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RESUMO

A propolis vermelha de Alagoas ganhou destaque por possuir uma constituicdo
quimica diferenciada e superioridade em relagao as atividades biolégicas quando
comparada a outros tipos de propolis, a qual foi conferida selo de indicacéo
geografica. Ultimamente vem crescendo a busca por produtos que promovam a
protecdo da pele, associando além do efeito fotoprotetor outros beneficios
biolégicos, chamados de produtos multifuncionais e dentre as muitas funcdes
bioldgicas da propolis, destacam-se aquelas que proporcionam a protegcao da pele.
As microparticulas facilitam a manipulagéo de certas formulagcdes onde spray drying
€ um dos métodos de obtengédo que vem se destacando. O objetivo do trabalho foi
desenvolver microparticulas propolis-polimero para avaliagdo das atividades
fotoprotetora, antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana em preparagdes de uso
toépico. Foi obtido extrato hidroalcodlico e fracbes de propolis onde foram
determinados os marcadores utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foi
avaliado o fator de protegédo solar (FPS) in vitro, atividade antioxidante, atividade
cicatrizante in vivo, atividade antimicrobiana in vitro e toxicidade in vivo. Utilizando o
polimero quitosana pela técnica spray drying foram obtidas microparticulas as quais
foram avaliadas quanto aos marcadores, teor de umidade, granulometria, FPS in
vitro, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana in vitro. O extrato
hidroalcodlico e fracbes de propolis apresentaram-se como uma mistura complexa
de substancias, das quais foram identificadas: acido galico, acido felurico,
daidizeina, quercetina e formononetina. A fracdo de média alta polaridade (FMAP)
apresentou melhor FPS, 2,32 na concentracdo de 1% e desempenho superior na
atividade cicatrizante quando comparada aos controles. O tratamento tépico nao
alterou perfil glicémico, lipidico, renal, concentragdo de ions, proteinas totais e
fragdes, fosfatase alcalina nem lactato desidrogenase. Também n&o houve alteragéo
dos hormébnios tireoidianos nem hipofisarios. Foi evidenciada atividade
bacteriostatica/bactericida e antioxidante. Foi possivel obter microparticulas da
FMAP com quitosana com superficie uniforme, lisas, tamanho predominante entre 1
e 3um e baixo teor de umidade. Ndo houve perda no teor de formononetina para os
microparticulados e as atividades biolégicas foram preservadas. Assim, foi possivel
obter microparticulas da FMAP utilizando o polimero quitosana com acéao
fotoprotetora, antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana que podem ser utilizadas
para fins cosméticos na prevengdo de injurias na pele como um produto
multifuncional.

Palavras-chave: Prépolis vermelha de Alagoas. Produto multifuncional.
Microparticulas. Spray drying.



ABSTRACT

The red propolis of state of Alagoas was highlighted by having a different chemical
constitution and to outperform biological activities compared to other types of
propolis, which was given geographical indication seal. Lately has been growing the
search for products that promote skin protection, associating beyond the effect
sunscreen other biological benefits, called multifunction products and among the
many biological functions of propolis, we highlight those that provide skin protection.
The microparticles facilitate manipulation of certain formulations where spray drying
is one of methods to obtaining it. The objective was to develop microparticles
propolis-polymer for evaluation of photoprotective activities, antioxidant, antimicrobial
and healing in topical preparations. Was obtained hydroalcoholic extract and propolis
fractions were the highlight compounds where identifying using HPLC. Was
evaluated the Sun Protection Factor-SPF in vitro, antioxidant activity, healing activity
in vivo, antimicrobial activity in vitro and toxicity in vivo. Were obtained microparticles
by spray drying using biocompatible polymers. This microparticles were analyzed for
markers, and characterization analyzes evaluating moisture content, particle size and
Scanning Electron Microscope-SEM. The biological activities were also analyzed in
microparticulate. The hydroalcoholic extract and propolis fractions were presented as
a complex mixture of substances, which have been identified: gallic acid, feluric acid,
daidizein, quercetin and formononetin. The Medium-High Polarity Fraction (MHFP)
showed the best SPF 2,32 in 1% of concentration and it was better than controls in
the healing tests. Topical treatment did not alter glycemic, lipid, renal profile, ion
concentration, total proteins and fractions, alkaline phosphatase or lactate
dehydrogenase. There was also no change of thyroid or pituitary hormones. The
samples showed bacteriostatic/bactericidal and antioxidant activity. It was possible to
obtain microparticles of MHFP with chitosan with smooth and uniform suface that
was 1 e 3 um with low moisture content. There was no loss in formononetin content
for microparticulate and the biological activities have been preserved. Thus, it was
possible to obtain microparticles of MHFP wusing chitosan polymer with
photoprotective action, antioxidant, antimicrobial and wound healing which can be
used for cosmetic purposes to prevent skin damage as a multifunctional product.

Key words: Red propolis of Alagoas. Multifunctional product. Microparticulates.
Spray drying.
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1. Introducgao

A propolis é uma resina natural produzida por abelhas da espécie Apis
mellifera de algumas partes das plantas, como brotos, botdes florais e exsudatos
resinosos. Possui coloragao e consisténcia variada e é utilizada pelas abelhas
para fechar pequenas lacunas, proteger a colmeia da invasdo de insetos e
embalsar como material antisséptico (GHISALBERT]I, 2008).

O Brasil é o terceiro maior produtor de propolis €, no que concerne a
qualidade, a prépolis aqui produzida € considerada como uma das melhores do
mundo, despertando interesse internacional (CUETO et al. 2011). A constituigdo
quimica é diferenciada em funcido da diversidade de plantas existentes no pais,
sendo classificados 13 tipos. O 13° tipo é a prépolis vermelha, que é encontrada
principalmente no nordeste brasileiro e vem se destacando por suas atividades
bioldgicas (ALENCAR et al. 2008).

Nesse interim, a prépolis vermelha de Alagoas ganhou destaque por
possuir constituintes quimicos encontrados exclusivamente na propolis alagoana
que valorizam e agregam valor ao produto. Com isso, o Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) reconheceu a Propolis Vermelha de Alagoas como
um produto brasileiro sem similar no mundo, concedendo-lhe selo de indicagao
geografica (1G201101) em 17/07/2012 (RITA et al. 2015).

Produtos Multifuncionais sado definidos como qualquer preparagao
cosmeética, constituidas por substancias naturais ou sintéticas, destinada a entrar
em contato com a pele e labios, cujo beneficio de protegédo contra a radiagédo UV
nao € a finalidade principal, mas um beneficio adicional do produto (ANVISA,
2012; ANVISA, 2005). A pele ou cutis € um sistema organico que funciona como
barreira natural para agentes patogénicos e também funciona como um escudo
protetor dos efeitos nocivos do sol e por isso a incidéncia de cancer de pele e
fotoenvelhecimento induzido pela radiagao solar crescem em todo mundo, em
especial no Brasil que possui a maior area intertropical e ensolarada do planeta
(RAMOS et al. 2010).
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Dentre as muitas fungdes biologicas da prépolis, destacam-se aquelas
que proporcionam a protecdo da pele, tais como: agdo antioxidante e
antimicrobiana. Contudo, sua caracteristica resinosa dificulta a veiculagdo em
formas farmacéuticas, onde comercialmente a forma hidroalcodlica tem
predominancia (LUSTOSA, et al. 2008).

As microparticulas facilitam a manipulacdo de certas formulacdes
através da otimizagcdo de escoamento de pos coesivos, controle de tamanho de
particulas, protecdo ambiental da umidade, luz, calor e oxidagado, modificagao da
liberagcdo de farmacos em geral e especialmente em dispersao de substancias
insoluveis em agua em meio aquoso, como por exemplo, a propolis (SILVA et
al., 2003). Spray drying € um dos métodos de obtencdo de microparticulas que
vem se destacando por oferecer ao agente ativo protecéo fisico-quimica. A
selegcdo adequada do adjuvante no processo de secagem €& uma fase de
fundamental importancia visto que a qualidade das microparticulas formadas

esta diretamente correlacionada a ele (OLIVEIRA et al. 2010).

Os polimeros sado os adjuvantes mais comuns na obtencdo de
microparticulas. Eles podem ser naturais, sintéticos e semissintéticos,
destacando-se os chamados polimeros biodegradaveis que visam reduzir o
impacto ambiental causado pelos polimeros orgénicos (DRAGET & TAYLOR,
2011). Quitosana e alginato, polimeros naturais, e carboximetilcelulose, polimero
semissintético, destacam-se na area farmacéutica por possuir biocompatibilidade
e biodegradabilidade, sendo associados ao processo de encapsulagdo e
liberacao de principios ativos. (AMARANTE & BANKS, 2001; FAN et al. 2006).

Por conseguinte, o desenvolvimento da quimica de produtos naturais
aliada a quimica medicinal no século XX fez com que o uso de produtos naturais
fosse fonte inspiradora dos arcaboucos moleculares na identificacdo de novos
compostos na industria farmacéutica, tornando-se uma estratégia bastante util
na prospecc¢ao de novas moléculas bioativas. Nesse nexo, a propolis vermelha
de Alagoas por possuir singularidade na constituigdo quimica que potencializa as
atividades bioldgicas torna-se vultosa para desenvolvimento de novos
dermocosméticos (COSTA, 2009).
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2. Revisao bibliografica

2.1 Produtos Naturais

Desde os primordios da existéncia do homem que ele vem buscando na
natureza as solugbes para os variados males que o acometia. Aqueles
chamados de feiticeiros, considerados intermediarios entre deuses e homens,
ficavam a misséo de curar os doentes, unindo magia e religidao ao conhecimento
empirico das praticas de saude, a exemplo eles utilizavam produtos naturais
nesse tipo de ritual (ALVIM et al. 2006).

A busca pelo alivio, prevencao e cura de doencgas através da utilizagao
de ervas e folhas provavelmente tenha sido uma das primeiras formas de
aproveitamento dos produtos naturais. Esses produtos foram os principais
componentes das farmacopeias por milhares de anos, sendo utilizados até fins
do século XIX na forma de chas, infusées, e outras formulagdes farmacéuticas.
O isolamento de produtos naturais em forma pura, no final do século XIX, foi um
passo decisivo para a criagcdo da industria farmacéutica, pois esses produtos
naturais se constituiram na principal fonte de insumos para a preparagdo de
medicamentos, sendo o arcabougo inspirador de novas moléculas (COSTA,
2009).

Os produtos naturais, apesar dos inumeros avangos alcangados na
medicina no século XX, ainda apresentam uma importancia significativa para
manutencdo da saude e amenizacdo das doencas em paises que ainda nao
alcancaram o desenvolvimento. As precarias condi¢des de vida da populagao e
a falta de acesso a medicamentos nesses paises, associadas a uma tradigao de
uso desses recursos terapéuticos e sua facil obtencao faz com que eles sejam a
unica escolha terapéutica (PIRIZ et al. 2013). Entretanto, a utilizagdo desses
produtos €& baseada somente no conhecimento popular que repassam
informacdes através das geracbes de forma empirica, necessitando de
embasamento cientifico quanto as propriedades farmacoldgicas e téxicas para
garantir o uso seguro desses recursos naturais (TUROLLA; NASCIMENTO,
2011).
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Ademais, os produtos naturais contribuem enormemente para o
desenvolvimento de novos farmacos que sao langados constantemente no
mercado. Nos ultimos 50 anos entre todos os farmacos aprovadas para
tratamento do cancer pelo Food and Drug Administration (FDA) ou outras
entidades similares de outros paises, 28% deles foram totalmente de origem
direta de produtos naturais e 39% foram derivados desses, num total de 67% de
todos os novos farmacos (NEWMAN et al. 2008).

2.2 Prépolis
2.2.1 Histoérico

A palavra propolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade
ou comunidade, isto €, em defesa da comunidade. A prépolis € uma mistura
complexa, constituida de matérias com resina e balsamo que a abelha Apis
mellifera coleta de flores, ramos, broto, pdlen e exsudatos de arvores. Além
desta coleta, as abelhas adicionam secrec¢des salivares na colmeia. As abelhas
se utilizam da prépolis na protecéo contra insetos (onde elas os mumificam) e
microrganismos, na preparacdo de lugar asséptico para pdr os ovos e na
reparagao de danos a colmeia (LUSTOSA et al. 2008).

O uso de propolis pelo homem remota a antiguidade cerca de 300 anos
a.C (DA SILVA et al., 2008). Os egipcios sabiam que a prépolis possuia
atividade anti-putrefativa e a utilizavam como um dos constituintes do preparado
para embalsar cadaveres. A propolis era nomeadamente reconhecida por suas
propriedades medicinais por antigos médicos gregos e romanos, COmo
Aristoteles, Dioscérides, Plinio e Galeno. Era utilizada como antisséptico e
cicatrizante no tratamento de feridas e como desinfetante bucal (RIGHI, 2008).

O conhecimento do homem em relacdo as propriedades dos produtos
produzidos pelas abelhas é considerado interessante, onde praticamente todas
as civilizagdes antigas conheceram e/ou utilizaram esses produtos. Nas
civilizagbes chinesa, tibetana e egipcia, em seus manuscritos constam historias

sobre a medicina dessas civilizagdes, todas contendo em suas escrituras antigas
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diversas receitas onde foram utilizado mel, prépolis, larvas de abelhas e, até
mesmo, eram utilizadas as proprias abelhas para curar e prevenir doengas. Os
egipcios conheciam muito bem a propriedade conservante da propolis, pois a
usavam em seus rituais para embalsamar cadaveres. Na América do Sul os
incas utilizavam a propolis como um antipirético e os ingleses em sua
farmacopeia do século XVII registravam a prépolis como um farmaco oficial.
Esse produto ganhou popularidade na Europa durante os séculos XVII e XX,
devido a sua propriedade antibacteriana (CASTALDO; CAPASSO, 2002).

Os gregos, entre eles Hipdcrates, pai da medicina, adotaram a propolis
como um agente cicatrizante de feridas internas e externas (CAPASSO;
CASTALDO, 2002). Aristoteles (384-332 a.C) chamou a prépolis de “lagrimas de
arvores”, ao estudar o comportamento das abelhas, atribui a essas lagrimas a
capacidade de combater chagas, feridas e dermatoses, onde em seu livro
“Catalogo Animal” registrou a propolis como um medicamento eficaz para o
tratamento de abscessos e feridas. A Biblia cita o uso de propolis, sob a
denominacdo de balsamo, assim chamada pelo patriarca Jacob. Mostra-se
também que nos mosteiros eram utilizados os vapores balsédmicos da propolis
em incensos de purificagdo (PAULINO, 2005).

Na historia recente, também ha destaque para a préopolis. Na guerra do
neo-imperialismo, ao fim do século XIX, foi amplamente utilizada na Africa do
Sul, devido as propriedades cicatrizantes. Entre os anos de 1950 e 1960 a
prépolis foi utilizada para tratamentos de saude humana e veterinaria na antiga
Unidao das Republicas Socialistas Soviéticas e em paises do leste europeu, ja
nos paises do oeste europeu, América do Sul e do Norte e no Japao, a propolis
nao era tao popular até 1980, s6 na metade dessa década ela comecgou a ser
utilizada na medicina alternativa e complementar (PEREIRA et al. 2002;
SALATINO, et. al. 2005).

O primeiro trabalho cientifico publicado sobre as propriedades quimicas e
“‘composicao” da propolis, data de 1908, indexado no Chemical Abstracts
(Referéncia n° 192), em 1968 surge também no Chemical Abstracts o resumo da

primeira patente utilizando a propolis romena (Patente No. RO 48101), utilizada



25

na fabricagcdo de logbes para banho (HELFENBERG, 1908; PEREIRA et al.
2002).

Na década de 80, apo6s a publicagao do trabalho de Ernesto Ulrich Breyer
(1981), que demonstrava em seu livio “Abelhas e Saude”, as propriedades
terapéuticas da propolis e sua utilizagdo como um antibiético natural, o Brasil

passou a se interessar por esse produto (SALATINO, 2005).

