatorio contendo a substancia bioativa, em outras palavras, 0 método de difusdo em agar
determina a possibilidade que um dado microorganismo tem em se multiplicar na presenca de
agentes antimicrobianos; esses agentes se difundem no meio sélido, em concentracfes
decrescentes, e a cepa bacteriana inoculada se desenvolve até encontrar uma concentracao
capaz de inibir seu crescimento (ESMERINO et al., 2004). Portanto, neste ensaio ha
correlacdo entre o tamanho da zona de inibicdo e a dose da substancia em questdo (AULTON,
2005), ou seja, o halo formado é dose-dependente, isto é, o tamanho do halo é diretamente
proporcional a concentracdo antimicrobiana, em outras palavras, a medida que se aumente a
concentracdo do agente, halos maiores sdo gerados até que se esgote sua capacidade de
difusdo (ESMERINO et al., 2004). Ha varios fatores que podem interferir no tamanho da zona
inibitoria, tais como, sensibilidade microbiana, solubilidade do agente antimicrobiano,
quantidade de agente liberado nas primeira horas apds sua aplicacdo, estrutura da
microparticula, bem como, de certa maneira, as microparticulas, por estarem em um meio
geleificado, com quantidade de agua livre escassa, provavelmente, hd& um comprometimento
na liberacéo das substancias bioativas (BRUSCHI et al., 2003).
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Através deste método é possivel determinar a concentracéo critica, considerada como
a menor concentragcdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Segundo Hewitt, 2007, a
concentracdo critica é 4 vezes maior em relagdo a Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Nos ensaios turbimétricos, os padrfes antibacterianos sdo postos em meio de cultura
liquido, sob varias concentracdes diferentes e, a extensdo da inibicdo do crescimento do
micro-organismo é quantificada por meio de escala nefelométrica, espectrofotdmetros ou,

mesmo, através de indicadores de reacdo (AULTON, 2005).

A CIM é considerada a menor concentracdao de uma substancia que apresente atividade
antibacteriana capaz de inibir o crescimento de um determinado micro-organismo teste.
Enquanto que, a Concentracdo Bactericida Minima se refere a menor concentragdo capaz de
impedir o crescimento microbiano (AULTON, 2005).

Apesar de facil execugdo, reprodutibilidade e analise de diversas concentragdes da
amostra-teste em uma mesma placa, geram, apenas, dados qualitativos, interpretados como
sensiveis, intermediarios e resistentes, enquanto que, para se determinar a Concentragdo
Inibitéria Minima, a metodologia mais empregada e aceita é a técnica de dilui¢do, pois geram
dados quantitativos. Ainda que, a difusio em Agar proporcione um valor de halo de inibic&o,
bastante, relevante, ndo significa, necessariamente, que a substancia apresente uma CIM
baixa, somente, demonstra que a mesma, além de apresentar atividade contra um determinado

microorganismo, tem uma boa difusibilidade no meio de cultura (RODRIGUES, 2008).
2.2.5.7 Validacdo de metodologias

Estudos de validacdo viabilizam o desenvolvimento de novos processos, favorecendo
a pesquisa de novas tecnologias e assegurando a qualidade das mesmas. Atualmente, a
validacdo é parte integrante do Sistema de Qualidade que visa atingir o nivel de exceléncia,
tornando-se assim uma das principais ferramentas da Garantia da Qualidade, seguranca e
eficacia do produto (OLIVEIRA, A., 2003).

S&o vaérias as origens de riscos que podem gerar eventos adversos, ao qual, destacam-
se, 0s riscos decorrentes de produtos defeituosos, cuja qualidade € comprometida. Esses riscos
podem ser controlados através do cumprimento das boas praticas de fabricacdo, incluindo
validacdo de metodologia analitica, do monitoramento e fiscalizacdo por parte de autoridade
sanitaria (OLIVEIRA, A., 2003).
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Os estudos de validacdo atestam, de modo geral, através de ato documentado, que um
processo especifico produzird, consistentemente, um produto de acordo com as especificagdes
pré-determinadas e atributo de qualidade (BRASIL, 2003). Demonstrando que 0 processo
produtivo é l6gico e que pode ser comprovado através de estudos validados, e acima de tudo
reproduzido, mantendo o nivel de exceléncia de qualidade. Portanto, frisando mais uma vez, a
validacdo constitui parte essencial das Boas Préticas de Fabricacdo, se tornando ferramenta
fundamental para o controle da qualidade dos medicamentos, permitindo avaliar,
objetivamente, a qualidade dos medicamentos produzidos, a fim garantir a seguranca e
eficacia dos mesmos (OLIVEIRA A., 2003).A validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos
é um processo dinamico, que deve ser bem definido e documentado, pois s6 assim, fornecera
evidéncias concretas de que o sistema e o método atendem as exigéncias das aplicacdes
analiticas, desde que, sejam adequados ao uso pretendido. Os parametros avaliados na
validacdo de um método séo: especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, limite
de detecgéo e limite de quantificagdo (BRASIL, 2003).

2.2.6 Metodologias analiticas de desenvolvimento de opoterapicos

A secagem € uma operacdo, considerada tradicional, importantissima para a
conservacdo de produtos intermediarios e acabados, tanto das inddstrias farmacéutica quanto
alimenticia. Consiste na reducdo da disponibilidade de agua, suficiente, para prevenir o
desenvolvimento de microrganismos e de reacdes bioquimicas deteriorativas. A simplicidade
do processo, 0 aumento do tempo de vida de prateleira, custos e volumes menores de
acondicionamento, armazenagem e transporte, maior variedade de produtos alimenticios
disponiveis ao consumidor e, até, como operacgéo integrante no processo de encapsulacéo sao

algumas vantagens da operacéo de secagem que a tornam téo utilizada (PARK et al., 2002c).

A encapsulacdo baseia-se na preparacdo de uma emulsao, dispersao ou solucao entre o
composto a ser encapsulado e o agente de encapsulacdo, seguido da secagem
(BORGOGNONI, 2005). As capsulas podem ser classificadas por tamanho em 3 categorias:
macro (>5000 pum), micro (0,2-5000 um) e nanocapsulas (<0,2 um) (FLEMMING, 2012).

A microencapsulacdo, tecnologia inovadora, bastante utilizada nas industrias
comestica, farmacéutica e alimenticia, € um processo de empacotamento de materiais solidos,
liguidos ou gasosos em capsulas muito pequenas e que apresentam diversas vantagens, tais

como, capacidade de modificar e melhorar a aparéncia e as propriedades de uma substancia
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(BORGOGNONI, 2005), dentre as quais merece destaque, a libera¢do do contetdo de forma
controlada sob condic@es especificas (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Conforme Figura 8, sdo classificados em microcapsulas, quando o material
microencapsulado (nlcleo ou fase interna) esta envolvido por uma superficie polimérica
(parede, revestimento ou membrana) formando um sistema do tipo reservatorio; e,
microesferas, quando o polimero origina uma rede tridimensional onde o material a ser
microencapsulado possa estar adsorvido, incorporado ou, covalentemente, ligado a matriz
polimérica, constituindo um sistema matricial, formando, assim, um sistema de dissoluc&o,
dispersdo ou sistemas porosos (JUNIOR-SILVA, 2005). No entanto, segundo Depyrere, 2003,
citato por Aradjo, 2011, o termo encapsulacdo tem sido utilizado em sentido mais amplo,

englobando tanto a formacgé&o de microparticulas quanto de microesferas.

Figura 8 - Desenho esquematico de microparticulas e microesferas

MICROCAPSULAS
SISTEMA RESERVATORI O MICROESFERAS
SISTEMA MATRICIAL

PAREDE
POLIMERICA

FONTE: JUNIOR-SILVA, 2005.

Ha varios métodos de encapsulacdo e a escolha mais adequada depende de alguns
fatores, como por exemplo, tipo de material encapsulante (carboidratos, celulose, gomas,
lipideos e proteinas), tamanho da particula desejada, concentracdo de substancia bioativa,
estabilidade e morfologia da particula e o custo (AZEREDO, 2005). Estudos descrevem, o
spray-drying e a liofilizacdo, como duas das técnicas fisicas mais empregadas para obtencao
de microparticulas com as mais diversas substancias (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA,
2002; CARVALHO, 2009; MUELLER, 2011).

2.6.1 Liofilizacdo

A liofilizacdo é, bastante, empregada na secagem de substancias termolabeis. Assim
sendo, permite secar, sem provocar danos aos produtos como proteinas, derivados de sangue e
até, mesmo, micro-organismos (AULTON, 2005). E, também, empregada como método de
encapsulacio de material ativo (ARAUJO, 2011).
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Nesse processo, primeiramente, a solucdo, suspensdo ou emulsdo é congelada, em
seguida, a pressdo sobre a mistura congelada é reduzida e, finalmente, a &gua é eliminada por

sublimacdo, entdo, ocorre uma transicdo da fase liquida para a fase de vapor (AULTON,
2005).

A liofilizagdo esta baseada no ponto triplo da agua, pois hd a coexisténcia dos trés
estados fisicos da matéria na temperatura, aproximadamente, de 0 °C e na pressao de 610 Pa.
Portanto, é possivel a passagem direta do estado s6lido para o estado gasoso, processo este,
conhecido como sublimacdo (MARTINS et al., 2011), e demonstrado na Figura 9.

Figura 9 - Diagrama de fases da agua
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FONTE: Adaptado de Aulton, 2005.

As cépsulas produzidas por liofilizacdo, geralmente, apresentam-se sob formas
irregulares, diferentes de outras técnicas (ARAUJO, 2011).

As vantagens a tornam atrativas, pois ha inibicdo da acdo enzimatica e amenizagédo da
degradacdo quimica oriundos da utilizacdo de baixas temperaturas; facil dissolucdo, pois o
produto obtido apds liofilizacdo € leve e poroso, em decorréncia da etapa de congelamento da
solucdo que, consequentemente, o produto final seco sera um reticulo que preenche o mesmo
volume da solucéo original; a oxidacdo € minimizada, ja que, o processo ocorre sob condicGes
de alto vacuo que impede o contato com o ar. HA& duas principais desvantagens a elevada

higroscopicidade e longos periodos de liofilizacdo até a obtencdo do pd, o que a torna onerosa
(AULTON, 2005).
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2.2.6.2  Spray-Drying

O spray-drying, operacdo unitaria, através da qual o liquido de alimentacdo (solugéo,
emulsdo ou suspensdo) é pulverizada numa corrente ou contra-corrente de gas quente (ar ou
nitrogénio), a depender do atomizador, para, instantaneamente, obter um pé. Dependendo do
material utilizado na alimentacdo e das condi¢Ges da operacdo, a producdo do p6 pode atingir
dimensbes desde muito finas (10-50 pum) a particulas de grande dimensio (2-3 mm)
(MARTINEZ, et al., 2004).

A Figura 10 mostra as etapas de formacdo de uma particula oriundas do processo por
spray-drying, primeiramente, o material de alimentagdo de consisténcia fldida é disperso
como goticulas, permitindo o aumento da area superficial, em seguida, ocorre contato destas
com uma corrente de ar aquecido, promovendo a secagem do lado externo, remanescendo,
ainda, liquido no interior e, por fim, acontece a evaporagdo deste solvente e o vapor interno
formado escapa, forcando a passagem e formando um orificio na particula esferica
(AULTON, 2005).

Figura 10 - Formacao de uma particula esférica por spray-drying.
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FONTE: Adaptado de Aulton, 2005.