2.2.2 Composicdao Quimica

A propolis é caracterizada como uma mistura complexa de material
resinoso, gomoso e balsamico, de textura e coloragdo variada. E coletada por
abelhas da espécie Apis mellifera, onde essas abelhas coletam esse material de
varias partes da arvore como os ramos, flores, casca, polen, exsudatos e outras.
Apos a coleta as abelhas transportam essas substancias até a colmeia, la
modificam este material, aonde vao adicionando secrec¢des salivares, que
possuem a enzima beta-glicosidase, responsavel pela hidrélise dos flavonoides
glicosilados e das agliconas, depois de uma digestdo parcial acrescentam cera
que essas abelhas produzem, para tornar o produto moldavel (ALENCAR et al.
2007).

A composicédo quimica da propolis € determinada principalmente através
das caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colmeia. Além disso, a
composi¢cao da propolis varia sazonalmente na mesma localidade, da época da
colheita, com o tipo de técnica empregada para coleta e também entre diferentes
ragcas de Apis mellifera devido as caracteristicas genéticas (KUMAZAWA,
HAMASAKA, NAKAYAMA, 2005; SILICI KUTLUCA, 2005).

Na composicdo da propolis pode conter de 50 a 60% de resina, 30 a
40% de cera, 5 a 10% de pdlen, bem como oligoelementos como ferro, cobre e
aluminio e vitaminas como B1, B2, B6, C e E. Hoje mais de 300 compostos ja
foram identificados, onde o maior grupo foram os flavonoides, que junto com
acido carboxilico sdo responsaveis pela atividade contra varios microrganismos

patogénicos. Incluem nessa composigao acidos aromaticos e ésteres, aldeidos e
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cetonas, terpendides e fenilpropandides como os acidos caféico e clorogénico;

esterdides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos graxos e

varios outros compostos em pequenas quantidades (CABRAL, et al. 2009;
LUSTOSA et al.,, 2008). No trabalho de Paulino (2005), podemos observar

alguns dos principais constituintes encontrados na maioria dos tipos de propolis.

Figura 1 — Principais constituintes encontrados na maioria dos tipos de propolis.
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Fonte: Paulino, 2005.

Entre todos os constituintes quimicos da prépolis o que vem

despertando um interesse maior dos pesquisadores sao os flavonoides, que séo

compostos fendlicos que compreendem um amplo grupo de substancias naturais

e que sao sintetizadas pelos animais. Sao formados estruturalmente por um

esqueleto de difenil propano (CsC3Cs) com dois anéis benzénicos (A e B) ligados

a um anel pirano (C) (Figura 2). Os flavonoides s&o considerados um dos

principais componentes ativos da propolis, mais n&o sdo 0s unicos responsaveis

pela atividade farmacoldgica, outros componentes estao relacionados a sua

atividade biologica/medicinal, como os acidos fendlicos que junto com os

derivados do acido cinamico e dos diterpenos sao atribuidos como responsaveis

pela ac&o antibacteriana, antiviral e antioxidante (ALENCAR et al. 2007).
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Figura 2 — Estrutura basica de um flavondide.

Fonte: SCHERER, GODOY, 2009.

Sao encontrados pelo menos 38 tipos de flavonoides como a galangina,
quercetina, pinocembrina, artepillina-C, apigenina, acacetina, luteolina, crisina,
kaempferol e muitos outros, onde maioria deles apresenta atividade
antimicrobiana. Os flavonoides ainda auxiliam na absor¢cdo e na manutencgao da
vitamina C no organismo, protegendo-a da destruigdo e potencializando seu
efeito no mesmo. (PARK et al., 2002).

Como os flavonoides sdo muito importantes na composicao da prépolis,
eles sdo considerados uma espécie de marcador, onde ensaios de quantificacao
desses flavonoides sao usados para comprovacao da qualidade dessa propolis.
A atividade farmacoldgica esta ligada as caracteristicas estruturais desses
compostos (BATISTA et al. 2012). Esses flavonoides sao separados em varias
classes a depender de suas caracteristicas quimicas e biossinteticas como:
flavonas, flavonol, flavanona, isoflavona, antocianidinas (MENDONGCA, 2011). Na
tabela 1 podemos observar a estrutura quimica das diferentes classes de

flavonoides, assim como os principais representantes.
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Tabela 1 — Estrutura quimica das classes de flavonoides presentes na propolis.

Classe Estrutura Exemplos
0

Flavona O Crisina, rutina
o}
0

Flavonol O Canferol, quercetina

OH

o}

Flavanol O © Catequina, epicatequina

OH
0
Flavanona O Naringina, naringenina
o}
0
O Daidzeina, biochanina A,
Isoflavona .
formononetina
o}
O+
Antocianidina [ Apigenidina, cianidina

/

Fonte: MENDONCA, 2011.
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2.2.3 Tipos de Propolis

A diferenca nos tipo de prépolis esta correlacionada principalmente com
a diferenca de constituintes quimicos. Estudos demonstram que o broto do
alamo (Populus sp.) é a principal origem da propolis europeia e chinesa tendo,
portanto, uma menor variedade de constituintes quimicos em relagao a proépolis
brasileira devido a grande diversidade da flora brasileira (KUMAZAWA et al.
2005).

Na prépolis europeia os principais compostos bioativos sdo os flavonoides
(flavonas, flavonodis e flavononas), sendo a crisina (5,7-diidroxiflavona) o primeiro
flavondide isolado em 1927 da prépolis cuja fonte vegetal € Populus nigra var.
pyramidalis (PEREIRA et al. 2002).

Em nosso pais, diversas plantas servem como fonte de matéria-prima
para fabricacdo da prépolis. A propolis verde do sudoeste € proveniente das
resinas de B. dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim-do-campo
ou vassourinha, coletadas em areas de Cerrado e Mata Atlantica, possuindo em
sua composicao fenilpropandides prenilados e acidos cafeoilquinico. A variedade
obtida na regido sul, tem caracteristicas semelhantes a propolis europeia,
possuindo em sua composi¢ao principalmente flavonoides, sendo extraida das
resinas de P. alba e P. deltoide. As amostras de propolis provenientes da regido
Amazdnica possui uma composi¢cao parecida com as proépolis vindas de Cuba e
da Venezuela, onde as fontes botanicas sdo espécies de Clusia. A propolis
vermelha do nordeste é derivada da resina de Dalbergia ecastophyllum
(FERNANDES-SILVA, 2013).

A coloragao pode variar de tons de marrom escuro passando por uma cor
mais esverdeada até o marrom avermelhado, possuindo até um odor
caracteristico, o que pode ser diferente de uma amostra para outra. Park et al.
(2002) classificaram a proépolis brasileira em doze tipos de acordo com a regiao
geografica de origem, composicdo quimica e da origem botanica onde foi
extraida. Entretanto um novo tipo de prépolis foi identificado e classificada como
o 13° tipo, a propolis vermelha, pois possuia caracteristicas fisico-quimicas e

bioldgicas diferentes das demais.
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A propolis vermelha é tipica de Cuba e da Venezuela, em nosso pais ela
€ originariamente do norte e nordeste, podendo ser encontrada em vegetacao
tipica da regido de manguezal e possui alguns compostos diferentes das demais
prépolis. Tais compostos pertencem a diferentes classes, como: fendlicos,
triterpendides, isoflavonoides, pinocembrina, dalbergina, benzofenonas
preniladas e um epoxido da naftoquinona, composto isolado pela primeira vez
em um produto natural (TRUSHEVA et al. 2006).

Evidéncias fitoquimicas demonstraram ser a Dalbergia ecastophyllum
(uma espécie de leguminosa) a principal fonte da prépolis vermelha. Isto foi
comprovado em um estudo, no qual foi feita a coleta da prépolis vermelha de
caules de arbustos ao longo da praia e dos rios da regido nordeste, nesse foi
observado que as abelhas visitavam a D. ecastophyllum para fazer a coleta das
resinas para producao da propolis vermelha, ao final desse estudo foi concluido
que a principal origem botanica da prépolis vermelha é D. ecastophyllum.
(Disponivel em: <www.apacame.org.br/menssagemdoce/89/artigo.htm>. Acesso
em: 20 de janeiro de 2015).

Alencar et al. (2008), identificaram 4 isoflavonas presentes na prépolis
vermelha, as quais nunca foram encontradas nas demais propolis brasileiras,
sdo elas: dihidroxiisoflavona, homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimethoxi-2’-
isoflavona. Essas isoflavonas sido dotadas de propriedades antibacteriana,
antifungica, anticancer e antioxidante (WANG et al. 2000; RUFER, KULLING
2006)

Os manguezais de Alagoas sao conhecidos pela produgao de préopolis
vermelha e teve sua Identificacdo Geografica (IG) deferida no dia 29 de maio de
2012 pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI). Por ser a propolis
de Alagoas um produto unico no mundo, em razao das caracteristicas quimicas
e biolégicas, foi concebido o indicador geografico conferindo-lhe o diferencial
para maior competitividade. O reconhecimento de Indicagcdes Geograficas (IGs)
para produtos relacionados a biodiversidade pode ser um diferencial competitivo
nas areas farmacéutica, cosmética e alimentar (RITA et al. 2015).



Tabela 2 — Classificagao das prépolis brasileiras.
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Grupos Cor Substﬁncifs Soluveis Origem _da
(%) prépolis

Grupo 1 (RS5) Amarelo 63,0 Regido Sul

Grupo 2 (RS1) Castanho claro 57,5 Regido Sul

Grupo 3 (PR7) Castanho escuro 65,0 Regido Sul

Grupo 4 (PR8) Castanho claro 54,5 Regido Sul

Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado 58,7 Regido Sul
Grupo 6 (BA11) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA51) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PE5) Castanho escuro 41,3 Regiao Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo escuro 241 Regiao Nordeste
Grupo 11 (PI1) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 (SP12) e Bl (b 61,0 Regido Sudeste

esverdeado

2.2.4 Atividade Biolégica da Préopolis

Fonte: http://www.apacame.org.br/mensagemdoce/58/artigo.htm

Na colmeia a prépolis € usada para diversas finalidades como: vedar

aberturas, reparar células, forrar a entrada, usada para envolver invasores que

foram mortos na colmeia e sdo grandes demais para serem transportados. O ato

de embalsamar os intrusos com a propolis impede que eles apodrecam.

Contribui também para que dentro da colmeia se estabeleca uma temperatura

quase constante e um ambiente estéril. Sua presenga explica a baixa

contaminagao por fungos e bactérias. Em sua fung¢ao primaria ela age como um

biocida. Observando isso, podemos notar que as abelhas sao beneficiadas pelo

amplo espectro de atividade biolégica da propolis como suas agdes: bactericida,

fungicida, antiviral, dentre outras (RIGHI, 2008).

2.2.41

Segundo Buriol et al.

Atividade Antibacteriana

(2008),

a propolis apresenta atividade

antimicrobiana independente de sua origem, devido ao efeito bactericida e
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fungicida imprescindivel para preservar a vida na colmeia. O provavel
mecanismo de acao que confere essa atividade a propolis esta baseado na
inibicdo da RNA-polimerase bacteriana, atividade atribuida a presenca de
flavona pinocembrina, ao flavonol galangina e ao éster feniletil do acido caféico.
Outros componentes, como acido caféico, flavonoides, acido benzoico, acido
cinamico, agem provavelmente na membrana ou parede celular microbiana, o

que leva a danos funcionais e estruturais (LUSTOSA et al. 2008).

Evidéncias mostram que a propolis apresenta uma maior atividade para
bactérias Gram-positivas quando se compara a Gram-negativas, provavelmente
devido a presenca de parede celular mais complexa e possuir maior quantidade
de lipideos das ultimas, o que dificultaria a agao dos principios ativos presentes
na propolis. Propolis obtida da regido do Rio Grande do Sul foi testada frente a
161 isolados bacterianos mostrando-se ativa em 92,60% dos 81 Gram-positivos
e 42,50% dos 80 Gram-negativos (VARGAS et al. 2004).

2.24.2 Atividade Antifungica

As infecgdes causadas por fungos tomaram grande importancia na
saude publica nos Uultimos anos devido ao aumento dos individuos
imunocomprometidos. Este tipo de patologia possui ampla variedade e difuséo,
com diversas manifestagdes clinicas, desenvolvendo-se de maneira dependente
do tecido onde estao localizadas (MENDONCA, 2011). Sua atividade fungicida
foi comprovada em testes in vitro frente a fungos leveduriformes, Candida
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata dentre outros, e fungos
filamentosos, Geotrichum candidum e Trichosporon asahii dentre outros,
descritos como os causadores de onicomicoses, onde o extrato etanodlico da
propolis do estado do Parana apresentou concentracdes inibitérias minimas
abaixo de 2,0mg/mL (LONGHINI et al. 2007).

A propolis € um agente em potencial no tratamento de dermatofitoses e
sua atividade é semelhante a de antifungicos utilizados comercialmente. Um
estudo com pacientes acometidos por candidiase oral, doenca causada pelo

fungo Céndida albicans, comprovou que a regressao da lesdo causada por esse
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patdogeno quando tratada com prépolis na concentragao de 20% obtida da regido
de Minas Gerais foi muito similar ao observado quando se utilizou a nistatina, um
dos antifungicos de maior uso no tratamento de candidiase oral (PINTO;
PRADO; CARVALHO, 2011).

2.2.4.3 Atividade Antiinflamatoria

A atividade biolégica como antiinflamatdria, foi atribuida a algumas
substancias presentes na composi¢cao da propolis, basicamente acidos fendlicos
e flavonoides (PAULA, 2012), como: acido caféico, quercetina, narigenina e o
ester fenetilico do acido caféico. Outros compostos encontrados na prépolis ja
tiveram essa atividade descrita: acido salicilico, apigenina, acido ferulico e
galangina. A acado anti-inflamatéria é atribuida a inibicdo da sintese de

prostaglandinas e leucotrienos pelos macrofagos (LUSTOSA et al. 2008).

Entre os compostos flavonoides o de maior importancia clinica é a
galangina, este flavonoide possui atividade inibitéria da ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase, enzimas responsaveis pela formacao de mediadores quimicos com
atividade biolégica que desencadeiam os processos inflamatérios. Além disso, o
éster feniletilico do acido caféico possui tal atividade por provocar uma inibigao
da liberacdo do acido araquidénico da membrana das células, por suprimir a
atividade das enzimas COX-1 e COX-2 sobre o acido araquidbnico, esse éster
isolado possui atividade maior que o extrato da propolis, mesmo em baixas
concentracdes, essa diferenga de atividade se da devido ao éster feniletilico do
acido caféico inibir as prostaglandinas endoperdoxido sintases, enzimas
responsaveis pela producdo de prostaglandinas presentes nos processos
inflamatérios (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011).

2.2.4.4 Atividade Anticancerigena

A atividade anticancerigena da proépolis foi relatada in vitro e in vivo e
esta associada com a presenga de compostos fendlicos como, por exemplo,

quercetina, luteonina, artepillin C, acido caféico e acido fenil éster caféico. A
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atividade é traduzida em um efeito protetor contra alguns tipos de céancer, como
o do pancreas, pele, cervical, do pulmao, entre outros. Os mecanismos
relacionados com a prevencdo do cancer sao: a indugdo da apoptose e a

inibicao da proliferagao das células tumorais (PAULA, 2012).

Além dos compostos citados anteriormente foram isoladas outras

substancias com propriedades biologicas a referir (SFORCIN, 2012):

*O composto PMS-1 (diterpenoclerodanico) demonstrou capacidade de
inibicdo do crescimento de células tumorais do figado por imobilizacdo na fase S

do seu crescimento;

O composto PRF-1 (perforina) revelou atividade antioxidante e

citotdxica para as células do carcinoma hepatocelular e do pulmé&o;

*O composto artepillin C mostrou ter atividade antitumoral devido a
fragmentacao do DNA seguida de apoptose. Estes estudos quando efetuados in
vitro demonstraram uma supressdo do crescimento do céancer e quando
realizados in vivo verificou-se um aumento da producdo de células T

CD4+/CD8+ pelo sistema imune.