De acordo com Broadhead et al., 1992, citado por Oliveira e Petrovick, 2010, a
distribuicdo e o tamanho de particula estdo, intimamente, ligados ao tamanho das goticulas
formadas pelo processo de aspersdo. Logo, a escolha apropriada do tipo do aspersor é
importante. Os aspersores sdo divididos em trés tipos basicos: de pressdo, pneumaticos e de
disco giratorio, sendo os dois Ultimos os mais utilizados, Figura 11. Os aspersores
pneumaticos e de pressdo produzem particulas de tamanhos diversos, que é dependente do
diametro interno do bocal injetor. Enquanto que, os aspersores de disco giratdrio ou rotatorio,

a desintegracdo do liquido em goticulas é devido a forga centrifuga, possuem maior aplicacéo
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na secagem de produtos farmacéuticos, visto que, sdo efetivos para solucGes e suspensdes e,

até pastas, ou seja, liquido de alimentacdo com altas viscosidades (RANKELL et al., 2001).

Além da escolha adequada do aspersor, ha alguns parametros que podem ser
otimizados: temperaturas de alimentagdo e de entrada e saida de ar. Realmente, a temperatura
de alimentacdo interfere na viscosidade do liquido de alimentacdo e, consequentemente, na
sua capacidade de secagem homogénea. Quando a temperatura de alimentagdo é baixa, a
viscosidade aumenta, formam gotas inadequadas durante a aspersao, culminando em aumento
do tamanho das cépsulas, ja, em altas temperaturas podem causar volatilizagdes ou

degradaces de alguns ingredientes sensiveis ao calor (SOARES, 2002).

As vantagens giram em torno do periodo relativamente curto para a secagem; apesar,
da presenca do ar aquecido, as goticulas ndo chegam a atingir altas temperaturas; obtencéo de
particulas caracteristicas, o que facilita a dissolucdo, tornando-a rapida; uniformizacdo do
tamanho das particulas; e, baixos custos de produgdo. Enquanto que, as desvantagens estao
relacionadas as dimens6es do equipamento e, também, a baixa eficiéncia térmica. (AULTON,
2005).

Fiaura 11 - Tipos de aspersor (A); (B) aspersor
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RESUMO: Varias formas farmacotécnicas tem sido desenvolvidas com propolis, em
especial, extratos secos de propolis caracterizados como microencapsulados com o intuito de
garantir estabilidade dos constituintes quimicos, mascarar sabor, facilitar manuseio e
preparacdo, bem como enriquecer constituintes ativos. O presente estudo teve o objetivo de
caracterizar microencapsulados de propolis vermelha através de ensaios quimicos e
tecnoldgicos estabelecendo especificagdes de qualidade. A propolis vermelha obtida de
Marechal Deodoro foi submetida a processo de extracéo para obtencdo de extrato bruto e, em
seguida, incorporado a sistemas dispersos para a obtencdo de microencapsulados. Duas
principais técnicas, spray-drying e liofilizacdo, foram utilizadas na secagem e obtencdo desses
microencapsulados (MPV) na forma sélida e de liberacdo controlada. Os MPVs obtidos por
spray-drying apresentaram problemas técnicos durante processo de secagem, resultando em
altos teores de flavonoides o que ndo aconteceu com a maioria dos MPVs liofilizados.
Estudos reoldgicos mostraram que MPV A-SD, MPV C-SD, MPV C-LF e MPV D-LF podem
ser utilizados em formas farmacéuticas solidas, enquanto as demais, devido a pobre fluidez
podem ser aplicadas em formas farmacéuticas/alimenticias dispersas. Os estudos de
dissolucdo dos MPV A-SD e MPV B-SD apresentaram um modelo de liberagdo modificada,

seguindo um perfil curvilinear, com liberacdo méxima de 28% em 12 horas de ensaio.
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Introducéo

A evolucdo tecnoldgica no desenvolvimento de qualquer produto, especialmente, na
producdo de medicamentos, cosméticos e alimentos exige a execucdo de diretrizes
(Yamamoto et al., 2004). De acordo com o conceito de Controle de Qualidade Total, a
qualidade é construida durante todo o processo de fabricacdo de um produto, e ndo, apenas, na
inspecdo do produto final, portanto, é considerado um processo dindmico, que evolui, de
acordo com as necessidades que véo surgindo (Santoro, 1988).

Adquirir conhecimentos sobre a matéria-prima €, sem duvida, o ponto inicial para
desenvolver e estabelecer especificacdes de qualidade. Sendo a prépolis um produto natural,
esse conhecimento é ainda, mais importante, visto que, h& fatores que influenciam,
diretamente, na composicdo quimica da mesma, que vao, desde, fatores préprios da matéria-
prima (espécie coletada e das estacdes do ano) a fatores externos (métodos de coleta,
extracOes dos compostos bioativos e metodologias de caracterizacdo da amostra) (Souza et al.,
2010). E, como, ndo ha um dominio sobre os fatores prdprios, as metodologias de
caracterizacdo quimica e tecnologica, desde que, devidamente adequada, consistem em meios
de determinar seu potencial para o desenvolvimento de novos produtos.

A caracterizacdo quimica e tecnoldgica dos produtos intermediarios e finais é
importantissimo, pois ap6s a obtencdo de produtos intermediarios, como 0S
microencapsulados, obtidos por processos de secagens distintos, spray-drying e liofilizacdo, é
possivel avaliar os pros e contras, por meio das medi¢cdes reoldgicas, Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV), espectrofotometria de ultra-violeta, dissolu¢do e Cromatografia de Alta
Eficiéncia (CLAE). Os ensaios reoldgicos sdo utilizados com o intuito de caracterizar a

facilidade com que um pé ou granulado pode ser despejado, imprensado e mantido a forma do
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frasco, ou apos a extrusdo, avaliar a facilidade em esfregar o produto sobre a pele, ou bombear
0 produto do equipamento onde se procedeu & mistura, ou enchimento (Lachman et al., 2001).
A Microscopia Eletrénica de Varredura € empregada para verificar tanto a homogeneidade
quanto o tamanho das particulas (Oliveira, 2009). Enquanto que, a Espectrofotometria de UV
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia s&o utilizadas para identificar/quantificar classes
quimicas e isolar/identificar/ quantificar substancias bioativas (Hostettmann et al., 2003),
respectivamente. J4, os ensaios de dissolucdo, amplamente difundido, € um parametro critico
é aplicado para determinar o desempenho e proporcionar a qualidade da forma farmacéutica,
favorecendo, também, como indicador da velocidade de absorcdo e, assim, através da
correlacdo dos dados in vivo e in vitro fixar a qualidade biofarmacéutica de um medicamento,
sendo vantajoso no desenvolvimento de formulacGes e controle de qualidade (Arancibia,
1991).

O objetivo principal deste artigo foi caracterizar quimica e tecnologicamente 0s

microencapsulados contendo prépolis vermelha de Alagoas.

Materiais e Métodos
Material vegetal

Uma quantidade de 300 g de propolis vermelha foi coletada em abril de 2012, oriunda
do municipio de Marechal Deodoro, Alagoas, cujas coordenadas geogréaficas de latitude sul,

latitude oeste e altura sdo: 9° 42.258", 35° 54.391"e 35,5 metros, respectivamente.

Preparo do extrato bruto

O extrato bruto (100 g) foi obtido por maceracdo a temperatura ambiente de 250 g de
propolis, triturada, utilizando 600 mL de solvente extrator (480 mL de alcool etilico a 96°GL,
Gay Lussac, e 120 mL agua destilada). A maceracdo foi realizada em trés ciclos de extracao,

para cada ciclo adicionava-se 600 mL de solvente extrator a amostra e, ap6s, um intervalo de
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48 horas, transferia-se o sobrenadante para um frasco ambar e adicionava-se, novamente, mais
600 mL de solvente extrator & prépolis; repetiu-se o0 processo ate o término das trés extracdes.
Em seguida, o material resultante foi concentrado em rota-evaporador (Fisatom®) acoplado a
uma bomba de véacuo (Tecnal®) e banho-maria (Fisatom®), cujas condi¢Ges usadas foram
velocidade de rotacdo de 80 rpm, temperatura de banho-maria 40-50°C e pressdo de 600
mmHg. O material produzido apds rota-evaporacdo foi armazenado em recipiente aberto a
temperatura ambiente, a fim de permitir evaporacdes dos solventes. Em seguida, o0 extrato

bruto foi mantido em temperatura de congelamento até 0 momento das analises.

Determinacdo de novos biomarcadores de propolis vermelha usando CLAE-UV

Os biomarcadores da prépolis vermelha foram identificados usando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado a detector de Ultra-Violeta (Shimadzu). A
tintura de propolis vermelha foi preparada a 100mg/mL em etanol e, diluido para

concentracdo de 1mg/mL. As condicdes estdo estabelecidas na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros do método otimizado por cromatografia liquida.

Caracteristicas Descrigdo
Fase movel Agua (0.1% é&cido férmico): Metanol — modo gradiente
Vazéo 0,8 mL/min
Coluna C18 Shimpak (250 x 4,6 mm; 5um 1D
Temperatura 35°C
Detector de UV 280nm
VVolume de injecdo 20 pL

Formulacgdes utilizadas para a obtencdo dos microencapsulados

Uma quantidade de 120 g de propolis vermelha foi exatamente pesada e submetida a
processo de maceracdao, como descrito anteriormente. O extrato bruto (75 g) obtido foi seco
até obter uma massa de consisténcia mole. Para a preparacdo dos Microencapsulados de
Propolis Vermelha (MPV) foram utilizados como excipientes: carbapol, goma xantana, acido

estedrico, maltodextrina, pectina e dioxido de silicio coloidal.



73

O MPV A apresentou uma composicdo de: 15 g do extrato bioativo, 1,5 g de carbapol,
1,5 g de goma xantana, 0,5 g de &cido esteérico, 1,0 g de maltodextrina e 0,5 g de didxido de
silicio coloidal. O MPV A foi preparado solubilizando 15 g de extrato bioativo em 130 mL de
alcool 96°GL em um béquer. Num outro recipiente, o carbapol foi disperso em 250 mL de
agua destilada para obter um gel de carbapol. Em seguida, foi adicionado, lentamente, goma
xantana ao gel de carbapol e, posteriormente, foi adicionado a maltodextrina ao gel. Uma
quantidade de 300 mL de agua foi adicionada ao gel até que o mesmo tornasse fluido. Uma
quantidade de 0,5 g de didxido de silicio coloidal foi incorporada ao gel. Um volume de 250
mL de alcool 96°GL foi adicionado ao sistema disperso.

O MPV B apresentou a seguinte composicdo: 9,0 g do extrato bioativo, 1,5 g de
carbapol, 6,0 g de goma xantana, 1,5 g pectina e 0,9 g de dioxido de silicio coloidal. O MEPV
B foi preparado solubilizando o extrato bioativo em 80 mL de alcool 96°GL em béquer. A
pectina foi dispersa em um sistema agua destilada a 37°C e 200 mL de alcool 96°GL para
formar um gel pouco viscoso. A tintura foi incorporada lentamente ao gel de pectina e, em
seguida, foi adicionado 10 mL de alcool 96°GL para lavar as paredes da vidararia contendo
tintura de propolis vermelha. Em outro recipiente, foi preparado o gel de carbapol-goma
xantana: adicionando 250 mL de agua ao carbapol com o intuito de dispersa-lo em agua. A
goma xantana foi adicionada lentamente sobre o gel de carbapol formado. Ao final da
incorporacdo da goma xantana, observou-se um gel muito viscoso. Esta viscosidade foi
controlada adicionando 750 mL de agua destilada. Com o auxilio de uma batedeira, usando
velocidade minima, foi incorporado, lentamente, o gel de pectina contendo tintura de propolis
ao gel de carbapol-goma-xantana até que o sistema disperso tornasse uniforme. Ao final, foi
adicionado o didxido de silicio ao sistema disperso.

O processo de preparacdo do MPV C foi semelhante e apresentava 0sS mesmos

excipientes do MPV A com excecdo de &cido esteérico.
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A formulacdo do MPV D consistia de: 2,5 g de extrato bruto de prépolis, 0,9 g de
pectina, 0,2 g de carboximetilcelulose, 0,05 g de goma xantana e 0,2 g de dioxido de silicio.
Primeiramente, foi preparado o gel de pectina, solubilizando este polissacarideo em 100 mL
de &gua destilada e 60 mL de alcool a 96°GL, processo esse facilitado com homogeneizacdo
e, também, no banho-maria. Neste gel, foi incorporado, lentamente, a tintura de propolis (0,1
g/mL) sobre agitagdo constante. Adicionou-se, delicadamente, a goma xantana. Em outro
recipiente, o gel de carboximetilcelulose foi obtido, dispersando-o em 30 mL de &gua estilada.

Em seguida, os dois géis foram misturados, e, por fim, adicionado, o diéxido de silicio.

Secagem por spray-drying

A secagem dos microencapsulados foi realizada num spray-dryer da marca Buchi®,

modelo mini spray-dryer B-290, cujas condic¢des utilizadas estdo mencionadas na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢bes de secagem por Spray-dryer.

Caracteristicas Descricdo
Agulha injetora Imm
Temperatura de entrada 180°C
Temperatura de saida 110°C
Fluxo de ar 85%
Alimentacéo 17% (5mL/min)

O equipamento foi submetido a um processo de pré-aquecimento por periodo de 20
minutos até atingir as condicdes ideais de secagem. Apds este periodo, realizou-se a agitacao
da amostra em agitador magnético mantendo a amostra sob agitacdo por todo o periodo de

secagem (2 horas).

Secagem por Liofilizacdo

Os microencapsulados B e C contendo extrato bioativo de prépolis vermelha e obtidos
por processo de emulsificacdo foram submetidos a resfriamento em geladeira por 24 horas,

em seguida foram submetidos a congelamento a -20° C por mais 24 horas.
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Apobs congelamento em freezer, os microencapsulados foram submetidos a secagem
por liofilizagdo em equipamento da Terroni® conectado a uma bomba de alto vécuo
(Platinum®) por um periodo até que se observasse a reducdo com posterior permanéncia
constante de vacuo. Apos secagem em liofilizador, as amostras foram trituradas em grau e

submetidas a determinacgdo de umidade em balanca de infravermelho.

Obtencdo de capsulas

Os microenacpauslados a base de propolis vermelha de Alagoas, referentes, apenas, as
formulagbes A e B nebulizadas foram acondicionadas em cépsulas rigidas. A principio, fez-
se, necessario, a padronizacdo da quantidade de extrato seco de propolis presente em cada
involucro, visto que, as formulacbes apresentam composicfes centesimais distintas, assim,
padronizou-se, 0,135 g de extrato seco de propolis, portanto, pesou-se, 0,18 g e 0,283 g das

formulacdes A e B, respectivamente.

Método de Cloreto de Aluminio para determinacdo de flavondides totais: flavonas e flavonois
dos microencapsulados

Para a quantificacdo de flavonoides (flavonas e flavondis) nas amostras de prépolis
foram utilizados 0,4 mL de solucdo de cloreto de aluminio a 2,5% e 2 mL de tintura de
propolis a 2mg/mL, transferidos para baldao volumétrico de 10 mL e avolumado com etanol a
96°GL. A curva de calibracdo com quercetina dihidratada a 50 pug/mL e cloreto de aluminio a
2,5% foi obtida na faixa de concentracdo entre 4 a 20pug/mL. Sendo assim, aliquotas de 2 a 10
mL de solucédo etandlica de quercetina foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL
contendo 1 mL de cloreto de aluminio. O volume final de cada balao foi ajustado com etanol.
Um branco para o sistema foi realizado com 1 mL da solugdo aquosa de cloreto de aluminio

diluido em bal&o volumétrico de 25 mL. As solu¢des foram mantidas em repouso e no escuro



76

por um periodo de 30 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de UV no

comprimento de onda de 425 nm.

Determinacdo direta do teor de flavonoides por espectrofotometria de UV nos
microencapsulados

Apo6s prévia dessecacdo de todos os microencapsulados e extrato bruto de prépolis
vermelha em estufa de infravermelho a 105°C, pesou-se o correspondente a 100 mg de extrato
bruto contido nos microencapsulados de propolis e solubilizou-se em baldo volumétrico com
10mL etanol hidratado 96°GL, resultando numa concentragcdo de 10mg/mL. As leituras foram
realizadas por espectrofotometria de UV (280nm), apos prévia diluicdo das amostras em
concentracdo de 40ug/mL. Os ensaios foram realizados em triplicata e a determinacao do teor
de flavonoides totais foi baseada na concentracdo do padréo de catequina (Sigma-Aldrich®),
apos prévia validacdo do método.

A validacdo do metodo consistiu em ensaios de seletividade, precisdo e exatiddo,
limites de quantificacdo e curva de calibracdo. As curvas de calibragdo foram realizadas nas
concentracgdes 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ug/mL e 8,5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80
pg/mL utilizando padrdo de catequina (Sigma-Aldrich®) e extrato bruto, respectivamente.
Foram avaliados a precisdo e exatiddao intradia e precisdo intermediaria. Os limites de
aceitacdo para a validacdo de método analitico foi baseado na Resolu¢cdo RDC 899/2003 da

ANVISA (Brasil, 2003).

Avaliacdo da dissolucdo de flavonoides inclusos nos microencapsulados de
propolis

Como mencionado, anteriormente, uma quantidade correspondente a 135 mg do
extrato bioativo presente dos MPV (A e B) foi introduzida em cépsulas de gelatina dura para

avaliar a quantidade dissolvida em meio de dissolucdo (1000 mL) durante o periodo de 720
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minutos. Uma concentracdo tedrica de 135 pg/mL do extrato representou os 100% de
dissolucéo

Os MPV A e B foram submetidos a perfil de dissolu¢do num dissolutor Nova Etica®,
modelo 299, usando temperatura de 37°C, velocidade de rotacdo de 100 rpm e volume do
meio de dissolugdo 1000mL. Os MEPV A e B foram submetidos a condi¢édo de pH 7,4
(tampéo fosfato). Uma amostra de 5 mL do meio de dissolugéo era coletada (com reposicéo)
nos tempos de 30, 60, 120, 180, 270, 360, 540 e 720 minutos. Em seguida, armazenadas em
refrigerador, e, no dia seguinte, homogeneizadas e analisadas em fotometria com

comprimento de onda ajustado a 280 nm.

Reologia

Na determinacdo do angulo de repouso e do tempo de escoamento utilizou-se um
funil, suporte, papel e régua. Tais parametros foram analisados em triplicata. Para tanto,
deixou-se o po fluir livremente atraves de um orificio sobre uma superficie plana, formando
um cone, onde o angulo da base desse cone € o de angulo de repouso, ou seja, 0 angulo cuja
tangente é a relacdo entre a altura (h) e o raio (r) do cone formado (WELLS, 1988).

As densidades bruta e compactada e o indice de Carr foram calculadas de acordo com
as formulas abaixo. Para tanto, mediu-se 5 mL (volume aparente) do microencapsulado em
proveta, em seguida, pesou-se este volume (peso da amostra). O pé contido na proveta (5 mL)

foi submetido a 250 quedas manuais. E o volume real (volume compactado) foi obtido.

Densidade aparente = peso da amostra Densidade aparente = peso da amostra
volume aparente volume real

Indice de Carr = densidade aparente — densidade real
densidade aparente

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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A morfologia das microparticulas contendo os extratos spray-drying de propolis
vermelha foram avaliados com o microscépio eletrénico de varredura. Os pds foram fixados &
uma fita adesiva dupla-face, revestido com grafite 40 mA, sob vacuo e analisado em
equipamento (Hitachi®, modelo TM 3000). O MEV foi operado a 15 kV com aumento de até

1000 vezes.

Resultados e Discussao

Determinacdo de novos biomarcadores de prépolis vermelha usando CLAE-UV

A analise em CLAE-UV por comparacdo com padrdes demonstrou a
presenca de novas isoflavonas na propolis vermelha. Até o momento, foram
identificadas 18 substancias fendlicas por CLAE-UV, entre elas, pode-se citar,
isoflavonas majoritarias tais como, formononetina, liquiritigenina, biochanina A,
crisina, pinocembrina, alem de flavondides em menores concentragdes, como
quercetina, luteonina, isoliquiritigenina, genisteina, daidzeina, pinobanksina,
dalbergina. Além de flavondides e isoflavonas foi detectada a presenca de alguns
acidos fendlicos, sdo eles, acido ferulico, acido caféico e acido p-coumarico,
além de catequina e epicatequina (Figura 1), resultados semelhantes, também,
obtidos por Cabral, 2008.
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Figura 1: (A) Perfil cromatografico da tintura de prdpolis vermelha na concentragdo de 1 mg/mL. (1) catequina, (2)
epicatequina, (3) acido caféico, (4) &cido p-cumarico, (5) &cido ferulico, (6) rutina, (7) quercetina, (8) luteolina, (9)
formononetina, (10) pinocembrina, (11) biochanina A e (12) crisina; (B) Perfil cromatografico ampliado do extrato
bruto de prépolis vermelha; (C) Perfil cromatografico da tintura de propolis vermelha com a identificagdo de novas
isoflavonas. cumarina e chalcona presente na oréoolis vermelha.
Caracterizacéo fisico-quimica dos microencapsuldos de propolis vermelha
Os microencapsulados de propolis vermelha (MPV) apresentaram caracteristicas
organolépticas de um p6 com coloracdo vermelho intenso a marrom, com reducéo do cheiro
caracteristico de propolis. Com relagdo a solubilizacdo, o extrato de propolis contido nos
microencapsulados apresentaram boa solubilidade em etanol e tampéo fosfato pH 7,4, apesar
da insolubilidade dos excipientes. Quanto a umidade relativa (UR%), o0s resultados

variaram entre 4,34 % a 9,76% para os microencapasulados obtidos por liofilizagéo e 3,45% a

4,00% para os microencapsulados obtidos por spray-drying (Tabela 3). Apesar da alta
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variagdo de umidade relativa obtido no processo de liofilizagdo, os pds mantiveram-se
estaveis e ainda dentro de um contetdo de &gua considerado bom para a formulagdo. Permite-
se que pbés contendo amido podem apresentar umidade relativa de até 15%. J&, as
composicOes nebulizadas foram observadas uma menor variabilidade e, portanto com
contetido de dgua adequada para formas farmacéuticas solidas, como comprimidos e capsulas,
em que se permite um teor entre 2,5 a 3,0 % (BRASIL, 1999). Todas as formulagdes se
mantiveram estaveis e ndo coalescentes por periodo de até nove meses apds sua obtencéo.