2.2.4.5 Atividade Antiprotozoario

Trabalhos com extratos de propolis conseguiram isolar quatro
compostos com atividade antiprotozoaria, estes foram ativos contra
Tripanossoma cruzi, o protozoario causador da doenga de Chagas. Sao eles:
acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, 2,2-dimetil-6- carboxietenil-2H-1-benzopirano,
acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico e 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-
benzopirano (KUMAZAWA et al. 2011).

Extratos hidroalcodlicos da prépolis vermelha, coletada no estado de
Alagoas, apresentaram atividade antiprotozoaria contra a espécie Leishmania
amazonensis, um dos protozoarios causadores da leishmaniose. Foi verificado
que cobaias tratadas com extratos na concentracdo de 25mg/mL apresentaram

uma redugdo na carga parasitaria sem apresentar efeitos toxicos para as formas
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promastigotas e amastigotas extracelulares do parasita. Sendo assim a proépolis
intensificou o mecanismo de ativagdo macrofagica, levando a morte do L.
amazonensis sanguineo (AYRES; MARCUCCI; GIORGIO, 2011).

Foi observada, também, atividade antiprotozoaria em camundongos, da
especie Mus musculos, tratados com extratos hidroalcodlicos de préopolis verde
(1,5mg/kg x dia™). O tratamento foi realizado por via oral, via tépica e pelas duas
vias a0 mesmo tempo, constatando uma reducédo de aproximadamente 78%,
84% e 90% da lesdo causada por Leishmania (Viannia) braziliensis,
respectivamente (PONTIN et al. 2011).

2.2.4.6 Atividade Imunomodulatoéria

Na imunomodulagao, elementos do sistema imunologico sao suprimidos
ou potencializados, 0 que leva a estudos sobre elementos que possam atuar
colaborando com o sistema imune na luta contra diversas doengas. A prépolis
tanto atua inibindo como potencializando esse sistema, fato que ocorre devido a
sua variedade quimica. Dentre essas formas, esta a ativacdo dos macréfagos
que exercem um papel fundamental na defesa do organismo através de
fagocitose, gerando radicais livres, medeia processos inflamatérios e secreta
inumeras substancias bioquimicas diferentes. Quando a propolis age sobre o
macrofago, ela aumenta sua capacidade fagocitica, estimulando a secrecao de
citocinas, de outras substancias como o oxido nitrico e de espécies reativas do
oxigénio (EROs). Acidos aromaticos e flavonoides agem por estimular a
producdo de proteina C1q pelos macréfagos. Prépolis do Brasil e da Bulgaria
sdo capazes de aumentar a atividade bactericida dos macrofagos. Esse tipo de
atividade também pode ser observado através do aumento das respostas imune
celular e humoral (FISHER et al. 2008).

Sy et al. (2008) demonstraram que o tratamento com extrato de prépolis
diminui as inflamagdes das vias aéreas em ratos, provavelmente por sua
capacidade em modular a producao de citocina. Desta forma, a propolis poder
ser um agente para o tratamento da asma. Orsolic et al. (2004) mostraram que

derivados hidrossoluveis de proépolis, acido caféico, éster feniletii do acido
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caféico e quercetina, quando testados em ratos em doses de 50-150mg/kg
poderiam ser bastante uteis no controle do crescimento tumoral em modelos
experimentais, sugerindo que tais compostos presentes na propolis serviriam

como fator de prevencao de metastase.

2.2.4.7 Atividade Antioxidante

Ocasionalmente varias doencas estdo sendo relacionadas com um
aumento nos niveis de radicais livres em nosso organismo, entre elas: doengas
cardiovasculares, doengas reumaticas, doengas neurolégicas, doencgas
psiquiatricas, envelhecimento precoce, neoplasias, osteoporose, diabetes e
inflamacao (DEVASAGAYAM et al. 2005). Nos ultimos anos vem aumentando a
possibilidade do emprego de produtos naturais contendo polifendis com
propriedades antioxidantes, para o controle e prevencéo destas patologias acima
referidas (URQUIAGA; LEIGHTON, 2011).

Estudos apontam que o estresse oxidativo tem grande importancia nos
processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular, com
consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, a exemplo da indugao
do céncer e a propagacédo de SIDA em pacientes soropositivos (HIV+), bem
como na fisiopatologia de muitas doengas cronicas, entre elas, doengas auto-
imunes, cardiopatias, cancer, doengas do pulméao, intoxicagao por xenobidbticos e
muitas outras. Por outro lado, é também fato reconhecido que espécies
radicalares desempenham papéis fisioldgicos importantes como o controle da
pressdo sanguinea, na sinalizagao celular, na apoptose, na fagocitose de
agentes patogénicos, na fertilizacdo de ovos e no amadurecimento de frutos
(VASCONCELOS et al. 2007).

Um antioxidante é qualquer substancia quimica que inibe os processos
oxidativos na célula ou que, em baixas concentragcdes, diminuem ou inibem a
oxidagao do substrato. A principal funcdo dos antioxidantes no plasma é se ligar
a metais de transicdo como ferro e cobre e desta forma diminuir sua
concentracao plasmatica e sua capacidade de catalisar reagdes que produzem

radicais livres. O ser humano possui antioxidantes endégenos a exemplo das
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enzimas superoxido dismutase, catalase e peroxidase e outros compostos que
sdo adquiridos pela via alimentar a exemplo do acido ascorbico (vitamina C),
tocoferol (vitamina E) e carotendides (ALZOGHAIBI, 2013).

Os trabalhos vém demonstrando que o poder antioxidante da prépolis
esta relacionado as concentracbes e/ou tipos de compostos fendlicos,
principalmente flavonoides e acidos fendlicos, encontrados nas amostras,
mostram que mesmo com baixos teores de flavonoides as prépolis de abelhas
sem ferrdo podem apresentar atividade antioxidante (MANRIQUE; SANTANA,
2011).

O extrato etandlico de propolis mostrou 57,00% de atividade antioxidante
quando analisados na concentragdao de 90ug/mL, semelhante ao resultado
obtido com a fragdo cloroféormica. Contudo, a fracdo hexanica analisada na
mesma concentracdo demonstrou superioridade, com resultado de 78,00% de
atividade antioxidante (ALENCAR et al. 2007)

2.2.4.8 Atividade Cicatrizante

Esta propriedade de regeneracédo tecidual, como ocorre na cicatrizagao
de Ulceras, feridas e hepatoprotecdo, possivelmente esta relacionada com a
atividade antioxidativa da propolis, pois quando os radicais livres sao produzidos,
eles dificultam ou impedem que ocorra a regeneragcado celular no local. A
remocao dos radicais livres pelos flavonoides da propolis permite que o érgao ou

tecido lesado possa se regenerar normalmente (MENEZES, 2005).

A propolis é tida como um produto que favorece a cicatrizacdo atuando
na regeneracdo tecidual na granulacdo de tecidos e ainda possui atividade
antimicrobiana natural (BARBOSA et al., 2008). A regeneracgao tecidual, assim
como ocorre na cicatrizacdo de Ulceras, feridas e hepatoprotecao,
provavelmente esta ligada a atividade antioxidante, quando ocorre a produgéo
de radicais livres, esses impede ou dificultam a regeneracado celular. A retirada
desses radicais pelos flavonoides da propolis possibilita a regeneracéo do tecido
lesado (CABRAL et al. 2009).
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Em estudo comparando a atividade cicatrizante de um creme de propolis
com um de sulfadiazina de prata, foi mostrado que os ferimentos tratados com
prépolis apresentaram menos inflamagdo e mais rapida cicatrizacdo do que
aqueles tratados com sulfadiazina de prata (GREGORY et al. 2008).

2.2.4.9 Outras Atividades Bioldgicas

A atividade antiviral da propolis ja é relatada ha algum tempo, embora
quando comparada em relacdo as outras atividades, principalmente a
antimicrobiana e antifungica, notamos que ha pouco material publicado. Os
extratos de propolis apresentam atividade antiviral na reproducdo do virus
Influenza A e B, Vaccinia, virus da doenga de Newcastle (MARCUCCI, 2011),
além de atuar em infec¢des causadas pelo Rhinovirus atribuindo a atividade aos

seus constituintes, em especial os flavonoides (FONTANA et al. 2011).

A atividade anticariogénica tem sido relatada no combate a formagéao de
placa bacteriana dental prevenindo e/ou controlando as caries, a gengivite,
problemas periodontais e/ou infeccbes causadas por diferentes agentes
patogénicos, sem provocar o manchamento dentario que ocorre pelo uso
prolongado da clorexidina, um antisséptico usado para higiene bucal
(D’OLIVEIRA, 2011).

Ha na literatura varios relatos sobre o efeito anestésico da propolis.
Ghisalberti (2008) relata que o extrato de propolis foi capaz de produzir um efeito
anestésico total em corneas de coelhos. O extrato etandlico de prépolis (40g em
100mL de etanol 70%) foi relatado ser de 3 a 5 vezes mais potente que a
cocaina usada como um anestésico, a qual foi introduzida na pratica dental, na

antiga Uniao Soviética, em 1953.
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2.3 Produtos Mutifuncionais
2.3.1 Origem dos Cosméticos

O uso de cosméticos remonta ha, pelo menos, 30 mil anos, onde povos
primitivos tinham o habito de pintar o corpo para fins ornamentais e religiosos.
Por volta do ano de 180 d.C., na era Romana, um médico grego chamado
Claudio Galeno realizou sua propria pesquisa na manipulagdo de produtos
cosméticos, iniciando, assim, a era dos produtos quimico-farmacéuticos
(SEBRAE, 2008).

A Idade Média reprimiu o uso de cosméticos, o retorno ocorreu por volta
do século XIX, ja na Idade Contemporanea, quando cosmético ndo mais era
associado com bruxaria e os produtos desse género eram vistos com 0s seus
reais propositos. Donas de casa, entdo, comecaram a fabrica-los em suas
préprias residéncias e entre os ingredientes utilizados incluiam-se sopas,
limonadas, leite, agua de rosas, creme de pepino e outros elementos que

constituiam receitas exclusivas de cada familia (SEBRAE, 2008).

2.3.2 Definigdo de Cosméticos

Atualmente, conforme a Camara Técnica de Cosméticos (Catec), na
Resolugédo RDC n° 211, de 14 de julho de 2005, a definicdo de cosméticos no
Brasil é a seguinte:

Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes, sdo preparagdes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, érgdos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo

exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou
corrigir odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado.

O Brasil é o terceiro maior mercado consumidor de itens de Cosmeéticos,
Higiene Pessoal e Perfumaria segundo ABIHPEC (2015) Devido as
caracteristicas inovadoras no langamento de produtos que agregam mais

tecnologia o referido setor cresce a cada ano. Dentre as categorias com maior



40

potencial de crescimento esta a de produtos para pele, que partiu da 72 posicao
em 2008 para a 52 em 2013, tendo alcancado um valor de vendas proximo a
U$107bilndes, fazendo com que o pais ganhe destaque para investimentos em
novos produtos (ABIHPEC, 2015).

2.3.3 Definigao de Produtos Multifuncionais

Nos ultimos anos surgiram produtos que tém fungdes mais complexas
do que a limpeza ou o embelezamento, eles estdo sendo chamados de
cosmecéutico, dermocosmeético, cosmeético funcional ou ainda cosmético de
desempenho, mas essas palavras ndo sdo usadas ou mesmo aceitas
uniformemente. Trata-se de formulagbes de uso pessoal que atuam
beneficamente sobre o organismo, causando modificagdes positivas e duraveis
na saude da pele, mucosas e couro cabeludo. Sdo produtos diferentes que usam
mais de uma substancia quimica como matéria-prima para obter diversidade de
fungdes bioldgicas (GALEMBECK, CSORDAS, 2015).

Recentemente foi publicada uma definicdo onde esses produtos podem
ser enquadrados, os chamados: Produtos Multifuncionais. Segundo a RDC
30/2012 da ANVISA os produtos multifuncionais sao definidos como qualquer
preparagao cosmetica destinada a entrar em contato com a pele e Iabios, cujo
beneficio de protecao contra a radiagao UV nao é a finalidade principal, mas um
beneficio adicional do produto e o FPS minimo nao devera ser menor que FPS
2.

Os produtos multifuncionais combinam tecnologia com as multifungdes
biolégicas e agem em locais especificos. Os principais tipos de cosméticos
multifuncionais combinam as acdes fotoprotetora, antioxidante, cicatrizante e os
corretivos globais para tratar, disfarcar e atenuar imperfeicbes. Essas
combinagdes de agdes de ativos podem trazer resultados mais eficientes e mais
rapidos tornando-os acessiveis financeiramente e oferecendo algo mais do que
a sua funcéao basica (ABIHPEC, 2015).
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2.3.4 Cosméticos a Base de Produtos Naturais

Uma das tendéncias do mercado e da Ciéncia Cosmética € o
desenvolvimento de produtos com maior numero de componentes de origem
natural, especialmente os de origem vegetal, explorando de forma racional a
biodiversidade brasileira. Estes produtos tém despertado muito interesse pelo
mercado internacional, principalmente se a matéria prima apresenta estudos
cientificos comprovando a seguranca e eficacia, além do comprometimento com
o desenvolvimento sustentavel (VIOLANTE et al. 2009).

As plantas medicinais possuem em sua composi¢cao principios ativos
utilizados em diversos tratamentos, servindo de base, principalmente, para os
medicamentos fitoterapicos, mas também podendo ser aplicados na elaboracéo
de novos produtos na area de cosméticos. Diversos produtos naturais compdem
a base para a formulacdo de cosméticos e a diversidade de principios ativos
indica grande potencial de aproveitamento industrial, sobretudo das espécies de
origem tropical (MIGUEL, 2011).

Varios extratos e Oleos de plantas tém sido utilizados em produtos
cosmeéticos como filtros solares, devido a acéo fotoprotetora. A absor¢gao maxima
destes produtos ndo € muito bem definida porque sdo misturas de diferentes
moléculas, contudo podem ser utilizados como potencializadores do FPS. O cha
verde (Camellia sinensis), espécie vegetal com concentragdes expressivas de
polifendis, demonstra atividade fotoprotetora deste metabdlito, além disso, os
flavonoides desempenham varias atividades terapéuticas como, por exemplo,
antifungica e bactericida, antioxidante e protetora dos raios ultravioletas
(VIOLANTE et al. 2009).

Muitas das substancias organicas que sdo conhecidas foram obtidas da
natureza. O reino vegetal € o que tem contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de metabdlitos secundarios muitos destes, de grande valor
agregado devido as suas aplicagdes como medicamento e cosméticos, além de
outras (PINTO et al. 2002).
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2.4 Sistema Microparticulado
2.41 Microencapsulagao

A microencapsulagédo € um termo genérico utilizado para designar o
processo de produgdo de particulas de dimensdes micrométricas, ou
microparticulas. Elas s&o sistemas de ordem micrométrica (1000um) que s&o
classificadas de acordo com sua constituigdo. Sdo chamadas microesferas se
forem sistemas matriciais, onde o farmaco se encontra, de maneira uniforme,
disperso e/ou dissolvido numa rede polimérica, ou de microcapsulas se servirem
como reservatorio, podendo conter um principio ativo ou um nucleo rodeado por
uma membrana ou revestimento (PEREIRA et al. 2006; SUAVE et al. 2006).

No ambito farmacéutico, a obtengdo de microcapsulas objetiva, principalmente,
conversdo de liquidos em sodlidos, aumento e melhoria da dissolugéo,
desenvolvimento de formas com liberacdo controlada, protecdo do ativo frente
aos agentes atmosféricos, como umidade, incidéncia de luz ou oxidagao (Tabela
3) (PEREIRA et al. 2006; GRANADA et al. 2007).

Tabela 3 — Caracteristicas de alguns sistemas microparticulados da industria
farmacéutica.

C L . Finalidade da ~ g
Principio ativo . = Apresentacgao final
microencapsulagao
Paracetamol Mascaramento de sabor Comprimido

] Mascaramento de sabor
Acido acetilsalicilico  Redugao da irritagcdo gastrica Comprimido/capsula
Liberag&o controlada

Bromocriptina Liberagéo controlada Suspensao injetavel
Leuprorelina Liberagao controlada Suspensao injetavel
Nitroglicerina Liberagdo controlada Capsula
Progesterona Liberagao controlada Varias

Fonte: SUAVE et al., 2006.