Os pds demonstraram diferencas nas caracteristicas reolégicas, expostas na Tabela 5.
Todos os microencapsulados obtidos por spray-drying e liofilizados apresentaram angulo de
repouso bom a excelente. Em relacdo ao tempo de escoamento, um Unico microencapsulados
obtido por spray-drying, MPV D-SD, e dois microencapsulados obtidos por liofilizacdo, MPV
A-LF e MPV B-LF, resultaram em tempo de escoamento superior a 10 segundos (tempo
limite).

Em relacdo ao parametro indice de Carr, que relaciona densidade real e densidade
aparente, pode-se observar que, apenas a formulacdo MPV A-SD foi caracterizada com bom
fluxo de escoamento. Outras quatro formula¢ées, MPV C-LF, MPV C-SD, MPV A-LF e
MPV D-LF, foram consideradas com fluxo entre regular e pobre, podendo ser ajustadas
através de adicdo de adjuvantes apropriados. Trés composicoes demonstraram caracteristicas
de fluxo de pé inadequadas, MPV B-SD, MPV B-LF e MPV D-SD. (WELLS, 1998). Dentre
as formula¢bes os MPV A-SD, MPV C-SD, MPV C-LF, MPV D-LF e MPV A-LF foram os

gue apresentaram caracteristicas reologicas mais aceitaveis.

Tabela 3: Pardmetros fisico-quimicos de caracterizagdo dos microencapsulados de propolis vermelha

Amostra Cor UR Tempo Angulo Densidade Densidade Porosidade
(%) Escoamento Repouso Aparente real (indice Carr)
(seg.) (6°) (g/mL) (g/m) (%)

Ext. bruto  Vermelho 8,63 - = - - _
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MPV A-SD  Vermelho 3,68 0,45+0,08 18,02+0,17 0,119 0,142 16 (bom)
MPV B-SD Marrom 4,00 4,74+135 19,28+0,90 0,123 0,185 33,33 (+ pobre)
MPV C-SD  Vermelho 38 531+090 2048+124 0,090 0,125 28 (pobre)
MPV D-SD  Vermelho 3,45 20,55%5,63 2555+254 0,051 0,092 44 (++pobre)
MPV A-LF  Vermelho 6,94 19,60+0,63 26,30+0,91 0,229 0,327 30 (pobre)
MPV B-LF  Vermelho 9,76 39,80+6,45 23,60+2,17 0,130 0,203 36 (+ pobre)
MPV C-LF  Vermelho 9,14 554+0,29 20,69+0,9 0,407 0,509 20 (regular)
MPV D-LF Alaranjado 4,34 350+0,87 23,69+0,10 0,219 0,305 28 (pobre)

Determinacdo do Teor de flavonoides na tintura e microencapsulados de propolis vermelha

A quantificagdo do teor de flavonoides pela espectrofotometria de UV foi baseada na
leitura direta em comprimento de onda especifico e sem a necessidade de reacdes quimica de
complexagdo e/ou derivatizagdo como nos ensaios de quercetina. A tintura, extratos de
propolis vermelha e seus microencapsulados, bem como as fragcbes cloroformicas
apresentaram comprimento de onda maximo em 280nm, semelhante ao padrdo de catequina,
enquanto o padrdo de quercetina apresentou comprimento de onda maximo em 250 e 370nm.
Desta forma, o padrdo de catequina por apresentar perfil espectrofotometrico semelhante
(especifico) a tintura, vem demonstrando maior especificidade em relacdo a quercetina para
método de leitura direta na espectrofotometria de UV. Uma das explicacdes para maior
especificidade da catequina pode estar relacionado a grande quantidade ndo so de isoflavonas,
mas também, de isoflavanas presentes na propolis vermelha, com absorcdo maxima em
280nm, dentre elas, podemos citar violona, vestitol, vestitona (Righi, 2008)

A tintura de propolis vermelha e o padrdo de catequina apresentaram boa correlacao
entre a absorbancia e a faixa de concentracdo estudada. A tintura de prépolis apresentou uma
equacdo de reta de (y = 0,0017833x + 0,00133; r? = 0,9997), enquanto a catequina apresentou
equacdo de reta de (y = 0,0011267x + 0,005933; r? = 0,9999) demonstrando que o método

pode ser utilizado para ensaios de quantificacdo de flavonoides/substancias fendlicas

presentes em extratos, tintura, fragdes e microencapsulados de prépolis vermelha.
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O método UV de leitura direta mostrou-se boa precisdo e exatiddo na faixa de
concentracdo estabelecida. Os dados de precisdo e exatiddo para o extrato bruto de prépolis a
10% (tintura de propolis a 10%) apresentou uma variabilidade de 6,90% para precisao
intermediéria e 7,06% para teste de exatiddo. Para o padrdo de catequina observou-se uma
precisdo intermediaria de 2,67% e exatiddo de 3,53%. A maior variabilidade nos dados da
tintura de propolis se deve a maior presenca de interferentes em solugdo (presenca de vérias
classes de metabdlitos secundarios como terpenos, é&cidos fendlico, flavonoides,
isoflavonoides e propolonas), ja que o analito se trata de um fitocomplexo.

Os valores de precisdo obtidos para tintura e microencapsulados de propolis durante
ensaio de quantificacdo do teor de flavonoides pelo método de leitura, mostrou uma variacao
de até 4,43%, 3,51% para 0s microencapsulados obtidos por liofilizagdo e spray-drying,
respectivamente, e, 0,95% para a tintura de prépolis. Enquanto que, pelo método de cloreto de
aluminio, os resultados mostram uma variacdo de até 6,70% para 0s microencapsulados
liofilizados, 11,46% para o0s nebulizados e 5,51% para a tintura.

A Tabela 4 mostra os valores do teor de flavonoides na tintura e microencapsulados de
propolis vermelha. Os dados mostram que 0 metodo de complexagdo usando quercetina como
padrdo de quantificacdo de flavonoide, ndo é adequado para quantificacdo de flavondide nas
amostras de tintura e microencapsulados de préopolis vemelha. Os valores foram muito
reduzidos em relacdo a grande quantidade de isoflavonas presentes na propolis. E este pode
ser a justificativa para os valores reduzidos a prépolis vermelha apresenta pequena quantidade
de flavondis e flavonas (subclasse de flavondide semelhante a quercetina e luteolina)

presentes na propolis vermelha.

Tabela 4: Determinacdo da quantidade de flavonoides/substancias fendlicas na tintura e microencapsulados de
prépolis vermelha

Amostra Método UV (complexacao)* Método UV (leitura direta)**

Conc. Fator Conc.(mg) /100mg Conc. Fator Conc.(mg) /100mg
(ng/mL)  diluicéo Extrato seco (ng/mL) diluicdo Extrato seco
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Tintura 0,5150 400 0,206 87,05 250 21,76
MPV A-SD  0,9610 400 0,384 123,17 250 30,79
MPV B-SD  1,1207 400 0,448 163,17 250 40,79
MPV C-SD  0,9845 400 0,394 144,49 250 36,12
MPV D-SD  0,8624 400 0,345 74,97 250 18,74
MPV A-LF  0,6230 400 0,249 82,00 250 20,50
MPV B-LF  0,9610 400 0,384 95,81 250 23,95
MPV C-LF  0,5667 400 0,227 92,87 250 23,22
MPV D-LF  0,8624 400 0,345 126,44 250 31,61

* Padrdo utilizado quercetina, A = 425nm; ** Padrdo utilizado catequina, A = 280nm .

A comparagdo entre 0s processos de secagem mostra que a secagem por liofilizacdo
demonstrou ser um método mais adequado do ponto de vista da uniformidade de conteudo e
do teor de flavonoides. Os resultados foram proximos aos valores de tintura. Ja o0 processo de
secagem por spray-drying mostrou que durante processo de secagem ocorre perda de
excipientes por volatilizacdo/sucgdo e/ou aderéncia nas paredes do equipamento resultando
em teor maior em relacdo a tintura de propolis vermelha. Nas formulacbes MPVA-SD,
MPVB-SD e MPVC-SD observa-se um aumento no teor com percentagens maiores que
100%, MPV B-SD em relagdo ao valor tedrico (valor inicial). Porém, outros estudos de
validacdo e padronizacdo do processo de secagem podem ser realizados no sentido de avaliar

a reprodutibilidade dessa etapa de obtencdo dos microencapsulados.

Estudos de Dissolucao dos microencapsulados de propolis vermelha

As composicdes obtidas pelo processo de secagem por spray-drying (MPV A-SD e
MPV B-SD) foram submetidas ao ensaio de perfil de dissolucdo para avaliar a solubilidade, a
extensdo de liberacdo e a velocidade de dissolucdo das substéncias fendlicas. A Figura 2
retrata a velocidade de dissolucdo dos microencapsulados A e B. O MPV B vem apresentando
menor velocidade de dissolucdo em relagdo ao MPV A, provavelmente devido a maior

percentagem de goma xantana nesta composi¢do. Os estudos de dissolu¢cdo dos MPV A-SD e
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MPV B-SD apresentaram um modelo de liberacdo modificada, seguindo um perfil curvilinear,

com liberagdo méxima de 28% em 12 horas de ensaio para o0 microencapsulado A nebulizado.
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Figura 2: Perfil de dissolugdo dos microencapsulados A e B em tampéo fosfato pH 7.4.
Velocidade de rotacdo dos cestos 100 rpm sob temperatura de 37°C £+ 0.5°C

Microscopia Eletronica de Varredura

Os microencapsulados obtidos por spray-drying apresentaram na forma de particulas
esféricas, porém com uma grande variabilidade de tamanho de particula. Observou-se faixa de
tamanho entre < 10 e 30um para MPV A-SD, faixa entre < 10 e 30um para MPV B-SD e
faixa entre < 10 e 40um para MPV A-SD. Obtencédo de particulas esféricas foi um requisito
tecnoldgico importante neste processo de secagem.

Os microencapsulados obtidos por liofilizacdo apresentaram particulas com formato
irregular e ndo esferonizadas. No processo de secagem por liofilizacdo, as microparticulas
sofrem processo de fusdo, ou seja, unem-se em placas formando grandes agregados (MPV C-
LF e MPV D-LF) dificultando o processo de determinacdo de tamanho de particulas. Apenas

0 MPV A-LF apresentou-se na forma de microparticulas de formato irregular com tamanho de

particulas que varia entre 20 e 120 um (Figura 3).
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Figura 3: Fotomicroscopia de Varredura Eletrénica dos Microencapsulados A, B, C
e D da propolis vermelha de Alagoas obtidos por spray-drying e liofilizagdo.
Fotomicrografias dos microencapsulados MPV A-SD, MPV B-SD, MPV D-SD
obtidos por Spray-Dryer com ampliacdo de 1000 vezes (escala 100um) e
Microencapsulados MPV A-LF, MPV C-LF e MPV D-LF obtidos por liofilizagéo
com ampliagdo de 500 vezes (escala 200um).
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RESUMO: Prépolis € um produto natural com enfoque mundial em pesquisa, que, em virtude
de sua composicao quimica, em especial de flavonoides e acidos fendlicos, é responsavel por
diversas atividades biologicas. As industrias fitoterapéuticas brasileira estdo desenvolvendo
extratos secos de propolis, cuja concentracdo de flavonoides tem sido padronizada, no entanto
hd uma necessidade de desenvolver novos métodos quimicos e fisico-quimicos e ensaios
microbioldgicos pra garantir a sua qualidade. O objetivo do estudo foi caracterizar os extratos
secos de propolis vermelha por métodos quimicos e microbiolégicos. Quatro extratos secos
nebulizados e quatro extratos liofilizados contendo tintura de propolis vermelha foram
estudados. Os flavondides e as isoflavonoides da prépolis vermelha foram caracterizados por
CL-UV-FTEM e UV para a identificacdo e determinacdo de flavonoides total foi também
efetuado. A técnica de microdiluicdo em caldo foi usada para a determinagdo da concentracédo

inibitéria minima (CIM) contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Foi
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possivel identificar os flavonoides, isoflavonas, flavanas, flavondis e chalconas em extratos de
prépolis utilizando CLAE-UV em comparagdo com padrdes auténticos e confirmagdo também
foi realizada por meio de espectrometria de massa de alta resolugdo. A determinacdo de
flavonoides total mostrou concentracdo de 21,76 mg/100 mg de flavondides na tintura. Os
extractos liofilizados mostraram menor variagdo em relacdo ao teor de flavondides na tintura
(20,50-31,61 mg/100 mg), enquanto 0s extratos secos por pulverizagdo apresentaram uma
maior variacdo no teor de flavondides (29,99-40,79mg/100mg). Os CIMs dos extratos secos
foram de 135,87-271,74 ug/mL para Staphylococcus aureus e de 271,74-543,48 ug/mL para

Pseudomonas aeruginosa em 75%(6/8) das formulagdes.