A microencapsulacdo € um processo relativamente recente, que pode
ser conseguido através de algumas técnicas como métodos fisicos, quimicos e
fisico-quimicos. Dentre esses, destaca-se o spray drying que € um método fisico

que proporciona ao agente ativo algumas vantagens (KAMINSKI, et al. 2009).
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2.4.2 Spray Drying

A secagem por nebulizagdo, mais conhecida por spray drying ou por
aspersao, teve seus primeiros passos em 1865 quando foi patenteada a primeira
operacao de secagem de ovos, porém o inicio de sua utilizagdo como processo
em nivel industrial data da década de 20. Tendo como grande diferencial a
possibilidade de obtencdo dos produtos diretamente na forma de pd, os
primeiros produtos a que se tem noticia como obtidos em larga escala com a

secagem por nebulizagao foram o leite e 0 sabdo em pé (SOUZA et al. 2015).

Este processo de secagem baseia-se em trés etapas. Na primeira, o
fluido é disperso na forma de goticula, o que proporciona uma grande area
superficial. Na segunda, as goticulas entram em contato com a corrente de ar
aquecido, havendo transferéncia de calor para elas. Na terceira, por agao da
transferéncia de calor, o solvente evapora, formando uma particula sélida, sendo
posteriormente coletado (OLIVEIRA & PETROVICK, 2010). A figura 3 ilustra

esquematicamente o processo de microencapsulagao por spray drying.

Figura 3 — Fluxograma simplificado do processo.
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Fonte: Adaptado de SUAVE et al. 2006.

A tecnologia spray drying oferece inUmeras vantagens que incluem a
producao de particulas de qualidade consistente, a facilidade em relagdo ao uso
continuo, a aplicabilidade da técnica em materiais termossensiveis e

termorresistentes, a capacidade de processar diversos tipos de matérias-primas
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e a flexibilidade para a definicdo de um projeto com base na formulagdo. As
particulas possuem, ainda, homogeneidade na composigdo e no tamanho das
particulas, podendo culminar em uma liberagéo controlada do ativo (OLIVEIRA &
PETROVICK, 2010).

No processo de secagem sao utilizados agentes adjuvantes que além de
facilitarem a secagem, melhoram as caracteristicas do produto final. A
concentracdo de solidos presentes no liquido de alimentagdo exerce grande
impacto sobre a eficiéncia da operacdo de secagem. A teoria de retencao do
material ativo explica que este volatiliza pouco durante a secagem, se o material
de parede forma rapidamente um filme semipermeavel em torno das goticulas
das emulsdes atomizadas, de modo a permitir a difusividade da agua enquanto
retém o material ativo (FERNANDEZ et al. 2002).

Se este filme semipermeavel forma microcapsulas isentas de qualquer
deformagao superficial, maior sera a efetividade do material de parede na
retencdo do material ativo, entdo, a avaliagdo dos componentes do material de
parede depende da concentragdo da mistura e dos parametros do processo que
influenciam na formacgao da estrutura superficial das microcapsulas, pois, um
material de parede é adequado quando o produto final & constituido de
microcapsulas integras, isto €, o material ativo ficara completamente envolvido e
protegido do ambiente pelo material de parede. Como citam Rosenberg & Young
(1993) a funcionalidade das microcapsulas é criticamente dependente da sua

estrutura superficial.

Visando conseguir melhor eficiéncia na obtencédo de microparticulas com
caracteristicas que ndo comprometam o composto ativo, atualmente a industria
farmacéutica faz uso dos biopolimeros. Entre esses, destacam-se a quitosana, a
carboximetilcelulose e o alginato de sddio por suas aplicagdes como adjuvantes
em diversas preparacdes objetivando, entre outras coisas, modificar a liberagao

e melhorar a absorgéo de farmacos (WANG et al. 2010).

Oliveira et al. (2009) utilizou a técnica Spray Dryer para confecgao de
microparticulas de lacase, que é uma enzima pertencente a classe das
oxiredutases e sdo encontradas em plantas, insetos, bactérias e fungos, como

biossensores, utilizando a quitosana como adjuvante de secagem. As
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microparticulas de quitosana apresentaram boa eficiéncia como suporte na
imobilizagcdo da lacase e apresentaram resultados como biossensores na
determinacao de rutina em amostras de produtos farmacéuticos, nao sofrendo
interferéncia dos excipientes encontrados nas matrizes das amostras, com isso

demonstrando a eficiéncia do processo Spray Dryer.

Toneli et al. (2008) obtiveram microparticulas de inulina utilizando Spray
Dryer. A técnica Spray Dryer proporcionou a obtencdo de microparticulas
predominantemente lisas e com baixa absor¢do de umidade o garantiu a

qualidade no processo de microparticulagéo da inulina.

Os extratos vegetais também podem ser microparticulados utilizando a
técnica spray drying. Oliveira et al. (2010) relataram que extrato seco
de Passiflora edulis Sims. contendo apenas dioxido de silicio coloidal (Aerosil
200) como adjuvante de secagem apresentou melhores caracteristicas das
microparticulas quanto ao tamanho das particulas, higroscopia e umidade
relativa, quando comparadas a extratos com hidrolisado de gelatina (Gelita-Sol
P) ou a mistura dos dois em diferentes proporgdes. Vasconcelos et al. (2005)
produziram microparticulas por spray drying a partir de extratos etandlicos
de Schinus terebinthifolius Raddi, utilizada popularmente devido as atividades
antimicrobiana, cicatrizante e antiinflamatéria, onde o Aerosil®200 foi o adjuvante
que apresentou maior adequabilidade quanto a estabilidade fisica dos extratos

SecCos.

A técnica apresenta-se segura também quanto a compostos volateis,
onde foram obtidas microparticulas de 6leo essencial de laranja utilizando os
adjuvantes maltodextrina e goma arabica (ASCHERI et al. 2003), e também na
obtencdo de microparticulas com 6leo essencial de Lippia sidoides, onde a
microencapsulacdao por spray drying mostrou-se eficiente obtendo 64% de
encapsulacao do ativo com as atividades bioldgicas preservadas (FERNANDES,
2008).
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2.4.3 Biopolimeros
2.4.3.1 Quitosana

A quitosana é um biopolimero catidnico hidrofilico, obtido a partir da
desacetilagado da quitina, principal componente do exoesqueleto de crustaceos e
insetos. Pode também ocorrer naturalmente na parede celular de alguns tipos de
fungos, como os pertencentes aos géneros Mucor e Zygomicetes. A
desacetilagdo da quitina resulta em cadeias poliméricas, que possuem boas
propriedades de adsor¢gdo de ions metalicos devido as interagbes que estes
estabelecem com grupos amino, constituidas por unidades que sofreram a
reacao (D-glicosamina) e liberaram os grupos amino e de unidades que né&o
foram alteradas (N-acetil-D-glicosamina) (Figura 4). Estas unidades variam ao

longo da cadeia, tanto em quantidade quanto em distribuicdo (NIU et al. 2009).

Figura 4 — Reacao de desacetilagdo da quitina formando quitosana.
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Fonte: SPIN-NETO et al. (2008).

ApoOs a dissolugdo em acidos organicos e inorganicos diluidos, a
quitosana forma um polieletrdlito viscoso e suas solugbes sao, geralmente,
misciveis com outros polimeros, formando complexos e quelatos. O uso de
quitosana como transportador de farmacos tem permitido solucionar problemas
como insolubilidade e hidrofobicidade de diversos agentes terapéuticos.
Caracteristicas como biocompatibilidade, capacidade de formar gel,
biodegradabilidade e perfil atdxico fazem da quitosana excelente material a ser
explorado como veiculo de preparagdes cosméticas e farmacéuticas.
(CAMPANA-FILHO & BRITTO, 2009).
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24.3.2 Aplicagoes da Quitosana

O uso de quitosana como transportador de farmacos tem permitido
solucionar problemas como insolubilidade e hidrofobicidade de diversos agentes
terapéuticos, usando para isso o desenvolvimento de microesferas. Martinac e
colaboradores (2002) realizaram estudo comparativo envolvendo genfibrozila na
forma de pro-farmaco com PHEA (poliidroxietilaspartamida) e PHPA
(poliidroxipropilaspartamida) como transportadores e microesferas contendo
diferentes quantidades de quitosana. Ambos os sistemas, pré-farmacos e
microesferas, promoveram alteragdo na cinética de liberacdo do farmaco. No
entanto, os resultados mais promissores foram obtidos com microesferas
constituidas de quitosana (baixa massa molar) combinada com PHPA ou HPMC

(hidroxiproprilmetilcelulose) na proporgao (p/p) de 2:1 ou 3:1 polimero/farmaco.

A via transepitelial, em algumas situagdes, mais conhecida como
transdérmica, € um importante local de aplicacdo da quitosana. Ela é capaz de
agir como promotor da permeagao de macromoléculas e compostos hidrofilicos,
0 que resulta em maior absor¢ao destes agentes pela epiderme ou mucosas. As
principais vantagens do uso dessa via sdo: auséncia de biotransformacgao pré-
sisttmica, o que aumenta a biodisponibilidade de farmacos, auséncia de
hidrolise enzimatica ocorrida no trato gastrintestinal e diminuigdo de flutuagdes
na concentragdo plasmatica, que ocorrem, frequentemente, quando se faz uso
da via oral em horarios diferentes. A eficiéncia deste polimero em promover a
penetracao transepitelial tem sido demonstrada com varios agentes terapéuticos:
insulina, morfina, heparina e hidrocortisona (COSTA SILVA et al. 2006).

A quitosana favorece sistemas de liberagdo de farmacos e
macromoléculas utilizando a via transdérmica, onde ocorre liberacdo do farmaco
da matriz polimérica de forma continua, sem, no entanto, atingir niveis téxicos, e
de maneira que nao danifique as células da membrana epitelial. O mecanismo
como isso acontece, embora ainda ndo elucidado, esta associado ao efeito
oclusivo em nivel da pele, aumentando a hidratagdo e facilitando a absorcao
(FANG et al. 2002).
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2.4.3.3 Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC) (Figura 5) corresponde a um éter de
celulose que possui a estrutura baseada no polimero de [B(1—4)-D-
glucopiranose da celulose produzido pela reagao do alcali de celulose com acido
monocloroacético, em uma reagdo conhecida como sintese de Willianson
(HEDLUND & GERGARD, 2007). Quando purificada, a carboximetilcelulose de
sédio € um po branco finamente dividido, atdxico, inodoro e biodegradavel que
pode ser dissolvido em agua, comportando-se como um polimero aniénico
(REIS, 2010).

Figura 5 — Estrutura quimica da carboximetilcelulose.
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Fonte: Paulino, 2013.

A CMC é um dos mais importantes derivados da celulose, sendo
amplamente utilizada nas industrias (ZACCARON et al. 2005). Uma das
propriedades importantes da CMC estd na viscosidade que € reversivel
dependendo da temperatura tornando seu campo de aplicagdo amplo, podendo
ser utilizado tanto na forma de filmes quanto na forma de gel, ou hidrogel, apés

reacao de reticulagdo com cations bi- e trivalentes (NIE et al. 2004).

Recentemente, CMC destacou-se na literatura devido a habilidade em
complexar cations metalicos em solugbes aquosas. Esta habilidade foi, entéo,
explorada no tratamento de aguas residuais, desenvolvimento de implantes

dentarios, biossensores e como agente retardante de chamas (REIS, 2010).
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243.4 Alginato de Sédio

O alginato de sédio (AS) é um polissacarideo de origem natural derivado
principalmente de algas marinhas marrons, Laminaria hyperborean, Ascophyllum
nodosum e Macrocystis pyrifera, nas quais o alginato compreende até 40% do
seu peso seco. Possui como caracteristica estrutural cadeias lineares de
B(1—4)-D-acido manurénico e a(1—4)-L-acido gulurdnico (Figura 6). Ele é muito
soluvel em agua e forma solugdes viscosas com propriedades que dependem do
peso molecular, dos componentes e dos ions que o constituem. A viscosidade
da solugédo diminui com o aumento da temperatura, forma gel estavel no pH de
5,0 a 10,0 (HOU et al. 2006).

Figura 6 — Estrutura da molécula de alginato.
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Fonte: http://www.visit-alginate.com/product/sodium-alginate-food-grade/ Acesso em 27
de janeiro de 2015.

O alginato é amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e
medicamentos e também encontra aplicacdo na industria téxtil e de papel.
Atualmente, vem sendo utilizado em aplicagdes inovadoras na area meédica e
farmacéutica. Caracteristicas como a acdo gelificante e espessante,
biodegradabilidade, biocompatibilidade, habilidade de ser termoestavel e
auséncia de toxidez tornam o alginato um material interessante para a liberagao
de farmacos (WANG et. al. 2010).

O alginato apresenta boas caracteristicas para formagdo de
nanocapsulas e tem sido extensamente avaliado para formacido de particulas
com tamanhos na faixa de 2 a 100nm para liberagcdo de diferentes materiais.

Nanocapsulas contendo alginato sdo usadas na liberagdo controlada de


http://www.visit-alginate.com/product/sodium-alginate-food-grade/
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inibidores de proteases e na liberagdo de insulina. Algumas proposi¢cdes séo
inovadoras, como, por exemplo, seu uso em particulas inalaveis ou em
particulas magnéticas, indicando que o material pode ser um carreador ideal
para medicamentos no tratamento de doencas respiratérias (MULLER et al.
2011).

Compositos de alginato como alginato-PEGAc (alginato de
polietilenoglicol acrilato), um gel que combina as propriedades do alginato com
as caracteristicas mucoadesivas do polietilenoglicol, demonstram que o material
nao apresenta citotoxicidade. Compdsitos de colageno, contendo albumina
encapsulada em esferas de alginato foram utilizados como suporte para o
crescimento de células epiteliais da cornea; o material obtido apresentou
biocompatibilidade e excelentes caracteristicas de claridade otica e resisténcia
mecanica (MULLER et al. 2011).

Varios produtos farmacéuticos sdo imobilizados em alginato. Sua
utilizagcdo como excipiente de liberacdo de medicamentos, curativos inteligentes,
em formulagdes para prevencao de refluxo gastrico, bem como materiais de
impressao dental, ja € conhecida. Entre aplicagdes reportadas na literatura para
estes materiais, esta o estimulo a células do sistema imune, como citoquinas,
interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa, cuja resposta esta
associada a estrutura sequencial de biopolimeros constituidos exclusivamente
de grupos manurdnicos. Estruturas constituidas somente de grupos gulurénicos
foram propostas para o tratamento de pacientes portadores de fibrose cistica em
funcdo de sua capacidade de modificar as caracteristicas reolégicas da mucina.
Um gel formado por alginato modificado com peptideos para permitir sua ligagao
com heparina, também é reportado como suporte para liberagdo controlada de
fatores angiogénicos. Os estudos demonstraram o potencial terapéutico deste
material na promogado da angiogénese, bem como na engenharia tecidual
(MULLER et al. 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver microparticulas propolis-polimero para avaliagdo das
atividades fotoprotetora, antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana para

aplicagao como cosmético multifuncional

3.2 Objetivos Especificos
eObter e caracterizar o extrato hidroalcodlico e as fragdes de propolis vermelha;

¢ Avaliar a acéo antioxidante, fotoprotetora (fator de protegéo solar, FPS, in vitro)

e cicatrizante do extrato e fragbes de propolis vermelha;

eCaracterizar o perfil bioquimico, hormonal e toxicolégico in vivo do extrato e

fracdes de propolis vermelha;

eObter e caracterizar microparticulas de propolis com quitosana,

carboximetilcelulose e alginato de sodio.

eAvaliar as microparticulas quanto as acbes fotoprotetora, antioxidante e

antimicrobiana;
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4, METODOLOGIA

Para um melhor entendimento deste trabalho a figura a seguir mostra as
etapas que foram seguidas até a obtengdo das microparticulas descrevendo
quais os testes utilizados para a caracterizacao.

Figura 7 — Fluxograma com as etapas para obtencdao das microparticulas de
propolis vermelha de Alagoas.
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4.1 Obtencao do Extrato Hidroalcodlico e Fragoes de Prépolis Vermelha

A propolis utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pelo laboratério
de Microbiologia Aplicada da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas UNCISAL.

Baseada na metodologia utilizada por Alencar et al. (2007), a propolis
bruta triturada (100g) foi submetida a extragdo utilizando-se 400mL de etanol
96°GL. A extracdo foi realizada deixando em repouso a frio durante 48 horas.
Foram realizadas trés lavagens com etanol para exaurir a extracdo dos
compostos. A filtragdo da suspenséo foi realizada em papel de filtro, utilizando
bomba de vacuo, obtendo o extrato etandlico de propolis diluido. Em seguida o
extrato foi evaporado (solvente) em rotaevaporador, obtendo assim o extrato
concentrado de propolis. A este, foi adicionado 10% de agua destilada obtendo o
extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha (EHA), o qual foi utilizado para os

experimentos.

Para obtencao das fragcdes de prépolis o EHA foi lavado com solventes
com polaridade crescente (particionamento liquido-liquido): hexano e acetato de
etila. Inicialmente o EHA foi misturado/agitado com hexano P.A. e deixado em
repouso em funil de decantacdo até a completa separagdao das fases. Em
seguida, a fase mais densa foi coletada, chamada de residuo do extrato de
préopolis, e a fase menos densa foi denominada de fracdo de baixa polaridade da

prépolis vermelha (FBP).

Para obtencao da proxima fracdo, uma mistura de hexano: acetato de
etila (7:3) foi preparada e misturada/agitada com residuo do extrato de propolis
em funil de decantagao. Apds a completa separacao de fases, a fase mais densa
foi coletada, chamada de residuo da fragdo EHA, e a fase menos densa foi

denominada de fragdo de média polaridade da prépolis vermelha (FMP).

Utilizando o residuo da fragdo EHA obtido do procedimento anterior foi
preparada e misturada/agitada com acetato de etila P.A. e deixada em repouso
até a completa separacdo de fases. Em seguida, a fase mais densa foi coletada,
chamada de fragdo de alta polaridade de propolis vermelha (FAP), e a fase
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menos densa foi denominada de fragdo de média-alta polaridade da propolis
vermelha (FMAP). Em todas as etapas o procedimento foi repetido trés vezes
(Figura 8).

Figura 8 — Fluxograma de obtencdo do extrato hidroalcodlico e fragdes de
propolis vermelha.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Acetato de etila (3x)

4.2 Marcadores da Propolis Vermelha

Os padroes utilizados para comparacao dos picos obtidos foram: acido
galico, acido felurico, acido vanilico, daidizeina, formononetina e quercetina.
Baseado na metodologia proposta por Castro et al. (2007) os extratos e fragcdes
(EHA, FBP, FMAP e FAP) foram solubilizados em metanol Sigma-Aldrich grau
HPLC e diluidos até uma concentracdo de 10mg/mL. Essa solugéo foi
homogeneizada em banho ultrassénico por 10 minutos e em seguida filtrada em

membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) com porosidade de 0,45um antes



55

de serem injetadas no equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
— CLAE de marca Shimadzu.

As amostras foram introduzidas no equipamento utilizando o injetor de
rheodyne com volume de 20,0uL. O sistema de CLAE consistia de uma bomba
LC-20AD, um forno CTO-20AD, um detector de UV SPD-20AD, um modulo
controlador CMB-20AD acoplado a um microcomputador através de um software
da Shimadzu LC-solution para aquisicdo dos dados. A fase movel consistia de
um sistema gradiente (acido férmico:metanol). O solvente A contendo acido
férmico:agua (1:19 v/v) e o solvente B metanol grau HPLC. A separacao foi
alcangada numa coluna Phenomenex C18 (250,0mmx4.6mm i.d.; 5,0um)
mantida numa temperatura de 40,0°C. A taxa de fluxo foi mantida em 0.80
mL/min e o detector UV ajustado para 281nm. Um sistema gradiente foi
programado da seguinte forma: 40,0% de B no intervalo entre 0 e 10 minutos;
50,0% de B no intervalo entre 10 e 30 minutos ; 60,0% de B no intervalo entre 30
e 45 minutos; 100,0% de B no intervalo entre 45 e 55 minutos e redugao para
40,0% de B a partir de 55 minutos, mantendo-se nesta condig¢ao isocratica até o
tempo de 60 minutos. Os resultados obtidos com a corrida das amostras foram
capturados pelo software e expressos em forma de graficos (FROZZA et al.,
2013).

4.3 Selecao das Fragoes de Prépolis Vermelha

Para selecionar qual a fracdo da propolis vermelha seria
microencapsulada, foi preparada a formulagdo contendo propolis que foi utilizada
na determinacao o fator de protecao solar in vitro e na atividade cicatrizante in
vivo. As atividades antioxidante e antimicrobiana in vitro utilizaram o extrato e
fragbes de propolis e a avaliagdo da toxicidade in vivo foi determinada para o

experimento da cicatrizagao in vivo.
4.3.1 Formulagao de Prépolis Vermelha

O extrato e as fragdes de propolis (EHA, FBP, FMP, FMAP e FAP) foram

incorporados a base Lanette, adquirida em farmacia de manipulagdo, nas
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concentracbes de 0,1%, 0,5% e 1,0%. Para efetuar a incorporagdo foi
adicionado 2% (v/m) de propilenoglicol, marca Vetec, as amostras e agitado
vigorosamente, levado ao banho-maria e ao ultrassom até a completa
solubilizacdo da prépolis, sé entdo foi acrescentada a base Lanette, com o
auxilio de gral e pistilo, obtendo o creme a base de propolis vermelha de

Alagoas.

As formulagdes foram envasadas em recipiente de polipropileno,
hermeticamente fechadas e estocadas em temperatura ambiente até o momento
de uso. Elas foram utilizadas para determinagcdo do Fator de Protecdo Solar in

vitro (FPS) e a concentracao de 1% para a Atividade Cicatrizante in vivo,

4.3.2 Determinacao do Fator de Protecao Solar (FPS) in vitro

Para uma triagem inicial do poder de fotoabsorg¢do da propolis vermelha
foi realizada uma ressuspensao dos extratos, que se apresentavam com o
aspecto resinoso, pesando 0,1g de cada uma das amostras (EHA, FBP, FMP,
FMAP, FAP) e completando-se o volume para 10mL com etanol P.A. marca
Vetec para que fosse obtida solucdo estoque na concentragcdgo 1%
(massa/volume). As solugbes foram acondicionadas em tubos tipo Falcon e

homogeneizadas em aparelho de ultrassom durante 10 minutos.

Antes do procedimento de leitura da absorbéancia, cada solugédo foi
novamente diluida até a concentragao final de 0,1% (massa/volume). Aliquotas
de 3,0mL foram colocadas em cubetas de cristal de quartzo e procedeu-se a
leitura da absorbancia na faixa de comprimento de onde entre 200 a 600nm. Foi
utilizado etanol P.A. como branco e o equipamento UV-Vis (Spectro Agilent
8453 Modelo G1103A) foi utilizado para as leituras que foram realizadas em

triplicata.

Para determinagédo do FPS foi seguida a metodologia proposta por
Mansur et al. (1986) que demonstrou ser eficaz e rapida, além de apresentar
uma boa correlagdo com os resultados in vivo, ja tendo sido utilizado em outros
trabalhos (BARTH, 2000; ROSA et al. 2008).
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A partir da formulacdo de propolis que estdo descritas no item 4.3.1

foram preparadas diluigdes de 0,2ug/mL em etanol incluindo nessa preparagao o

branco, constituido somente com a base, e o controle, constituido pela base

acrescida de propilenoglicol na mesma concentracao utilizada nos filtros descrita

da tabela a seguir.

Tabela 4 — Diluigdes utilizadas para medigao do fator de protecéo solar in vitro

obtidas a partir de formulagdes de prépolis.

Formulagao de prépolis

Diluicao em etanol P.A.

EHA + creme Lanette 0,01mg/g — Formulagdo A
EHA + creme Lanette 0,05mg/g — Formulagao B

EHA + creme Lanette 0,1mg/g — Formulagéo C

Formulagdo A + etanol 0,2ug/mL
Formulagao B + etanol 0,2ug/mL

Formulagado C + etanol 0,2ug/mL

FBP + creme Lanette 0,01mg/g — Formulagao D
FBP + creme Lanette 0,05mg/g — Formulagao E

FBP + creme Lanette 0,1mg/g — Formulacédo F

Formulagdo D + etanol 0,2ug/mL
Formulagao E + etanol 0,2ug/mL

Formulacéo F + etanol 0,2ug/mL

FMP + creme Lanette 0,01mg/g — Formulacdo G
FMP + creme Lanette 0,05mg/g — Formulagéao H

FMP + creme Lanette 0,1mg/g — Formulagao |

Formulacdo G + etanol 0,2ug/mL
Formulacdo H + etanol 0,2ug/mL

Formulagao | + etanol 0,2ug/mL

FMAP + creme Lanette 0,01mg/g — Formulagao J
FMAP + creme Lanette 0,05mg/g — Formulagao K
FMAP + creme Lanette 0,1mg/g — Formulagao L

Formulagdo J + etanol 0,2ug/mL
Formulagao K + etanol 0,2ug/mL

Formulacao L + etanol 0,2ug/mL

FAP + creme Lanette 0,01mg/g — Formulagao M
FAP + creme Lanette 0,05mg/g — Formulagao N

FAP + creme Lanette 0,1mg/g — Formulagao O

Formulagcdo M + etanol 0,2ug/mL
Formulacdo N + etanol 0,2ug/mL

Formulagao O + etanol 0,2ug/mL

BRANCO (creme Lanette)

BRANCO + etanol 0,2ug/mL

Controle (propileno glicol + creme Lanette 0,2mL/g)

Controle + etanol 0,2ug/mL

Fonte: elaborada pelo autor.

Foi medida a absorbancia das solu¢des preparadas nos comprimentos
de onda de 290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320nm e depois foi aplicada a

formula apresentada a seguir:
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Equacgao 1 — Calculo do fator de protecao solar (FPS) in vitro.

FPS=FC 2320. EE(L).2.1(0).Abs()

FC = fator de correg¢ao (igual a 10), determinado de acordo com os dois filtros
solares de FPS conhecidos e testados em seres humanos de tal forma que um

creme contendo 8% de homossalato origine um FPS = 4;
EE (A) = efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda A.
I (A) = intensidade da luz solar no comprimento de onda A.

Abs (A) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da solugédo proposta como

filtro solar.
Relacéo entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiacédo em

cada comprimento de onda € dado pela tabela seguir (MANSUR, 1986):

Tabela 5 — Relacao entre o efeito eritematogénico e a intensidade da radiagéo.
A(nm) EE(A) . I(A)

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Total 1,0000

Fonte: MANSUR, 1986.

4.3.3 Atividade Antioxidante

Para a determinacdo da atividade antioxidante da prépolis vermelha foi
avaliado o conteudo de compostos fendlicos totais, seguindo a metodologia de
Folin e a capacidade de captura do radical DPPH, determinando a cinética e a

concentracao efetiva para capturar 50% do radical (NUNES et al. 2012) .
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l. Teor de Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de polifendis nos extratos de propolis foi determinado pelo
método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. O método foi baseado no principio da
reagcao de reducdo da mistura dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico em
meio alcalino a éxidos de tungsténio e molibdénio causada pelos compostos
fendlicos, formando um complexo de coloragdo azul, cuja absor¢do maxima
ocorreu em 760nm. O resultado foi obtido em equivalente de acido galico
(CICCO et al. 2009; KUMAZAWA, 2004; ADELMANN, 2005).

Preparou-se uma solugao a 5% (m/v) de carbonato de sédio (Na,CO3) em

agua destilada que foi reservada.

Foi adicionado em um tubo de ensaio 75uL do EHA juntamente com 225
ML de agua destilada para obter um volume de 300uL de amostra. Em seguida,
adicionou-se 300uL de reagente Folin-Ciocalteu (marca Sigma-Aldrich) agitando
vigorosamente e a solugdo foi deixada em repouso por 2 minutos.
Posteriormente, adicionou-se 2,4mL da solugdo de (Na,CO3) a 5% e a mistura
foi colocada em banho-maria a 40°C, ao abrigo da luz, por 20 minutos. A
concentracao final de EHA foi de 25ug/mL no tubo. Transcorrido esse tempo, as
amostras foram transferidas para cubetas de vidro optico e executou-se a leitura
em espectrofotbmetro a 760nm no equipamento UV-Vis (Spectro Agilent 8453
Modelo G1103A). O mesmo procedimento foi realizado para as fragdes de

propolis e todas as analises foram realizadas em triplicata.

Para a elaboracao da curva de concentragdo padrao foi utilizado acido
galico. Preparou-se uma solugdo estoque de acido galico em etanol P.A. e
obteve-se diluicbes nas concentragcées de 1 a 20ug/mL. Estas solugdes foram
utilizadas como amostras seguindo 0 mesmo procedimento anterior onde a
propolis foi substituida pelo padrdo. Os resultados obtidos com as absorbancias
foram utilizados para construir a curva padrao. O teor de compostos fendlicos
totais foi expresso como equivalentes de acido galico (mg de acido galico/100mg
de sdlidos totais).
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Il Atividade de Captura do Radical Livre DPPH

Este método se baseia na transferéncia de elétrons de uma substancia
antioxidante para um radical livre, o DPPH (2-difenil-1-picrilidrazil), que ao se
reduzir a coloragao altera-se de purpura para amarelo (Figura 8). O consumo de
DPPH foi monitorado através da medida do decréscimo da absorbéncia das
solugdes das amostras, em um espectrofotdometro UV-Vis Agilent 8453 G1103A
a 517nm (BIANCO et al. 2010).

Figura 9 — Estrutura do radical livre DPPH.
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Fonte: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/43180?lang=pt&region=BR

Para o preparo da solugdo de DPPH pesou-se em balanga analitica
3,2mg de DPPH (marca Sigma-Aldrich) em tubo protegido da luz. Em seguida
realizou-se a transferéncia quantitativa do DPPH para um baldo volumétrico
utilizando metanol como solvente, completou-se o volume final para 100mL e
homogeneizou. A solugdo foi mantida em banho de gelo e ao abrigo da luz
durante todo o uso.

Pipetou-se em cubeta de vidro optico 2,7mL da solucdo de DPPH e
adicionou-se 0,3mL da solucdo de propolis, extrato hidroalcodlico e fracoes,
obtendo-se propolis na concentracao final de 25ug/mL e executou-se a leitura
em espectrofotdmetro 517nm apdés 30 minutos. O procedimento foi realizado em
triplicata e repetido com os padrbes quercetina, Trolox e acido galico. Realizou-
se a medida da absorbéncia em espectrofotometro UV-Vis Agilent 8453 G1103A

a 517nm. Utilizou-se metanol como branco (Figuras 10 e11).


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/43180?lang=pt&region=BR
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Figura 10 — Variacao de tonalidades das amostras de propolis vermelha diluidas
em etanol P.A. na concentracéo de 1,0 %.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O percentual de reducdo do DPPH, que também pode ser denominado

atividade de captura do radical livre, foi calculado utilizando-se a seguinte
equacao:

Equacgao 2 — Percentual de reducéo do DPPH.

A —A
( controle amostra) 100

% Redugado =

Acontrole

Onde Acontrole = Absorbancia da solugao de DPPH,;

Azmostra = Absorbancia da solucéo de prépolis com DPPH apds 30 min.

Figura 11 — Amostras de prépolis verrgejha reagindo com o radical DPPH.

Fonte: elaborada pelo autor.
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Para a determinagcdo da cinética de captura do DPPH foi seguida a
seguinte metodologia. Foi preparada a solu¢do de DPPH pesando 3,2mg de
DPPH (Sigma-Aldrich) em tubo protegido da luz e completando-se o volume final
para 100mL mantendo a solugdo em banho de gelo e ao abrigo da luz durante

todo o uso.