Palavras-chave: Prépolis vermelha, extratos secos, flavonoides totais, isoflavonas, CL-UV-

FTEM, atividade antibacteriana.

Introducéo

Propolis € um produto natural com enfoque mundial em pesquisa, que, em virtude de
sua composicdo quimica, em especial de flavonoides e acidos fenolicos, € responsavel por
diversas atividades bioldgicas. A prépolis brasileira é classificada em grupos de acordo com
suas propriedades fisico-quimicas (Park et al., 2000). A propolis vermelha esta incorporada no
grupo 13 e € encontrada nos estados do Nordeste do Brasil (Bahia, Paraiba, Sergipe,
Pernambuco e Alagoas) (Daugsch et al., 2008).

A propolis vermelha que é produzido no Estado de Alagoas-Brasil recebeu um selo de
indicacdo geografica, devido as suas actividades bioldgicas distintas e um programa de
investigacdo esta em curso, a fim de padronizar o processo de producdo, envolvendo
diferentes organizacGes governamentais e ndo-governamentais. As indudstrias fitoterapéuticas
brasileira estdo desenvolvendo extratos secos de prépolis que apds seu processamento podem

resultar em um produto intermediario cuja concentragdo de flavonoides tem sido padronizada,
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no entanto ha uma necessidade de desenvolver novos métodos quimicos e fisico-quimicos e
ensaios microbioldgicos pra garantir a sua qualidade.

A composicdo quimica da prépolis tém sido investigada e a presence de isoflavonas
(Park et al., 2000), chalconas (Righi et al., 2011), isoflavanas, flavonois, pterocarpanas
(Alencar et al.,, 2007), terpenos and benzofenonas (Trusheva et al., 2006) tém sido
identificadas. A grande quantidade de diferentes classes de metab6litos secundarios
combinados nesta matéria-prima tem despertado interesse na pesquisa sobre sua atividade
bioldgica ja que é uma fonte de fitoquimicos concentrados onde a necessidade de extracéo de
materiais vegetais primarios tem sido removido. Além disso, as abelhas coletam a prdpolis
como um anti-infeccioso ja tém, por tentativa e erro, realizado rastreio biologico prejudicial.

O método UV-Vis € uma alternativa simples e de baixo custo para métodos analiticos
mais complexos e é importante para a garantia da prépolis e seus bioprodutos qualidade. O
UV-vis pode ser utilizado para a determinagdo de flavonoides e acidos fenolicos, utilizando
reacOes de derivatizacdo com agentes complexantes ou por leitura direta utilizando um padrao
adequado (Lopes et al., 2000). A Cromatografia Liquida acoplada a diferentes detectores (CL-
UV-DAD CL e CL-EM) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-
EM), sdo amplamente utilizados na analise complexa para alimentos, bebidas, produtos
farmacéuticos e cosmeéticos. CL-UV e CL-EM, podem ser boas estratégias para analise de
flavondides e acidos fendlicos e terpenos, especialmente para a determinacdo dos compostos
presentes na prépolis e outros produtos das abelhas em uma analise global (Merk & Gary,
2000; Gomez-Caravaca et al., 2006; Watson et al., 2006). Alguns métodos bioldgicos tém
sido usados para avaliar a eficacia de prépolis. Ensaios contra Artemia salina (Nunes et al.,
2009) e Saccharomyces cerevisiae Pdr5p (Lotti et al., 2011) foram citados, mas, métodos
microbioldgicos, principalmente, tém usado métodos de difusdo e microdiluicdo em agar, que

sdo utilizados para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O método de
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microdiluicdo é um barato e altamente reprodutivel, sensivel e requer uma quantidade menor
de amostra e, também, permite um registo permanente (Ostrosky et al., 2008). Os principais
objetivos deste trabalho foram caracterizar os extratos secos de propolis vermelha usando
ensaios quimicos, fisicos e microbiolégicos na criagdo de ferramentas de controle de

qualidade para a tintura e preparacdes secas a granel de propolis vermelha.

Materiais e Métodos
Quimico e bioldgicos

Os flavonoides crisina, catequina, pinocembrina, campferol, daidzeina, genisteina,
rarigenina, galangina, formononetina and biochanina A e catequina, acido caféico, acido
feralico e acido p-cumérico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) e
epicatequina e liquiritigenina foram adquiridas da Extrasynthese (Lyon Nord, France) como
padrdes analiticos. Os flavondides quercetina, luteolina, rutina foram compradas como
padrdes secundéarios da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte/Brasil.

Etanol grau PA, fosfato de potéassio dibasic e fosfato de dipotassico monobaésico, acido
formico e metanol grau CLAE foram comprados da J T Baker (Mallinckrodt, Mexico),
acetronitrila grau CLAE foram adquiridos da Fisher Scientific (Leicestershire, UK) e agua
grau Mili-Q foram produzidas no laboratorio.

As cepas de bactérias padronizadas foram da American Type Culture Collection
(ATCC) Staphylococcus aureus (ATCC 25293) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).
Agar Mueller Hinton, Agar BHI, Agar nutriente e resazurina foram os meios de cultura

utilizados nos testes microbiolégicos.
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Propolis vermelha

O material bruto de propolis vermelha (300 g) foram coletados em abril de 2012, em
Marechal Deodoro-Alagoas-Brasil, o apiario Ilha do Porto (Propolis A) com coordenadas
geograficas de latitude sul: 9° 44,5557, latitude oeste: 35° 52.080" e altura de 18.1 metros e
apiario Primavera (Propolis B) com coordenadas geograficas de latitude sul: 9° 42.258",

latitude oeste: 35° 54.391" e altura de 35.5 metros.

Preparacao do extrato bruto

250g de propolis bruta in natura foram utilizados para extrair 0S componentes ativos,
através de método de maceracdo com etanol a 80% (600 ml), com 3 ciclos de extragdo, em
seguida, a amostra foi concentrada em rotaevaporador (Fisatom®), obtendo-se 100 g de
extrato bruto de propolis. O extrato bruto foi armazenado em freezer a -20°C até analise.

Extratos de cloroformio (A) e (B) foram obtidos utilizando extracéo liquido-liquido.

Determinacdo de biomarcadores de Prépolis usando CLAE-UV e CL-Orbitrap-
FT-EM

Os marcadores de qualidade da propolis vermelha foram identificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de ultra-violeta
(Shimadzu®). A tintura de propolis foi preparado a 100mg/mL em etanol e em seguida
diluida até uma concentracdo de 1mg/ml.

O sistema de CLAE consistiu de uma bomba LC-10AD, um forno CTO-10AD, um
detector de UV SPD-10AD, um controlador CMB-10AD acoplado a um computador através
de um software CL-Solucdo da Shimadzu®. A fase mdvel consistiu de um sistema gradiente.
Como segue: Solvente A acido formico / agua (1:19 v/v) e solvente B metanol grau CLAE

(JT Baker, Mallinckrodt, Mexico). A separacgdo foi conseguida utilizando uma coluna C18
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Shimpak® (250mm x 4,6mm id, 5um) equipado com uma coluna de seguranca C18
Phenomenex® (4,0mm x 3,0mm i.d.; 5 um) e mantida a uma temperatura de 35°C. A taxa de
fluxo foi de 0,80 mL/min e comprimento de onda do detector de UV ajustado para 281 nm. O
sistema agradiente foi programado como segue: 30% de B no intervalo entre 0 and 7 minutes,
40% B em 15 minutos, 45% em 30 minutos, 60% B em 40 minutos, 80% B em 50 minutos,
90% B em 60 minutos, reduzido para 30% B em 65 minutos e mantido nesta condicdo
isocratica até ao momento de 70 minutos. As amostras foram introduzidas em CLAE usando 0
injetor Rheodyne com o volume de inje¢éo de 20uL.

A CL-orbitrap-FTEM de Thermo Scientific® foi usada com as seguintes condigdes: a
fase estacionaria foi a coluna C18 da ACE® (100 x 4.6 mm; 5um) e taxa de fluxo foi de 300
pL/min. A fase movel consistiu de (A) 0,1% &cido formic em agua: 0,1% de &cido formico
em acetonitrila (B) (v:v) em modo gradiente. A coluna foi eluida em modo gradiente, como se
segue: comecando com 30% de (B) e aumentando para 45% de (B) em 6 min., entdo
aumentando para 60% de (B) em 10 min. e aumentando para 75% em 14 min., em seguida
aumentando para 90% em 18 min. e aumentando para 100% em 22 minutos e mantido 100%
de (B) entre 22-47 min. e diminuindo para 30% de (B) em 52 min., entdo mantido em 30% de
(B) entre 52-58min. O FTEM foi criado para adquirir ions em modo negativo com uma tensao
de 4,0 kV e fluxos de gas auxiliares de 50 e 10 unidades arbitrarias. O instrumento foi
verificado na gama de 50-1200 amu. Um volume de 10 mL foi injetado no LC-Orbitrap-

FTEM.

Extratos secos de Propolis vermelha
Quatro composicdes (A, B, C e D) foram preparadas contendo tintura de prépolis com
algumas variacGes nas propor¢des de excipientes utilizados (resultados ndo publicados). As

composic¢des foram submetidos a dois processos de secagem usando spray-drier e liofilizador
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para obter 8 formulacgdes, que foram, previamente caracterizadas por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV) (Resultados ndo publicados). Os extratos secos de propolis vermelha
obtidos por spray-drying (ESPV A-SD, ESPV B-SD, ESPV C-SD e ESPV D-SD) e extratos
secos obtidos por liofilizagdo (ESPV A-LF, ESPV B- LF, ESPV C- LF e ESPV D- LF) foram
submetidos a determinacdo do teor de flavondides totais e teste de atividade antimicrobiana e

determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).

Determinagéo de Flavonoides Totais

Os extratos secos foram, previamente, submetidos a secagem em forno de
infravermelho a 105°C durante 15 minutos. Os extratos secos de prépolis vermelho contendo
100mg de extrato bruto de propolis foram pesados e solubilizados com etanol a 96° GL em
baldo volumétrico (10mL) para obter uma concentracdo de 10mg/mL. As leituras foram
tomadas em espectrofotémetro de UV (280 nm) apds prévia diluicdo da amostra para uma
concentracdo de 40ug/mL. Os ensaios foram realizados em triplicate e a determinacéo de
flavonoides totais foram baseada em concentracdo de padrdo de catequina. O método foi

previamente validado no laboratorio (Oliveira e col. 2011).

Teste preliminar da Atividade Antibacteriana

A tintura de propolis vermelha padronizada (10%) foi preparada em baldo volumétrico
(10 mL) usando etanol a 96°GL para uma concentracdo de 100.000 pg/mL. Os extratos secos
de prépolis vermelha foram preparados na mesma concentracdo da tintura. As solucdes de
trabalho foram diluidas em tampéo fosfato (pH 7.4) para concentracdes de 50, 100, 200, 400,
800, 1.500, 1.000 e 2.000 pg/mL e ensaiadas contra cepas de S. aureus e P. aerugionosa.

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizadas usando o método de difuséo

em agar (Bauer et al, 1966). As cepas padronizadas foram inoculadas em placas de Petri
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contendo 20 mL de &gar Mueller Hinton utilizando swabs estéreis. 100 uL da solugdo de
trabalho dos extratos de propolis vermelha foram transferidas para pogos de 8 mm didmetro,
que foram preparadas manualmente com ponteiras estéreis. As placas de Petri foram
incubadas a 36°C por 24 horas e, em seguida, a leitura dos resultados foram realizadas

medindo o didmetro dos halos formados ao redor dos pocgos (Figura 1).
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Figura 1 Ensaio de atividade antimicrobiana da tintura de prépolis vermelha contra Staphylococcus
aureus (A) e (B). Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) usando microplcas de 96 pogos para S.
aureus e P. aeruginosa (C) controle, (D) tintura, (E) ESPV D-FD e (F) ESPV D-SD. Pontos azuis
mostram crescimento de S. aureus e P. aeruginosa e pontos rosas nas microplacas mostram auséncia
de crescimento bacteriano.
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Determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

O teste da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) ou ensaio de microdiluicdo em
caldo foi realizado usando microplacas de cultura (96 pocos) contendo 100 pl/pogo de caldo
de Muller Hinton, seguindo o procedimento descrito por CLSI (2006), com algumas
modificacbes. Uma solucdo estoque foi preparada a 10 mg/mL usando etanol a 96° GL e
diluida em caldo Muller Hinton (1250 pg/ml). Diluicdes seriadas (na razdo de 1:2) foi
preparada em concentracdes variando de 9,765 a 1250 pg/mL, em microplacas. Cerca de 30
uL de suspensdo bacteriana (aproximadamente 1.5 x 10° UFC/mL) foi adicionada aos pogos
contendo 100 pL de caldo Muller Hinton com diferentes concentragdes finais de propolis
(concentracOes variando de 8,91 a 1086,96 pg/mL). As microplacas foram incubadas 36 °C
por 24 horas. Os resultados foram observados apos adi¢cdo de 40 pL de solugéo de resazurina
(100ug/mL) e reincubacdo a 36 °C por 2 horas. Pontos azuis na microplaca mostram
crescimento de S. aureus e P. aeruginosa e pontos rosas mostram auséncia de crescimento
bacteriano. Diluicdes seriadas de etanol 96 °GL em caldo Muller Hinton broth foram
realizadas como controle negative (Figura 1). Os valores de CIM foram definidos como a

menor concentracao que inibiu o crescimento bacteriano. O teste foi realizado em triplicata.

Resultados e Discussao
Determinacéo de marcadores de propolis usando CLAE-UV e CLAE- Orbitrap-FTEM

O método de CLAE-UV apresentados indicaram a presence de muitos picos
cromatograficos no extrato de propolis vermelha demonstrando a complexidade da analise
deste material bruto fitofarmacéutico, mas foi possivel obter resolucdo relativa entre os picos
usando o método cromatografico proposto e para fazer novos ajustes para 0 método grediente
CLAE-FTEM baseado sobre este primeiro. As analyses CLAE-UV demonstrou a presence de

aciso fendlicos, flavans, flavones, chalconas e isoflavonas em composicdo de prdpolis
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vermelha. Os picos cromatogréaficos foram identificados na tintura de propolis vermelha pro

comparagdo com padrées nas concentracdes de 0,1 a 1,0 mg/mL (Figura 2).
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Figura 2: (A) Perfil cromatografico da tintura de propolis vermelha na concentracdo de 1 mg/mL. (1)
catequina, (2) epicatequina, (3) acido caféico, (4) acido p-cumarico, (5) acido fertlico, (6) rutina, (7)
liquiritigenina, (8) quercetina, (9) luteonina, (10) isoliquiritigenina, (11) formononetina, (12)
pinocembrina, (13) biochanina A e (14) crisina; (B) Perfil cromatografico ampliado do extrato bruto de
propolis vermelha.

O mesmo extrato bruto foi utilizado para preparar as tinturas A e B da propolis
vermelha, que foram depois injetados no CLAE-Orbitrap-FTEM (figura 3). A confirmacdo da
presence de isoflavonoides, chalconas, flavans, flavondis, flavonas, acido fendlico presente na

prépolis vermelha foram realizados por detecgdo de ion usando modo negativo do CLAE-
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Orbitrap-FTEM e férmulas foram geradas usando software Xcalibur da Thermo Scientific®
(Tabela 1). Outras classes de compostos menos estudadas da propolis vermelha foram
também detectadas. No intervalo de 24,0-50,0 minutos foi possivel detector a presence de
propolonas e gutifernoas na propolis vermelha. H& um interesse particular nas gutiferonas
devido ao sua atividade antimicrobiana, Anti-HIV e anti-cancer e foi possivel identificar Omo
compostos majoritarios as gutiferonas E (MW 602.8) e formula (CssHsoOs) no tempo de

retencdo de 32,9 minutos.

Figura 3: Perfil cromatogréafico da (A) tintura A e (B) tintura B da propolis vermelha na concentracao
de 1 mg/mL usando CLAE-Orbitrap-FTEM.
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Tabela 1: Identificacdo e confirmacdo de alguns biomarcadores da prépolis vermelha brasileira em

tintura usando CLAE-Orbitrap-FTEM

Pico & (min.) Formula [M-H]_(m/z) MW Identificacio Referéncia
1 2.95 CoHsO,4 179.0556  180.16 Acido caféico authentic standard
2 298  CioHi004  193.0502  194.18 Acido ferdlico Alencar (2007)
3 3.04 CoHgO3 163.0243  164.16  Acido p-cumarico authentic standard
4 7.05 C15H1005 269.0811 270.24 Genisteina authentic standard
5 7.35 CisH100s  285.0395  286.24 Kaempferol authentic standard
7.82 C16H1206 299.0550 300.28 Kaempferida *
6 8.04 C15H14056 289.0711 290.27 Catequina authentic standard
7 8.28 C15H12056 287.0553 288.25 Dalbergioidin *
8 8.83 C15H1406 289.0711 290.27 Epicatequina authentic standard
9 8.95 C15H1004 253.0499 254.24 Daidzeina authentic standard
10 9.34 C15H1205 271.0602 272.25 Narigenina authentic standard
11 9.43 C15H1006 285.0758 286.24 Luteolina Daugsch (2008)
12 9.64 C15H1204 255.0654 256.27 Liquiritigenina Daugsch (2008)
13 9.67 C15H1007 301.0593 302.27 Quercetina Alencar (2007)
14 11.88 C15H1205 271.0603 271.25 Naringenin authentic standard
15 11.88 C15H1,05 271.0603 272.26 Pinobanksina Daugsch (2008)
16 15.79 C15H100s5 269.0459 270.24 Galangina authentic standard
17 13.14  Cy5H1204 255.0654 256.25 Isoliquiritigenina Daugsch (2008)
18 13.77 Ci1sH1204 267.0655 268.28 Formononetina Daugsch (2008)
19 14.66 C16H1604 271.0603 272.29 Vestitol Righi (2011)
20 15.73 C15H1004 253.0865 254.25 Crisina Alencar (2007)
21 16.42  CyH120s5 283.0603 284.26 Biochanina A Daugsch (2008)
22 16.87 C15H1204 255.1019 256.27 Pinocembrina Daugsch (2008)
23 32.88 C3sH5006 601.3517 602.80 Guttiferona E authentic standard

Fonte: Autor, 2012.

Usando CLAEC-Orbitrap-FTEM foi possivel observer similaridades entre as tinturas
A e B no tempo de retencdo entre 2,0 a 22,0 minutos que corresponde ao tempo de eluigdo
dos acidos fendlicos e flavonoides, no entanto, observou-se difenecas para a tintura B em
relacdo a tintura A com a gama de menor intensidade dos picos de 24,0 a 50,0 minutos e,
principalmente para o pico particular em 32,9 minutes (identificado como a Gutiferona E) e
detectado em ambas tinturas. CLAE-UV e CLAE-Orbitrap-FTEM foram ferramentas Gteis na

caracterizacdo quimica dos extratos de propolis vermelha.



99

Determinagéo de Flavondides Totais na tintura e extratos secos de propolis vermelha

O cromatograma, figura 2 e 3, mostra a ampla gama de compostos fendlicos presentes
na prépolis vermelha e a grande possibilidade em identificar novos compostos. A prépolis
vermelha de Alagoas-Brasil é um caso atipico em conta da presenca de flavondides. E
possivel encontrar muitos metabdlitos secundéarios, tais como, as flavanas (catequina) e
isoflavanas (vestitol) presents na prépolis vermelha sem absorcdo na regido do visivel e,
também, compostos que possuem uma baixa reatividade com os reagentes especificos, como
o cloreto de aluminio nas reac¢des classicas para a determinacdo total de flavonoides. Assim,
a espectrofotometria de UV para a determinacao total de flavonoides, que se baseou na leitura
direta em comprimento de onda especifico, sem a presenca de reacdes quimicas complexantes
e/ou reagentes de derivatizagao.

Em estudos prévios, foi observado que a tintura, extratos, extratos cloroférmicos,
formulacdes de xaropes e de extratos secos de prdopolis vermelha tem absorvancia no
comprimento de onda maximo de 280 nm, semelhante ao padrdo de catequina e de forma
diferente do padrdo quercetina, que mostrou comprimento de onda maximo de 250 e 370nm.
Assim, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um meétodo rapido de leitura direta no UV para
determinacdo de flavonoides totais (Oliveira e col. 2011). O padrdo catequina apresenta um
perfil espectrofotométrico (especifica), semelhante a tintura de prépolis vermelha e
demonstraram uma maior especificidade do que a quercetina para a determinacdo total de
flavondides. Uma das explicacbes para uma maior especificidade de catequina pode esta
relacionado com a grande quantidade de isoflavonas e isoflavanas presentes na propolis
vermelha, para os quais a absorcdo maxima ocorre em 280nm (Righi, 2008).

A tintura de prépolis vermelha e 0 padrdo catequina mostrou boa correlacdo entre a
absorcdo e a faixa de concentracdo estudada. A tintura de propolis apresentaram uma equacao

da reta de (y = 0.0017833x + 0.0133; r’ = 0.9997), enquanto a catequina apresentou equacao



100

de reta (y = 0.0011267x + 0.005933; r* = 0.9999), demonstrando que o método pode ser
utilizado para ensaios de quantificacdo de flavondides/fendlicos presentes nos extratos,
fracOes e tintura e microencapsulados de propolis.