Uma aliquota de 2,7mL dessa solugdo de DPPH foi transferida para uma
cubeta de vidro optico a qual foi adicionado 300 pL de EHA, FBP, FMP, FMAP
ou FAP solubilizados em etanol P.A. na concentragcdo de 250ug/mL,
completando-se o volume para 3mL. Essa amostra foi mantida ao abrigo da luz
efetuando-se as leituras em espectrofotdmetro UV-Vis Agilent 8453 G1103A em
comprimento de onda de 517nm. Para os padrbes acido galico, Trolox e
quercetina também foi utilizada a mesma metodologia, substituindo as amostras

de propolis pelos padrdes.

Os resultados foram expressos em % de reducdo do DPPH que as
amostras eram capazes de retirar da solugédo. Para a determinacéo da atividade
de captura do radical livre DPPH utilizou-se a Equagao 2, em que foi obtido o
percentual de redugdo do DPPH nos seguintes tempos: 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e

60 minutos.

A concentragdo eficiente 50% (CEsp), quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50%, foi
determinada utilizando o programa Microcal Origin 8,5, a partir de uma curva
exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na abscissa as
concentragcbes das amostras (ug/mL) e na ordenada, a porcentagem de DPPH
que foi reduzida. Obteve-se a equacao da reta y= ax + b e substituiu-se o y por
50 para determinar em qual concentragcao x de propolis e fragdes haveria 50%
de reducao do DPPH. Foram utilizadas 5 concentracdes com valores entre 10 e
50ug/mL (BIANCO et al. 2010; SITHISARN & GRITSANAPAN, 2005).
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4.3.4 Atividade Cicatrizante in vivo

O protocolo experimental foi submetido ao Comité de ética e Pesquisa
(CEP) sobre o uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e
aprovado pelo n° 013852/2011-79 (Anexo C) e seguiu todos os preceitos éticos
e diretrizes nacionais e internacionais que tratam da utilizagdo de animais de
laboratério. O presente experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em

Tratamento de Feridas da Universidade Federal de Alagoas.

4.3.41 Animais Utilizados no Experimento

A metodologia utilizada preconizava a utilizacdo de ratos (Rattus
norvegicus albinus) da linhagem Wistar. Assim, foram utilizadas 35 ratas fémeas
com idade equivalente a 2 meses e peso corpéreo de 184 + 15¢g, que foram
cedidas pelo Biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de
Alagoas (UNCISAL).

Os animais permaneceram em observagcao nos primeiros 15 dias que
antecederam a cirurgia, o qual foi considerado como periodo de quarentena,
sendo este periodo necessario para identificacdo de possiveis variagdes do
estado de saude e comportamento que poderiam interferir nos resultados. Apds
este periodo, os animais foram divididos em sete grupos: controle negativo, onde
foi aplicada a formulacdo contendo somente creme Lanette e propilenoglicol,
item 4.3.1, controle positivo, tratados com Neopantol® (dexpantenol 50 mg/qg),
grupo EHA, grupo FBP, grupo FMP, grupo FMAP e grupo FAP, onde cada grupo
foi composto por 5 animais. As formulagdes contendo prépolis foram utilizadas a

concentracao de 1%.

Os animais foram mantidos em condi¢cbes de temperatura controlada
variando entre 20 + 2°C, com iluminacgao artificial simulando periodos de claro e
escuro (12 horas claro e 12 horas escuro-fotoperiodo) em gaiolas

individualizadas no biotério da Universidade Federal de Alagoas.

As gaiolas foram confeccionadas em polipropileno de dimensdes 340mm

de largura X 490mm de comprimento X 160mm de altura, com tampa gradeada
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em aco inoxidavel e com comedouro em “V”, onde foram colocados,
aproximadamente, 2cm de maravalha de serragem. A limpeza foi realizada com
frequéncia de 2 dias, onde procedia-se com lavagem das gaiolas e substituicao
da maravalha. A alimentagdo dos animais foi a base de ragdo do tipo pallets
(Purina®) e o acesso & agua foi livre. O fotoperiodo foi controlado por aparelho
automatizado, assim como as condicdes de temperatura e umidade que foi

regulada por um termo-higrébmetro.

4.3.4.2 Procedimento Cirargico

Antes da realizagdo do procedimento cirurgico, os animais foram
pesados em uma balanga analitica e verificada a temperatura corpérea com o
auxilio de um termémetro digital. Os dados obtidos foram anotados em livro de

protocolo para um posterior acompanhamento e avaliacio.

Apos o procedimento de pesagem e verificagdo da temperatura os
animais foram anestesiados com a aplicagdo intramuscular de 60 mg/kg de
cloridrato de cetamina a 10% e 15mg/kg de xilazina a 2% na proporgao de 3:1,
anestesiando o animal com 0,1mL/100g (MANUAL DE UTILIZACAO DE
ANIMAIS/FIOCRUZ, 2008). Quando os animais estavam em indu¢do anestésica
foram colocados em decubito ventral para realizagdo da epilagdo, seguida de
assepsia do local com clorexidina a 2% e em seguida foram confeccionadas as

feridas cirurgicas com o auxilio de um punch cirurgico com didmetro de 8mm.

Em cada um dos animais foram realizadas trés lesdes incisivas tomando
uma distancia de 1cm de uma lesdo para outra. Essas feridas foram realizadas
na regidao do dorso, com a retirada da pele e do tecido subcutaneo, deixando
exposta a fascia muscular dorsal. Em seguida, foi realizada a medida do

didmetro das lesdes com a utilizagdo de um paquimetro.

Como os animais estavam divididos em grupos, cada animal recebeu o
tratamento respectivo ao grupo que pertencia. Foi aplicado 0,6mL de formulagéo
em cada lesdo com o auxilio de seringas estéreis descartaveis, evitando, assim,

contaminagdo das feridas. Apdés a aplicacdo da formulagdo foi realizado o
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curativo com a utilizacdo de gases e faixas estéreis e em seguida os animais
foram novamente levados as gaiolas e mantidos sob observacdo até retomarem
a consciéncia. Quando apresentavam movimentos foram avaliados quanto aos
aspectos gerais e apos a anotacdo dos dados foram levados novamente ao

biotério.

4.3.4.3 Analise Macroscopica

Durante a realizagdo do experimento, os animais foram monitorados
durante todos os dias, onde foi observado o estado geral do animal e anotada a
avaliacdo em livro de protocolo. Foram observados parametros como: agilidade,

apetite e sinais de estresse.

O tratamento das feridas foi realizado diariamente uma vez ao dia
durante o periodo de 21 dias do experimento. O curativo fechado foi realizado
durante os trés primeiros dias apds a cirurgia, onde primeiro retirava-se o
curativo do dia anterior, procedia-se com a assepsia da area das lesdes usando
agua para injecao e em seguida foi aplicada, novamente, a pomada respectiva

de cada grupo tratado.

Apos o terceiro dia ndo foram realizados curativos fechados nos animais,
pois nao foi verificada a presenca de inflamacao e secre¢des no local, evitando-
se, assim, lesdes por conta do contato com as gazes. Para o procedimento de
curativo nas feridas abertas lavava-se com agua para injecao as lesdes e logo

em seguida aplicava-se as formulagoes.

As avaliagdes das feridas foram realizadas nos 3°, 7°, 14°, e 21° dias e
os aspectos macroscoépicos foram anotados em formulario (Anexo A). Foram
observados parametros como: tamanho da lesdao (medigéo realizada com o
auxilio de um paquimetro), tecido de granulagao, crosta, inflamagéo, hemorragia,
cor da lesao, tecido necrético e exsudato. Qualquer outra alteracéo era anotada

em livro de protocolo.
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4.3.4.4 Analise Microscépica

Seguindo o protocolo experimental, foi realizada a eutanasia de 7
animais (um de cada grupo), durante o 3°, 7°, 14°,21° dias de experimento, onde
foi escolhido, preferencialmente, o primeiro animal de cada grupo. Caso algum
animal apresentasse alguma alteracdo motora ou outra que pudesse
comprometer a permanéncia no experimento, esse era escolhido em detrimento
aos outros para ser eutanasiado. No 21° dia, por se tratar do ultimo dia do

protocolo experimental, foi realizada a eutanasia do restante dos animais.

Antes da realizacdo do procedimento da eutanasia foram observados
todos os parametros de analise macroscopica das feridas, bem como pesagem e
verificagdo da temperatura. ApOs essa observagdo, os animais foram
anestesiados por via intramuscular e confirmada a indugdo anestésica,
procedeu-se a pungado cardiaca até completa exsaguinacdo e parada

cardiorrespiratoria.

Com a confirmacao da eutanasia, foram retiradas as lesdes existentes
em seu dorso e colocadas em frascos contendo formol na concentragao de
10,0%. As lesbes foram avaliadas microscopicamente por médico patologista e
0s parametros analisados foram anotados em formulario proprio conforme anexo
B.

A analise microscoépica das lesdes foi realizada pelo Centro de Patologia
e Medicina Laboratorial (CPML) da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude
de Alagoas (UNCISAL). Foram avaliados critérios como: Fibrina, Hemorragia,
Hiperemia, Infiltrados Inflamatoérios, Proliferagdo vascular, Células mono e
polimorfornucleares, Fibroblastos, Hiperplasia Epitelial, Fibras colagenas,
graduadas de forma a considerar ausente (0%), discreto (1 a 25%), moderado
(25 a 50%) e intenso (acima de 50%) e a presenca de reepitalizacdo e necrose

classificada em ausente ou presente.
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4.3.5 Perfil Bioquimico e Hormonal

Essas analises foram executadas no Centro de Patologia e Medicina
Laboratorial (CPML) da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas
(UNCISAL).

Nas analises bioquimicas foram dosados os seguintes parametros
bioquimicos: acido urico, colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL,
colesterol VLDL, triglicérides, proteinas totais, albumina e globulina, lactato
desidrogenase  (LDH), fdésforo, (glicose, wureia, creatinina, alanina
aminotransferase, aspartatoaminotransferase, fosfatase alcalina (FA) e

magnésio utilizando o método espectrofotométrico automatizado.

Nas dosagens hormonais foram dosados os horménios TSH, T3 total e
T4 total nos 3°, 7°, 14° e 21° dias de tratamento e FSH, LH, Prolactina nos 14° e
21° dias de tratamento. Foi utilizado nessa andlise o método

quimioluminescéncia.

4.3.6 Atividade Antimicrobiana

As amostras de propolis, EHA, EHA microparticulado, FMAP e FMAP
microparticulado, foram solubilizadas em salina estéril utilizando como agente
solubilizador o Cremophor® RH 40 em uma concentragédo de 50% (v:v) obtendo-
se uma solugao estoque de 100mg/mL de cada preparagao. Previamente a essa
solubilizacdo foi determinada a concentragcdo maxima de agente solubilizador

capaz de n&o afetar o crescimento microbioldgico.

As solucdes estoque foram acondicionadas em temperatura de 6 + 2°C
até o momento da utilizagdo, onde neste momento elas eram deixadas em

temperatura ambiente e homogeneizadas por 10 minutos em banho ultrassénico.

Para a determinacdo da CIM foram utilizados os seguintes espécimes
microbiolégicos:  Staphylococcus aureus (CCCD-S009), Staphylococcus
epidermidis (CCCD-S010), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 700603), Shigella flexneri (CCCD-S006), Salmonella
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entérica (CCCD-S004), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Candida
albicans (CCCD-CCO001).

As amostras foram pipetadas em microplacas de poliestireno estéreis e
solubilizados em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) em concentragdes
decrescentes diluindo-se no primeiro pogco 100uL de solugdo estoque para
100uL de meio de cultura. Em seguida foram adicionados os espécimes
microbioldgicos obtendo em cada pogo a concentragdo de aproximadamente 1,5
x10° bactérias e 1,5 x10* leveduras (10uL de suspensdo microbioldgica a
0,05McFarland). Para certificar-se da viabilidade dos espécimes microbiolégicos
foi confeccionada uma fileira na microplaca chamada de Controle Positivo (C.P.)
de crescimento onde somente foi adicionado o meio de cultura e os espécimes
microbiolégicos; para certificar-se da esterilidade da microplaca outra coluna
contendo somente meio de cultura foi reservada e a esta, chamada de Controle
Negativo (C.N.) de crescimento. Também foi deixada uma fileira para confirmar
que o agente solubilizante ndo estava inibindo o crescimento microbiologico. As
microplacas foram fechadas e acondicionadas em estufa bacteriolégica a 36°C

por 24 horas.

Para a leitura, foi adicionado 20uL de uma solugéo de TTC (cloreto de 2,
3, 5-trifeniltetrazdlio) na concentragdo de 0,02% em todos os pogos. As
microplacas foram novamente fechadas e acondicionadas em estufa
bacterioldgica a 36°C por mais 3 horas proporcionando a reacao colorimétrica do
TTC sobre os microrganismos viaveis. Os po¢os que apresentaram coloragao
vermelha foram considerados como crescimento microbioldgico positivo, ja os
pocos que nao revelaram a coloragdo vermelha foram considerados como

crescimento microbiolégico negativo.

A CIM foi definida como a menor concentragdo do extrato em mg/mL

capaz de impedir o crescimento microbiano.

Para a determinagdao da CBM aliquotas da microplaca na concentragao
igual e acima da CIM foram semeadas em placas de Petri contendo o meio de

cultura agar Mueller Hinton, depois foram acondicionadas em estufa
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bacteriologica a 36°C por 24 horas. O crescimento de coldnias sobre a placa de

agar Mueller Hinton indicava que o microrganismo ainda continuava viavel.

A CBM foi definida como a menor concentragdo do extrato em mg/mL
capaz de eliminar totalmente o crescimento microbiolégico dos espécimes

microbioldgicos apos a semeadura em meio de cultura agar Mueller Hinton.

4.3.7 Analise Estatistica dos Resultados

Para avaliacdo estatistica dos resultados obtidos com os diferentes
grupos pertencentes aos experimentos, foi utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA) e para comparagao dos valores obtidos para cada grupo experimental
foi utilizado o teste de Tukey. Tais analises foram realizadas usando o programa
GraphPad Prism 6.0. As diferengas foram consideradas significativas quando

valores de p < 0,05.

4.4 Obtencgao das Microparticulas de Préopolis Vermelha

Para obtencdo das microparticulas de propolis foram utilizados os
adjuvantes: quitosana, alginato e carboximetilcelulose. As amostras de prdpolis

serdo descritas a seguir.

4.41 Proépolis com Quitosana

Inicialmente foi preparado gel de quitosana nas concentracbes de 1 e
2% (m/v). Mediu-se 1430uL de acido acético (PA) e foi adicionado agua Milli-Q
em g.s.p 100mL, obtendo-se uma solugdo de acido acético a 0,25mol/L™". A
quitosana in natura foi adicionada a solucédo acida e agitada por 24 horas em

agitador magnético.

Para saber qual concentracdo de propolis diluida em etanol capaz de
incorporar em gel de quitosana, realizou-se teste prévio de incorporagéo,
partindo da mistura de 1ml de solugdo EHA/etanol a 10%, 7,5%, 5,0%, 2,5% e
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1% com 1mL de solugao de quitosana (1 e 2%) na propor¢ao 1:1 e deixados em
agitador magnético durante 24 horas. Foi escolhida a maior concentracdo de

propolis capaz de incorporar ao gel de quitosana.
As solugdes expostas a atomizagao foram as seguintes:

Solugao A: confeccionada com 100mL de gel de quitosana 1% + 100mL

de EHA para uma concentraggo final de 10% de EHA (m/m).

Solugao B: confeccionada com 100mL de gel de quitosana 1% + 100mL
de EHA para uma concentracado final de 10% de EHA (m/m) + 1500uL

glutaraldeido.

Solugao C: confeccionada com 100mL de gel de quitosana 2% + 100mL

de EHA para uma concentragao final de 10% de EHA (m/m).

Solugéao D: confeccionada com 100mL de gel de quitosana 2% + 100mL
de EHA para uma concentracdo final de 10% de EHA (m/m) + 500uL

glutaraldeido.

Solugéo E: confeccionada com 100mL de gel de quitosana 1% + 100mL

de FMAP para uma concentragéao final de 10% de FMAP (m/m).