Os valores de precisdo obtidos para a tintura e de extratos secos de propolis durante o
ensaio de quantificacdo do teor de flavondides, mostraram uma variacao de até 4,3%, 3,51%
para 0s extratos secos obtidos por liofilizacdo e nebulizacéo, respectivamente, e 0,95% para
tintura de prépolis.

A tabela 2 mostra os valores do teor de flavondides na tintura e nos extractos secos de
propolis. A tintura apresentou teor de flavondides que corresponde a 21,76 mg de
flavonoids/100mg de extrato seco. Enquanto que os extractos secos obtidos por pulverizacao
apresentaram maiores niveis de flavonoides em relagéo a tintura de prépolis e em relacéo aos
extratos secos obtidos por liofilizagéo.

Tabela 2: Determinacédo de flavondides totais e substancias fendlicas na tintura de propolis e extratos
Secos.

UV Method (direct reading)*

Amostras
Conc. (ng/mL) Fator de diluicdo Conc.(mg) /100mg extrato seco

Tintura 87,05 250 21,76
ESPV A-SD 123,17 250 30,79
ESPV B-SD 163,17 250 40,79
ESPV C-SD 144,49 250 36,12
ESPV D-SD 74,97 250 29,99
ESPV A-LF 82,00 250 20,50
ESPV B- LF 95,81 250 23,95
ESPV C- LF 92,87 250 23,22
ESPV D- LF 126,44 250 31,61

Atividade antibacterina e determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima de
tintura e extratos secos de propolis vermelha
O teste de suscetibilidade mostrou que a tintura B e as formulacBes comegaram a

exibir atividade contra o Staphylococcus aureus ATCC 25293 e Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27853, em concentracdes entre 100 e 400 pg/mL. No entanto, o ensaio de confirmacéo
(CIM), utilizando ensaio de microdiluicdo em caldo foi de 135,87-271,74 pg/mL para S.
aureus e 271,74-543,48 pg/mL para P. aeruginosa (Tabelas 3-4). Eloff et al. (1998)
demonstraram que a sensibilidade da microdiluicdo para determinacdo da CIM é 32 vezes
maior do que a técnica de difusdo em disco e, assim, 0 método de microdiluicdo em caldo €
considerado o padréo ouro (Nader, 2010).

Tabela 3: Atividade antimicrobiaana da tintura (B) e extratos cloroférmico (A) and (B) de propolis
vermelha contra S. aureus e P. aeruginosa obtidas usando o ensaio de difusdo em agar.

Conc. Diametro do halo de inibi¢cdo (mm) Diametro do halo de inibi¢cdo (mm)
(ng/pogo) Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Tintura B E.C.A E.C.B Tintura B E.C.A E.C.B
100 8 mm 15 mm 12 mm 8 mm 20 mm 18 mm
200 8 mm 17 mm 14 mm 8 mm 24 mm 18 mm
400 10 mm 19 mm 15 mm 12 mm 24 mm 22 mm
600 12 mm 20 mm 18 mm 14 mm 26 mm 24 mm
800 12 mm 21 mm - 16 mm 28 mm 26 mm
1000 12 mm 19 mm 18 mm 16 mm 28 mm 28 mm
2000 14 mm 22 mm - 18 mm 28 mm 30 mm

*E.C. extrato cloroférmico

A menor atividade de extratos secos pode ser explicada como sendo devido o uso da
tintura de prépolis vermelha B obtida diretamente do extrato bruto, pois contém baixa
quantidade de benzofenonas poliisoprenilada e grande quantidade de outras substancias sem
atividade antibacteriana (graxas e ceras). Trabalhos anteriores utilizando extrato cloroférmio
da propolis vermelha (tintura A) enriquecido em flavonoides e benzofenonas poliisoprenilada
mostraram faixa de concentragdo critica de 80-100ug/mL para S. aureus e P. aeruginosa
(Tabela 3). Trabalhos anteriores relataram atividade anti-bacteriana de alguns gutiferonas e
propolonas contra cepas Gram-positivos e Gram-negativos (Monzote et al, 2011; Naldoni et

al, 2009).
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Tabela 4: Atividade Antimicrobianade diferentes extratos secos de propolis contra S. aureus e P.
aeruginosa obtidas usando ensaios de difusdo em &gar e CIM dos extratos secos de propolis vermeha
(ESPV) usando o ensaio de microdiluicéo.

Conc. Diametro do halo de inibi¢gdo (mm)
(ng/pogo) Staphylococcus aureus
ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV
A* B* C* D* A** B** C** D**
50 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm
100 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm
200 10mm 10 mm 10 mm 8 mm 10 mm 8 mm 10 mm 10 mm
400 12mm 12 mm 12 mm 10 mm 12 mm 12 mm 12 mm 12 mm
800 14 mm 14 mm 14 mm 12 mm 14 mm 14 mm 14 mm 14 mm
1000 16 mm 14 mm 14 mm 12 mm 14 mm 16 mm 14 mm 14 mm
1500 16 mm 14 mm 16 mm 12 mm 14 mm 16 mm 14 mm 16 mm
2000 16 mm 16 mm 16 mm 14 mm 16 mm 18 mm 16 mm 16 mm
CIM 135,87- 135,87- 135,87- 271,74- 135,87- 271,74- 135,87- 135,87-
(ng/mL) 271,74 271,74 271,74 543,48 271,74 543,48 271,74 271,74
Conc. Diametro do halo de inibigdo (mm)
(ng/poco) Pseudomonas aeruginosa
ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV ESPV
A* B* C* D* A** B** C** D**
50 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm
100 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm 8 mm
200 10mm 12 mm 10 mm 8 mm 10 mm 8 mm 10 mm 10 mm
400 12mm 14 mm 12 mm 8 mm 12 mm 8 mm 12 mm 12 mm
800 14 mm 16 mm 14 mm 10 mm 14 mm 10 mm 14 mm 14 mm
1000 16mm 16 mm 16 mm 12 mm 16 mm 10 mm 16 mm 16 mm
1500 18mm 20 mm 18 mm 14 mm 18 mm 14 mm 16 mm 18 mm
2000 20mm 22 mm 20 mm 16 mm 20 mm 16 mm 18 mm 20 mm
CIM 271,74- 271,74- 271,74- 543,48- 271,74- 543,48- 271,74- 271,74~
(ng/mL) 543,48 543,48 543,48 1086,96 543,48 1086,96 543,48 543,48
* Spray-drying ; ** Liofilizacdo

Analisando os dados da CIM foi observado que as formulacdes de ESPV D-SD e

ESPV B-LF foram maiores. No caso de ESPV-SD, pode ser devido ao menor teor de

flavondides totais. Observa-se que (6/8), 75% das formulagdes mostrou um CIM de 135,87-

271,74pg/mL para S. aureus e 271.74-543.48 pg/mL para P. aeruginosa, estabelecendo-se,

assim, uma ordem de susceptibilidade: S. aureus > P. aeruginosa, €, assim, as concentracoes

mais baixas foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus (Gram-positiva), em relacdo a

Pseudomonas aeruginosa (gram-negativo). Esta observacdo tem sido relatada antes na

literatura (Stepanovic et al., 2003).
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Bruschi (2006) mostrou zonas de inibi¢cdo contra S. aureus (16.33 = 0.58 mm) e P.
aeruginosa (11.00 + 0.00 mm) com uma suspensdo padronizada contendo 2.5x10” UFC/mL
comtintura a 30% (p/p), mas 0s extratos secos ndo mostraram atividade inibitoria.

A variacdo nos resultados microbiolégicos pode ser explicado com os fatores
associados a técnica de extracdo, ao local de origem da prépolis (flora), a temporada em que
foi coletada e quaisquer contaminantes presentes (Bianchini & Bebendo, 1998) Os métodos
microbiol6gicos, meios de cultura e carga microbioldgica, também, podem influenciar os
resultados obtidos.

Embora nédo tenha havido, alguns autores sugerem que o efeito inibidor é devido a um
efeito sinérgico entre os &cidos fenolicos, flavondides e outros compostos organicos,
especialmente pinocembrina, pinobanksina e galangina (Burdock et al., 1998). E provavel que
0s compostos fendlicos ativem ou aumentem a atividade da lisozima, enzima responsavel pela
desestabilizacdo da parede celular bacteriana, mas estas acGes podem variar em funcdo da
sensibilidade de cada grupo bacteriano (Andrade, 2010) e esta sensibilidade esta ligada,
provavelmente, as diferencas estruturais entre as paredes celulares de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. As bactérias gram-positivas sao consideradas mais sensiveis aos
agentes antibacterianos, ja que s6 tem uma parede celular composta, principalmente, por
peptideoglicanos, enquanto que as bactérias Gram-negativas, mais resistentes, além de
peptideoglicanos, existem uma camada adicional que é rica em lipopolissacaridos, o que
dificulta a lise dessas bactérias (Mizoerva et al., 1997). Outros possiveis mecanismos de
atividade antibacteriana pode esté relacionada com a inibicdo da motilidade celular (Mizoerva
et al., 1997), acdo sobre o potencial de membrana; inibicdo do RNA polimerase, inativacdo da
bomba de efluxo e inibicdo da sintese de proteinas (Takaisi-Kikuni & Schilcher, 1994;

Mizoerva et al., 1997).
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CONSIDERACOES FINAIS

Desenvolveu-se microencapsulados de prépolis vermelha de liber¢do controlada
atraves de técnicas de emulsificacdo/dispersdo auxiliados por processo de secagem de

liofilizac&o e spray-drying.

Os microencapsulados obtidos por spray-drying apresentaram problemas técnicos
durante processo de secagem, resultaram em altos teores de flavondides o que ndo aconteceu
com os microencapsulados que sofreram secagem por liofilizagéo.

Estudos reoldgicos mostraram que MPV A-SD, MPV C-SD, MPV C-LF e MPV D-LF
podem ser utilizados em formas farmacéuticas sélidas, enquanto as demais, devido a pobre
fluidez podem ser aplicadas em formas farmacéuticas/alimenticias dispersas.

Os estudos de dissolu¢do dos MPV A-SD e MPV B-SD apresentaram um modelo de
liberacdo modificada, seguindo um perfil curvilinear, com liberacdo méxima de 38% em 12
horas de ensaio.

Os microencapsulados apresentaram atividade para todos 0s micro-organismo estudos,
porem com diferencas na Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida
Minima. Bactérias gram-positivas foram mais susceptiveis que bactérias gram-negativas.

A analise global através de atributo demonstra que das oito formulacdes estudadas,
apenas trés sdo candidatas a etapas de otimizacdo dos microencapsulados de liberacéo

controlada.
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APENDICES

Tabelal - Composicéo geral das formulacbes A e B.
Microencapsulado (propolis +

Extrato bruto
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Peso padronizado de po

excipientes) de proépolis
MPV A 20g 159 0,189
MPV B 18,99 9,09 0,283 g

Fonte: Autora, 2012.