As microparticulas obtidas com a menor concentracdo de polimero

foram escolhidas.

4.4.2 Proépolis com Alginato

O gel de alginato foi preparado com 1g de alginato diluido em 100mL de
agua destilada (1%) e foi deixada em agitador magnético por 24 horas para uma

perfeita solubilizagao.

Para saber qual concentracéo de prépolis era capaz de incorporar ao gel
de alginato, realizou-se teste prévio de incorporagao, partindo da mistura de 1ml

de solucao EHA/etanol a 10% com 1mL de solug&o de alginato.

Foram preparadas as seguintes solugdes:
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Solugdo A: gel de alginato 1% + EHA para uma concentracédo final de
10% de EHA (m/m).

Solugédo B: gel de alginato 1% + EHA para uma concentracgdo final de
10% de EHA (m/m) + 5 mL de NaOH 1,0N, pH aproximado de 8.

Solugédo C: gel de alginato 1% + FMAP para uma concentraggo final de
10% de FMAP (m/m).

Solugédo D: gel de alginato 1% + FMAP para uma concentragao final de
10 % de FMAP (m/m) + 5mL de NaOH 1,0 N, pH aproximado de 8.

As solucdes de EHA e FMAP que obtiveram melhor solubilizagdo foram

levadas para a atomizacao.

4.4.3 Proépolis com Carboximetilcelulose

O gel de carboximetilcelulose foi preparado com 1g de
carboximetilcelulose diluido em 100mL de agua destilada (1%) e foi deixada em

agitador magnético por 24 horas para uma perfeita solubilizagao.

Para saber qual concentracéo de prépolis era capaz de incorporar ao gel

de carboximetilcelulose, realizou-se procedimento semelhante ao item 4.4.2.
Foram preparadas as seguintes solugoes:

Solugao A: gel de carboximetilcelulose 1% + EHA para uma

concentracéo final de 10% de EHA (m/m).

Solugao B: gel de carboximetilcelulose 1% + EHA para uma
concentragao final de 10% de EHA (m/m) + 5mL de NaOH 1,0N, pH aproximado
de 8,0.

Solugao C: gel de carboximetilcelulose 1% + FMAP para uma

concentracéo final de 10% de FMAP (m/m).
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Solugao D: gel de carboximetilcelulose 1% + FMAP para uma
concentracéo final de 10% de FMAP (m/m) + 5mL de NaOH 1,0N, pH

aproximado de 8,0.

As solugdes de EHA e FMAP que obtiveram melhor solubilizagdo foram

levadas para a atomizagao.

4.4.4 Spray drying

As solugdes preparadas com proépolis e polimero foram atomizadas em
equipamento Mini Spray Dryer modelo B-290, da marca Buchi seguindo a
metodologia de Silva et. al. (2011) e Oliveira & Petrovick, (2010). Os parametros
utilizados no equipamento foram, bico injetor com didmetro de 1,4mm,
temperatura de entrada de 160°C, aspirador em 45 metros cubicos por hora,

fluxo em 5 mL/min e temperatura de saida 93 + 3°C.

Os pos obtidos foram acondicionados em recipientes de polipropileno

hermeticamente fechados, em temperatura ambiente e protegidos da luz.

4.5 Marcadores nas Microparticulas de Prépolis Vermelha

As microparticulas obtidas foram solubilizadas em metanol Sigma-
Aldrich grau HPLC e diluidos até uma concentragao de 10mg/mL equivalente em
propolis no pdé atomizado. Essa solugdo foi homogeneizada em banho
ultrassbénico por 20 minutos até a completa solubilizagdo da amostra e em
seguida filtrada em membrana de PVDF com porosidade de 0,45um antes de
serem injetadas no equipamento seguindo os mesmos procedimentos do item
4.2. Os padroes utilizados para comparacdo dos picos obtidos foram: acido

galico, acido felurico, acido vanilico, daidizeina, formononetina e quercetina.

Os resultados obtidos para os pds atomizados foram comparados aos
obtidos com as amostras fluidas, determinando o teor de rendimento dos

marcadores majoritarios.
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4.6 Caracterizacao das Microparticulas de Propolis Vermelha

As microparticulas de propolis obtidas foram caracterizadas pelo teor de
umidade, analise do tamanho das particulas e microscopia eletronica de

varredura.

4.6.1 Teor de Umidade

Para determinacédo do teor de umidade nas microparticulas de propolis
vermelha obtidas foi utilizado método gravimétrico de radiagdo infravermelha.
Neste método foi utilizado equipamento modelo MOC63u - SHIMADZU que
permitiu obter a porcentagem de umidade através de um gerador de funcdes
acoplado a uma balanga digital que possuia acoplada uma fonte de radiagédo. A
amostra foi colocada em um prato de aluminio, 500 +0,5mg, sob camara que
protegia a balanga do calor gerado através de um colchdo de ar, para que a
leitura da balanca nao fosse perturbada pelos vapores liberados da amostra. A
temperatura elevou-se até 120°C e permaneceu até que o peso mantivesse
constante. A diferenga entre o peso inicial e o final foi expressa em porcentagem

de teor de umidade.

4.6.2 Granulometria

Realizada utilizando a medida do didametro de Feret que corresponde a
maior distancia entre as duas linhas paralelas tangenciais aos limites externos
da particula. A imagem da amostra foi capturada por sistemas Opticos que
transformaram a informagdo Iluminosa em um dado digital. Através do
processamento e analise dessas imagens foi possivel realcar detalhes e bordas
dos graos, atenuar ou eliminar ruidos e estruturas indesejaveis e com isso
selecionar caracteristicas ou estruturas de interesse para a realizacdo de

medicoes.

Foi utilizado um microscépio 6ptico com capacidade de aumento de
1000 vezes com ocular provida de nénio graduado. Na aquisicdo das imagens,
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primeiramente ajustou-se o sistema de aquisicgdo tomando por base a
quantidade de pixels que forneceria o menor gréo distinguivel (Figura 12). O
ajuste foi realizado calculando-se a distancia de trabalho Dt a ser empregada de
acordo com a dimensdo diagonal do sensor Ds, a distancia focal Df e a
resolucao diagonal Rd presentes nas especificagdes da camera; a dimensao da
menor particula Dp e a dimens3o da matriz representativa de tamanho n?
desejadas [SUTTON et al. 2009], através da Equacgao 3:

Equacao 3 — Calculo do tamanho de particula.
D, = D, Df Ry
t nDy

Figura 12 — Esquema de ajuste do esquipamento para granulometria.

Ds

Df
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Fonte: Sutton et al., 2009.

Apds a contagem de no minimo 500 particulas foram obtidas as curvas e
distribuicdo granulométrica em fungao da frequéncia percentual do tamanho das
particulas.

4.6.3 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

As micrografias eletrbnicas por varredura foram obtidas num
equipamento HITACHI Tabletop SEM: TM-3000, utilizando energias de 5 ou
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15kV, nos modos de iluminagdo lateral (shadow), frontal (topo) ou misto

(compo).

As imagens foram obtidas em baixo vacuo, de forma a evitar
desidratacédo excessiva e implosao das esferas. Nao se utilizou metalizagéo e as
amostras foram preparadas por adesdo de uma fina camada do p6é em pastilhas
de pelco-tabs (10mm), fixadas sobre um holder de aluminio (30mm). Foram
obtidas imagens em varias escalas de ampliacao, utilizadas ampliagées de 1000,
1500, 2000 e 2500 vezes.

4.6.4 Difracao de Raios X — DRX

A técnica de difragcao de raios-X usada na caracterizacdo das amostras
foi o método de pd. Neste método as amostras pulverizadas foram expostas a
uma radiacdo monocromatica. O equipamento utilizado foi da Shimadzu modelo
XRD-7000 com uma fonte de radiagdo de CuK a com voltagem de 40 Kv e
corrente de 30 mA, com filtro de Ni. Os dados foram coletados na faixa de 26 de
3-90 graus com velocidade de gonidmetro de 2°/min com um passo de 0,02

graus.

4.6.5 Espectroscopia de Infravermelho - FTIR

Nesse estudo foram realizadas analises utilizando-se a técnica de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) acoplada a
um elemento de reflexdo total atenuada (ATR), para verificar a composigéao
quimica quantitativa das amostras. Sabe-se que cada molécula possui um
estado de vibragao caracteristico. Assim, é possivel identifica-la através dos
valores da energia de radiagéo infravermelha absorvida. Estes valores séao
observados em picos, formando bandas de absorcdo ou transmitancia,

resultantes dos comprimentos de onda absorvidos.

O espectro foi obtido de 4000 cm-1 a 400 cm-1 com resolugédo de 16 cm-

1. O equipamento utilizado foi espectréometro Thermo Scientific, modelo Nicolet
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iIS10, em modo Smart OmniSampler Infrared Fourier Transform Spectroscopy
(SOSIFT).

4.7 Atividades Bioldgicas das Microparticulas

Foi avaliado nas microparticulas obtidas o fator de protecdo solar, a
atividade antioxidante e atividade antimicrobiana seguindo a metodologia
descrita nos itens 4.3.2, 4.3.3 € 4.3.6.

Os resultados obtidos para as microparticulas foram comparados com os
obtidos nas amostras fluidas e as analises estatisticas dos resultados seguiu

metodologia utilizada no item 4.3.7.



77

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo do EHA e Fragoes de Prépolis Vermelha

Apos a extracdo etandlica da propolis vermelha de Alagoas (PVA) foi
obtido um rendimento de 80% em massa de EHA. Ja para as fragdes de prépolis
o rendimento foi o seguinte: FBP 30% (240g), FMP 40% (320g), FMAP
25%(200g) e FAP 5%(40g) (Figura 13).

Figura 13 — Rendimento do extrato hidroalcodlico e fragdes de prépolis vermelha
de Alagoas.
Prépolis vermelha
de Alagoas
1kg

EHA
800 gramas

FBP FMP FMAP FAP
240 gramas 320 gramas 200 gramas 40 gramas

Fonte: elaborada pelo autor.

Em trabalhos realizados por Oldoni (2007) utilizando amostras de
prépolis vermelha obtidas de duas regides diferentes do estado de Alagoas foi
possivel obter o rendimento de 58% para o extrato hidroalcodlico, 11% para a
fracdo de baixa polaridade e 28,5% para a fragdo de média polaridade.
Resultado semelhante também foi observado em pesquisas realizadas por

Cabral et al. (2009) que também utilizaram amostras de propolis vermelha do
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estado de Alagoas obtendo rendimento de 11,36% para a fracdo de baixa
polaridade e 30,08% para a fragdo de média polaridade. Quando comparados
esses rendimentos aos obtidos neste trabalho pode-se observar que a PVA
apresentou um maior percentual de rendimento conforme descrito na tabela a

seqguir.

Tabela 6 — Comparacéo do rendimento de amostras de propolis vermelha.

Amostras neste estudo Oldoni (2007)  Cabral et al. (2009)
EHA 80% 58% -
FBP 30% 1% 11,36%
FMP 40% 28,5% 30,08%

Fonte: elaborada pelo autor.

5.2 Marcadores da Propolis Vermelha

Na propolis existem numerosos compostos fendlicos, especialmente
flavonpides e acidos fendlicos. Alguns compostos encontrados na propolis
vermelha do nordeste do Brasil também estdo presentes em outros tipos de
prépolis, porém, alguns compostos sdo somente encontrados na propolis
vermelha de Alagoas, ou, ainda, estes compostos apresentam maiores

quantidades nela, o que diferencia dos demais tipos (MARCUCCI et al. 2014).

Apos analise cromatografica a Formononetina foi identificada como um
dos marcadores de qualidade com tempo de retencdo em 28,1 minutos, e
corresponde ao pico 5 (Figura 14). Estes estudos corroboram com os trabalhos
realizados por Daugsch et al. (2007) onde é apontada a Formononetina como
um dos componentes majoritarios da propolis vermelha brasileira. Alguns
flavonoides, em especial a Formononetina, que € um isoflavona, apresentam
diversas agdes bioldgicas, dentre elas: modulagado da produgéo de interleucinas,
acao anti-inflamatéria, antitumoral, antioxidante e neuroprotetora in vivo e in vitro
(WANG et al. 2012; YE et al. 2012; DAUGSCH et al. 2007).

Também foram identificados outros compostos que apresentam acgdes

biolégicas, como: Acido Galico, Acido Felurico, Daidizeina e Quercetina. Em
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trabalhos realizados por Alencar et al. (2007) e Cabral et al. (2009) foram
identificados acido felurico, daidzeina, quercetina na prépolis vermelha analisada
e também nas fragdes. Em Cabral et al. (2009) a formononetina foi um dos picos

majoritarios o que também observamos nestes estudos.

Figura 14 — Cromatogramas do EHA e fragbes de propolis vermelha de Alagoas
na concentracdo de 10mg/mL (max.281 nm). Compostos identificados e tempo
de retencdo (1) Acido Galico, (2) Acido Felurico, (3) Daidizeina, (4) Quercetina e
(5) Formononetina.
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Além dos compostos identificados no EHA, (1) acido galico, (2) acido
feldrico, (3) daidizeina, (4) quercetina e (5) formononetina, destacou-se a
presencga de cinco compostos os quais foram designados por picos maijoritarios.
Segundo Mendonga et al. (2015) o composto no tempo de retencédo de 13,25min
pode ser a liquiritigenina, o composto em 25,40min pode ser isoliquiritigenina, o
composto em 28,23min pode ser isoformononetina e o pico em 52,83min
corresponde a guttiferonas C e D. Daugsch et al. (2007) também identificaram os
referidos compostos em amostra de propolis vermelha, além disso, compararam
o cromatograma da prépolis com o cromatograma obtido da D. ecastophyllum e
constataram que havia semelhanca de composicéo entre eles,ratificando que a

D. ecastophyllum é a principal fonte botanica da propolis vermelha.

Segundo Mendonga et al. (2015) o pico no tempo de retengdo em
42,81min pode estar associado a trés compostos, a guttiferonas E, F e
xantoquimol em mistura isomérica. Esses compostos possuem potencial
farmacolégico, com inumeras atividades terapéuticas, tais como: anticancer,
antiinflamatdrio, antileprético, antiviral, antibacteriano, antifungico, antidiurético,
giardicida entre outros (BANDEIRA et al., 2007).

5.3 Selecao das Fragoes de Propolis Vermelha
5.3.1 Determinacgao do FPS

Foi observado que tanto o EHA como as fragbes de prépolis
apresentaram dois pontos de comprimento de onda de maxima absorcdo. A
fracdo de média polaridade e a fracdo de média alta polaridade foram as que
apresentaram maior absorcdo na regido compreendida entre o Ultravioleta
meédio e o Ultravioleta B a qual corresponde a absorcao entre 200-315nm, onde
apresentou um dos picos de absorcdo em aproximadamente 280nm. Contudo,
todas as amostras apresentaram baixa absor¢gao na regidao do Ultravioleta A,

compreendida entre 315-400nm (Figura 15).
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Figura 15 — Varredura das absorvancias do extrato hidroalcodlico e fragdes de
prépolis vermelha de Alagoas na concentragao de 0,1%.

1 UVB UVA — EHA
FBP

Absorvancia

250 350 450
A (nm)

Fonte: elaborada pelo autor.

Na figura 15 podem ser observadas duas bandas entre 250-350 nm
(banda 1) e 190-240 nm (banda Il), as quais estao relacionadas a presenca de
principais classes de flavonoides. Essas bandas s&o utilizadas como parametro
para determinacdo da qualidade da prépolis, conforme o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento (MAPA), que estabelece que o
espectro de absor¢cdo de radiagdes no UV-Vis na prépolis deve apresentar
bandas entre 200 e 400 nm (BRASIL, 2001).

Na prépolis os flavonoides exibem absorgédo na regido do UV-VIS devido
a presenca do croméforo do benzeno. Flavonas e flavondis (Figura 16) quando
apresentam atomos de oxigénio no anel A, mas ndo no B, tendem a ter a banda
[I mais pronunciada que a |, como € possivel visualizar na figura 15. Ja os
flavondis com o grupo 3-hidroxila substituido (metilado ou glicosilado) possuem a
banda | em 328-357 nm, semelhante aos compostos fendlicos, ou seja, com
deslocamento da banda | para a regido de absorcdo UVB (Figura 15)
(ASSIMOS, 2014).
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Figura 16 — Estrutura quimica de alguns flavonoides presentes na propolis.