Tabela 2 — Obtencao das diluicbes de formulacdes intermediarias de propolis vermelha de

C(inicial)

V(transfe rido)

C(final)

Alagoas obtidas a partir das solucGes estoque

V(final )= V(transferido de tintura) T V(tampéo)

Micro-organismo-
teste

1.000pg/mL 25 pL 50 pg/mL 500 puL = 25 pL + 475 pL S. aureus
P. aeruginosa
1.000pg/mL 50 pL 100 pg/mL 500 pL = 50 pL + 450 pL S. aureus
P. aeruginosa
1.000pg/mL 100 pL 200 pg/mL 500 pL = 100 pL + 400 pL S. aureus
P. aeruginosa
1.000pg/mL 200 pL 400 pg/mL 500 pL = 200 pL + 300 pL S. aureus
P. aeruginosa
10.000pg/mL 40 pL 800 pg/mL 500 pL =40 pL + 460 pL S. aureus
P. aeruginosa E.
coli
10.000pg/mL 50 pL 1.000 pg/mL 500 pL =50 pL + 450 pL S. aureus
P. aeruginosa E.
coli
10.000pg/mL 75 pL 1.500 pg/mL 500 pL = 75 pL + 425 pL S. aureus
P. aeruginosa E.
coli
10.000pg/mL 100 pL 2.000 pg/mL 500 pL = 100 pL + 400 pL S. aureus
P. aeruginosa E.
coli
10.000pg/mL 125 pL 2.500 pg/mL 500 pL = 125 pL + 375 pL E.coli
10.000pg/mL 150 pL 3.000 pg/mL 500 pL = 150 pL + 350 pL E.coli
10.000pg/mL 200puL 4.000 pg/mL 500 pL = 200 pL + 300 pL E.coli
10.000pg/mL 250puL 5.000 pg/mL 500 pL = 250 pL + 250 pL E.coli

Fonte: Autora, 2012.



Figura 1 - Esquema para obtencéo da CIM preliminar.

aca de Agar - Hinto F § §
Placa de Agar Mueller Hinton Inéculo bacteriano padronizado,

(0.5 da escala de Mac Farland)

Inoculagio das placas, em trés sentidos diferente.

Confecgao dos pogos com ponteira estéril

OO

Transferéncia das diluigdes das formulagdes

Sle

Incubagdo das placas
(36°C/16-18 horas)

Medidas
dos halos de inibigdo

Fonte: Autora, 2012.
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Quadro 1 - Esquematizagdo das concentracgdes em cada pogo

Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

1 2 3

4

5

6 7

8

10 11 12

A 1086, 96 pg/mL 1086, 96 pg/mL 3478,26 pg/mL
B 543,48 pg/mL 543,48 pg/mL 1739,13 pg/mL
C 271,74 pg/mL 271,74 pg/mL 869,57 pug/mL
D 135,87 pg/mL 135,87 pg/mL 434,78 pg/mL
E 67, 93 pg/mL 67, 93 pg/mL 217,39 pg/mL
F 33,97 pg/mL 33,97 pg/mL 108,7 pg/mL
G 16,98 pg/mL 16,98 pg/mL 54,35 pg/mL
H 8,91 pg/mL 8,91 pg/mL 27,17 pg/mL

Fonte: Autora, 2012.
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Figura 2 - Em cada placa sera avaliada uma formulagéo frente a S. aureus, P. aeruginosa e E.
coli. As colunas 4, 8 e 12 serviram de suporte para a determinacdo da
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Nas linhas (A a H) ocorrerdo as
diluigdes seriadas.
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:
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Fonte: Autora, 2012.
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Figura 3 - A) Microencapsulados obtidos por liofilizagcdo; B) Microencapsulados obtidos
por spray-drying;

Fonte: Autora, 2012.
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Figura 4 — Ensaio comparativo de seletividade entre padréo catequina e
extrato de prépolis vermelha.
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Fonte: Autora, 2012.

Tabela 3 - Precisdo e exatiddo para ensaio de determinacdo do teor de flavonoides pelo método
UV (alternativo) nos extrato bruto de proépolis a 10%.

Concentracao Preciséo intermediaria Exatidao (%)

(ng/mL) 1° Dia 2° Dia 3° Dia Media DP % CV (% Bias)

70 70,53 70,12 75,88 72,18 3,22 4,46 3,11
60 62,06 58,41 65,29 61,92 3,44 5,56 3,20
50 53,12 48,29 55,35 52,25 3,61 6,90 4,51
40 39,71 38,82 43,41 40,65 2,43 5,99 1,62
30 30,65 30,06 32,47 31,06 1,26 4,05 3,53
20 19,53 19,82 21,76 20,37 1,21 5,96 1,86
10 10,47 11,18 10,47 10,71 0,41 3,81 7,06
5 5,53 5,00 4,94 5,16 0,32 6,28 3,14

Fonte: Autora, 2012.
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Tabela 4 - Precisao e exatidao para ensaio de determinacao do teor de flavonoides pelo método
UV (alternativo) no padréo de catequina.

Concentracéo Precisdo intermediaria Exatidao
(ng/mL) 3° Dia Média DP % CV (% Bias)
80 80,00 82,27 82,09 81,45 1,26 1,55 1,82
70 71,82 72,82 72,09 72,24 0,52 0,72 3,20
60 61,36 61,82 61,45 61,55 0,24 0,39 2,57
50 50,73 51,18 51,27 51,06 0,29 0,57 2,12
40 41,36 41,00 40,73 41,03 0,32 0,78 2,58
30 31,36 31,27 30,55 31,06 0,45 1,44 3,53
20 20,45 20,45 20,55 20,48 0,06 0,28 2,42
15 15,09 15,00 15,27 15,12 0,14 0,91 0,80
10 10,27 10,09 10,36 10,24 0,14 1,34 2,40

5 8,45 8,91 8,64 8,67 0,23 2,67 1,96

Fonte: Autora, 2012.

Figura 5 - Curva de calibracdo da catequina e tintura de prdpolis 10% para ensaios
quantitativos.
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FONTE: Autora, 2012.
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Tabela 5 - Obtencdo dos dados de absorbéncia pelo método de reagdo colorimética usando
quercetina como padréo para flavonoide.

Amostra ABS 1 ABS 2 ABS 3 Média DP %CV

Tintura 0,046 0,043 0,048 0,046 0,0025 5,51
MPV A-SD 0,075 0,079 0,078 0,077 0,0021 2,69
MPV B-SD 0,085 0,090 0,091 0,089 0,0032 3,63
MPV C-SD 0,077 0,085 0,075 0,079 0,0053 6,70
MPV D-SD 0,055 0,055 0,048 0,070 0,0021 2,96
MPV A-L 0,052 0,060 0,048 0,053 0,0061 11,46

MPV B-L 0,055 0,051 0,058 0,077 0,0021 2,69
MPV C-L 0,051 0,050 0,047 0,049 0,0021 4,22
MPYV D-L 0,071 0,072 0,068 0,070 0,0021 2,96

Fonte: Autora, 2012.

Tabela 6 - Obtencdo dos dados de absorbancia pelo método leitura direta em UV usando
catequina como padrao para flavonoide

Amostra ABS 1 ABS 2 ABS 3 Media DP %CV

Tintura 0,961 0,979 0,967 0,969 0,0092 0,95
MPV A-SD 1,397 1,347 1,366 1,370 0,0252 1,84
MPV B-SD 1,822 1,890 1,730 1,814 0,0803 4,43
MPV C-SD 1,560 1,665 1,595 1,607 0,0535 3,33
MPV D-SD 0,858 0,834 0,813 0,835 0,0225 2,70
MPV A-L 0,921 0,922 0,896 0,913 0,0147 1,61
MPV B-L 1,068 1,042 1,089 1,066 0,0235 2,21
MPV C-L 1,051 1,036 1,014 1,034 0,0186 1,80
MPV D-L 1,396 1,46 1,363 1,406 0,0493 3,51

Fonte: Autora, 2012.
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Tabela 7 - Ensaio de dissolucdo da composicdo MPV A-SD com leitura em absorbancia.

Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 0,106 0,086 0,074 0,089 0,016
1 0,193 0,104 0,107 0,135 0,051
2 0,309 0,197 0,198 0,235 0,064
3 0,412 0,282 0,275 0,323 0,077
4,5 0,518 0,399 0,361 0,426 0,082
6 0,591 0,494 0,445 0,510 0,074
9 0,615 0,63 0,591 0,612 0,020
12 0,662 0,763 0,631 0,685 0,069

Fonte: Autora, 2012.

Tabela 8 - Determinacéo da concentracéo ( %) nas cubas de dissolucdo da composicdo MPV B-SD.

Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 2,70 2,82 3,24 2,92 0,28
1 4,42 4,33 5,17 4,64 0,46
2 6,68 6,85 7,39 6,97 0,37
3 8,46 9,29 9,59 9,11 0,59
4,5 12,16 12,95 13,29 12,80 0,58
6 * * * * *
9 * * * * *
12 * * * * *

* Dados excluidos do ensaio por conta de falha mecanica do dissolutor
Fonte: Autor, 2012.
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Tabela 9 - Determinagao da concentragédo (ng/mL) nas cubas de dissolu¢éo da composi¢cdo MPV

A-SD

Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 5,22 4,09 3,42 4,24 0,91

1 10,12 5,12 5,29 6,84 2,84

2 16,67 10,36 10,42 12,49 3,63

3 22,53 15,18 14,79 17,50 4,36

4,5 28,59 21,82 19,68 23,36 4,65

6 32,82 27,25 24,49 28,19 4,24

9 34,33 35,01 32,80 34,05 1,13

12 37,14 42,65 35,20 38,33 3,86

Fonte: Autor, 2012.

Tabela 10 - Determinacgdo da concentracdo (%) nas cubas de dissolu¢do da composicdo MPV A-SD

Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 3,86 3,03 2,53 3,14 0,67

1 7,50 3,80 3,92 5,07 2,10

2 12,35 7,68 7,72 9,25 2,69

3 16,69 11,25 10,95 12,96 3,23

4,5 21,18 16,16 14,58 17,31 3,44

6 24,31 20,19 18,14 20,88 3,14

9 25,43 25,94 24,30 25,22 0,84

12 27,51 31,59 26,08 28,39 2,86

Fonte: Autor, 2012.
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Tabela 11 - Ensaio de dissolugdo da composicdo MPV B-SD com leitura em absorbéncia.

Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 0,078 0,081 0,091 0,083 0,0068
1 0,119 0,117 0,137 0,124 0,0110
2 0,173 0,177 0,19 0,180 0,0089
3 0,215 0,235 0,242 0,231 0,0140
4,5 0,303 0,322 0,33 0,318 0,0139
6 * * * * *
9 * * * * *
12 * * * * *

* Dados excluidos do ensaio por conta de falha mecanica do dissolutor.
Fonte: Autor, 2012.

Tabela 12 - Determinagdo da concentracédo (ug/mL) nas cubas de dissolugdo da composi¢do MPV

B-SD.
Tempo (horas) Cuba 1 Cuba 2 Cuba 3 Média DP
0,5 3,64 3,81 4,37 3,94 0,38
1 5,96 5,85 6,98 6,26 0,62
2 9,02 9,24 9,98 9,42 0,50
3 11,42 12,54 12,95 12,30 0,79
4,5 16,41 17,48 17,95 17,28 0,79
6 * * * * *
9 * * * * *
12 * * * * *

* Dados excluidos do ensaio por conta de falha mecénica do dissolutor
Fonte: Autor, 2012.
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Figura 6 — Halos de inibicao frente a S. aureus
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Fonte: Autor, 2012.
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Figura 7 — Halos de inibicdo frente a P. aeruginosa

Halos de inibicdo frente a P. aeruginosa

Formulacao B

Formulacdo A

Formulacao C

Formulacao D

Tintura

Fonte: Autor, 2012.
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Figura 8 — Determinacédo da CIM
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Figura 9 — Determinagdo da CBM
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