(o]

Flavona Flavonol Isoflavona Flavanona Flavanonol

Fonte: Mendonga, 2011.

Em trabalho realizado por Nascimento e colaboradores (2009) amostras
de propolis verde da regido de Minas Gerais apresentaram um ponto de
absorgdao maxima em aproximadamente 290nm enquanto a prépolis vermelha da
regidao de Pernambuco apresentou uma absor¢gdo maxima em aproximadamente
280nm, semelhante o que foi observado em nos resultados deste trabalho.
Ramos et al. (2010) demonstraram em amostras de prépolis marrom obtidas do
Rio de Janeiro apresentavam dois pontos maximos de absorgao proximos a 240

e 290nm semelhante ao que foi observado nestes estudos.

Observou-se que o FPS da propolis vermelha € concentracao
dependente, melhor evidenciado para EHA e FMAP. Com isso, o FPS da FMAP
na concentracao de 1% foi 2,321 e o metoxicinamato de octila FPS 7,394, o que
pode ser considerado um bom resultado se compararmos a FMAP ao padrao
metoxicinamato de octila. A FMAP foi a que obteve melhor resultado
fotoprotetor, seguido por FMP e EHA (Tabela 7).

Tabela 7 — Determinagao do FPS in vitro das amostras de propolis vermelha e
metoxicinamato de octila.

Concentragao EHA FBP FMP FMAP FAP Metox*
0.1% 0,096 + 0,076 + 0,377 + 0,345 + 0,036 + 2,019 +
170 0,002° 0,003? 0,008° 0,017° 0,003° 0,018°
0.5% 0,561 + 0,125 + 0,630 + 1,643 + 0,109 + 3,732
/0 0,005 0,004° 0,026" 0,032' 0,005° 0,035
1.0% 0,850 + 0,760 + 1,418 + 2,321 + 0,265 + 7,394 +
70 0,013" 0,010’ 0,018™ 0,055" 0,022° 0,050°

(Metox* = Metoxicinamato de octila)

Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média do FPS + desvio padrao, aceitando um
nivel de significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras
iguais, ndo houve diferencga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor
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Amostras de propolis vermelha da regido de Pernambuco apresentaram
FPS de 2,2 a 2,4 para o extrato etandlico e glicolico na concentragédo de 5,0%.
(NASCIMENTO et al. 2009). A propolis marrom apresentou um FPS de 1,04 +
0,10 na concentracdo de 3% (RAMOS et al. 2010). Nestes estudos, na
concentracdo de 1%, o FPS foi de 0,85 o que demonstra a superioridade do

poder de fotoprotecao.

Como pela RDC 24/2011 (ANVISA) o FPS minimo para um produto
multifuncional é 2, a fracdo que atendia esse requisito foi a FMAP na

concentragéo de 1%.

5.3.2 Atividade Antioxidante
l. Teor de Fenois Totais

Obteve-se a curva do padrao acido galico e a equagao da reta conforme
mostrado na Figura 17. A partir desta, foi calculado o teor fendlico das amostras

de prépolis.

Figura 17 — Curva do padrédo acido galico.
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Figura 18 — Teor de fendis totais em mgEAG/100mg de extrato seco para os
grupos experimentais.

7 R Amostra Resultados

:g § % — EHA 38,47 +1,282

2 S FBP 40,87 + 2,857

% 2 40+ FMP 86,86 + 2,12b

% UEJ’ FMAP 46,59 + 2,59

== FAP 22,55 + 0,35¢
"TEfA FeP FMAP FAP

Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

A FMP e FMAP foram as amostras que apresentaram maior conteudo de
fendis totais. Isso demonstra que ha compostos fendlicos de diferentes
polaridades que foram separados pela técnica de fracionamento liquido-liquido.
Cabral e colaboradores (2009) avaliaram o teor de compostos fendlicos em
amostras de propolis vermelha e observaram que o extrato etandlico de prépolis
(EEP) apresentou um teor de 25,80mgEAG/100mg, sendo este valor abaixo do
encontrado nestes estudos. A fragdo hexanica (fr-hex) apresentou um teor de
compostos fendlicos estatisticamente menor (15,48mgEAG/mg) quando
comparado ao teor da fragdo cloroférmica (fr-Clo) (24,98mgEAG/mg) e quando

comparados com estes estudos todos os resultados mostraram-se inferior.

Kumazawa e colaboradores (2004) avaliaram a composi¢cao fendlica de
prépolis de diferentes lugares do mundo pelo método Folin-Ciocalteau. As
amostras da Africa do Sul, Tailandia e Uzbequistdo apresentaram baixos
valores, 9,95; 3,12 e 17,46mg EAG/mg de propolis, respectivamente. Os fenois
totais da propolis brasileira coletada em Minas Gerais foi menor que o de duas
amostras europeias, da Bulgaria e Hungria e da china (12,0; 22,0; 24,2 e 29,8mg
EAG/mg de propolis, respectivamente) apontando diferenga entre a composicao

quimica da propolis brasileira das demais. Os principais componentes da
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propolis brasileira sao derivados prenilados do acido p-cumarico, flavonoides

nao encontrados na propolis europeia.

Il Atividade de Captura do Radical Livre DPPH

A fracdo de baixa polaridade e de média polaridade foram as que
apresentaram melhor atividade de captura do radical DPPH o que indica a maior
presenca de compostos antioxidantes nessas fragées. Nos estudos realizados
por Cabral e colaboradores (2009), a fragdo hexanica apresentou maior
atividade de sequestro do radical livre DPPH, 74,4%, semelhante aos resultados
deste trabalho. Trusheva et al. (2006) isolaram compostos da propolis vermelha
e verificaram que as benzofenas isopreniladas, substancias de menor polaridade

em relagao aos isoflavonoides, apresentaram maior potencial antioxidante.

O EHA e FMAP foram semelhantes quanto a atividade antioxidante
apresentando valores proximos a 56%. Kumazawa et al. (2004) avaliaram a
atividade antioxidante pelo método do DPPH de extrato etandlico de propolis, na
concentracdo de 20ug/mL, de diferentes lugares do mundo. Amostras da
Australia, China, Hungria e Nova Zeléndia apresentaram atividade antioxidante
com percentual proximo a 70%. A amostra brasileira utilizada no referido estudo
foi coletada no estado de Minas Gerais e apresentou atividade antioxidante com
percentual proximo a 40%, resultado este abaixo do valor encontrado em neste

trabalho.

A FAP foi a que demonstrou possuir menor poder antioxidante com
apenas 22,82% de capacidade de capturar o radical DPPH o que equivale a
30,46% do poder antioxidante da FBP (Figura 19).
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Figura 19 - Capacidade de captura do radical DPPH para os grupos
experimentais.
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Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, ndo
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

Em relacdo a cinética, o EHA e fragcdes (FBP, FMP e FMAP)
apresentaram percentual de redugdo do radical DPPH semelhante até 20
minutos de reacao. A partir dai FBP e FMP apresentaram vantagens em relagéo
as demais. A FAP foi a que apresentou pior desempenho entre as amostras
analisadas. Nota-se que nos primeiros cinco minutos a capacidade de capturar o
DPPH vai elevando-se até estabilizar. Para FMAP e EHA nao ha modificacdo no
decorrer do tempo, porém para FBP e FMP apds 30 minutos a capacidade de
capturar o radical é retomada elevando-se gradativamente até o final do tempo
observado. Em experimentos realizados por Park et al. (2015) a capacidade de
captura do DPPH por diversos tipos de propolis permaneceu, embora que
lentamente, durante as 3 horas de observacdo. Como a escala de tempo de

observacéao foi de uma hora nao foi evidenciado esse comportamento inicial.

A FBP foi a amostra que apresentou melhor resultado, onde no tempo
de 60 minutos aproxima-se de 80% na capacidade de captura do DPPH
deixando-a proxima aos padrdes acido galico, quercetina e Trolox. Ja a FAP nao

conseguiu atingir nem 30% na capacidade de captura do DPPH (Figura 18).
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Figura 20 — Cinética da atividade sequestradora do radical livre DPPH (ASR).
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Os valores obtidos estao expressos em média t desvio padréo.
Fonte: elaborada pelo autor.

Dentre as amostras a FBP foi a que apresentou melhor resultado para
CEso, 15,68ug/mL, demonstrando que foi a fragdo mais potente quanto a

atividade antioxidante (Tabela 8).

Quando comparadas a CEsy dos padrdées quercetina CEsy, 3,74ug/mL,
acido galico CEsp, 1,14ug/mL e Trolox CEsp, 4,09ug/mL notou-se que esses
valores ficaram abaixo do observado para as amostras de prépolis, ressaltando
0 maior poder antioxidante desses compostos. Este estudo corrobora com o
trabalho realizado por Marquele-Oliveira et al. (2008) que avaliaram a atividade
antioxidante da propolis verde e outros vegetais obtendo resultados

semelhantes.

Amostras de propolis da Paraiba apresentaram menor atividade
antioxidante que a propolis vermelha de Alagoas, onde a CEsp para extrato
etandlico apresentou resultado 39,2ug/mL, estando quase duas vezes mais

acima dos valores observados em nestes estudos (SOUZA et al., 2014).
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Tabela 8 — Determinagao da CEsg para amostras de propolis vermelha.

Amostra Equagio R? CEsp (ug/mL)
EHA y=1,56x +15,88 0,9939 21,87
FBP y=1,28x + 29,93 0,9473 15,68
FMP y=1,24x + 26,66 0,9772 18,82

FMAP y=1,33x + 20,47 0,9702 22,20
FAP y=0,58x + 10,83 0,9891 67,53
Ac. Galico y=11,55x +36,82 0,9901 1,14
Trolox y=8,87x+13,65 0,9811 4,09
Quercetina y=28,44x + 18,44 0,9350 3,74

Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.3 Atividade Cicatrizante

O peso dos animais foi o primeiro parametro observado durante a
realizacdo do experimento. Os resultados obtidos mostraram que os animais néao
perderam peso durante todo o periodo dos experimentos e que assim, nenhum
dos tratamentos aplicados topicamente alterou de forma significante este
parametro. A variagdo média de peso por grupo pode ser observada na figura
21.

No estudo de cicatrizagdo realizado por Santos et al. (2002), foi
observado que houve reducédo no peso dos animais tratados com somatotropina
no decorrer do experimento em todos os grupos experimentais, inclusive os do
grupo controle que eram tratados apenas com agua destilada. Fato semelhante
ocorreu no trabalho de Batista et al. (2012), que avaliavam o uso toépico de
propolis verde comparada com a propolis vermelha na reparagdo de feridas,
onde os animais no inicio do estudo tiveram perda de peso, contudo no decorrer
do experimento o peso foi reestabelecido. Esses estudos demostram que
provavelmente este modelo experimental pode alterar a massa corporea dos
animais, contudo nado observamos esse efeito e pode-se, assim, dizer que a
prépolis vermelha de Alagoas néo alterou significativamente o peso dos animais

deste experimento.
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Figura 21 — Peso médio dos animais utilizados nos experimentos.

CN. C.P. EHA FBP FMP FMAP FAP

C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo

Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor

Ratos da linhagem Wistar, possuem temperatura corpérea em torno de
37,4 + 0,3°C (HABICTH, 1981). Podemos observar que a temperatura corporal
dos animais, em todos os grupos estudados, subiu discretamente durante o
inicio do experimento, o que se pode atribuir este fato ao processo caracteristico
da fase inflamatéria na cicatrizagao, visto que apds este periodo os animais
reestabeleceram a temperatura corporea normal. Todavia, essa pequena
oscilacdo na temperatura nao foi significativa como podemos observar na figura
22.

Trabalhos realizados por Batista et al. (2012), mostraram que a
temperatura corporal dos animais variava a depender do grupo em estudo,
observando que os animais tratados com prépolis obtiveram uma elevagao na
temperatura apd6s o procedimento cirurgico devido a @ atividade
imunoestimulatéria, mas que no decorrer do tempo havia uma normatizagao
dessa temperatura semelhante a estes estudos. Dessa forma, os tratamentos a
base de propolis vermelha de Alagoas nao alteram de modo significativo e nem
prejudicial a temperatura corporal de ratas da linhagem Wistar.
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Figura 22 — Temperatura média dos animais para cada grupo durante o periodo
experimental.
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Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor

5.3.3.1Analise Macroscopica
l. Area da Lesio

Observou-se que no 3° dia de experimentagdo ndao houve diminuicio
relevante no tamanho das lesbes em nenhum dos grupos estudados. No 7° dia
de experimentagao notoriamente houve uma redugao nas lesées em todos os
grupos experimentais, contudo nao houve diferenga significativa entre os grupos

tratados.

No 14° dia os animais apresentavam redug¢ao no tamanho das lesbes
onde o grupo EHA destacou-se, evidenciando melhor tratamento que o controle
negativo e assemelhando-se ao controle positivo. Ao final do experimento,
periodo correspondente ao 21° dia todos os animais apresentaram reducéo total
das feridas, exceto a FBP e controle negativo. Assim, a FMAP assemelhou-se
ao EHA quando analisada a capacidade de reducdo do tamanho da ferida
(Figura 23).

Baracho et al. (2009) avaliaram a atividade cicatrizante do extrato de
prépolis em ratos diabéticos, observando que o grupo que recebeu tratamento

com extrato hidroalcodlico de propolis, ao fim do experimento, apresentava
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cicatrizes menos profundas que as dos demais grupos, o que ocorreu de
maneira semelhante em nos experimentos deste trabalho com a propolis
vermelha de Alagoas. No trabalho realizado por Vieira et al. (2010), ficou
evidenciado que a area das lesdes nos ratos tratados com prépolis a 20%, foi
inferior, quando comparada aos resultados obtidos com os outros grupos
experimentais, embora os testes estatisticos n&do tenham considerado os dados

significantes.

Figura 23 — Medida das lesbes dos animais experimentais separadas por grupos
de tratamento.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo

Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferencga significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

l. Crosta

No 3° dia p6s cirurgico 60% dos animais do grupo EHA e 40% do grupo
FMAP apresentavam crosta sobre as feridas. A crosta possui um caratér
benefico no processo inicial de cicatrizagdo, sendo uma barreira mecanica que
protege a ferida (MENEZES, 2006). A partir do 7° dia de tratamento, periodo que
compreende a fase proliferativa, a crosta foi evidenciada em todos os animais
(Tabela 9).

Quando chegado o 14° dia pds-cirurgico os animais pertencente ao

grupo EHA apresentava regressao da crosta em 66,67% dos animais e FMAP
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em 33,33% e ja comegavam a apresentar pele neoformada. Ao final do
experimento, todos os animais apresentavam pele neoformada ou cicatriz,
mostrando a contragdo da lesdao e epitalizagdo do local lesado com o

desaparecimento da crosta.

Quando observamos o trabalho de Melo et al. (2007), que tratou feridas
com luz laser percebemos que ocorreu aparecimento de crosta em todos os
animais do experimento a partir do 3° dia, na avaliacdo realizada no 7° dia
apenas os animais do grupo controle positivo apresentavam crosta mostrando
que a formacao de crosta € um parametro importante e evidenciando a ineficacia

do tratamento utilizado.

Il. Necrose e exsudato

A presencga de tecido necrosado prolonga a fase inflamatéria e contribui
para proliferagdo de microrganismos, pode ser gerada por qualquer agente
lesivo e o aspecto macroscopico varia de acordo com a causa (AZEVEDO et al.
2014). Durante o periodo experimental nao foi observada a presencga de necrose
em nenhum dos grupos estudados o que corrobora que o tratamento topico com
a propolis vermelha de Alagoas néo favoreceu ao surgimento de tecido necrético
(Tabela 9).

Aumento dos niveis de exsudato pode ser um sintoma de infecgao e
aumento do edema. E quanto maior o volume de exsudato, maior o risco de
maceragao da pele periferida (Disponivel em: <
http://www.coloplast.com.br/feridas_pele/topicos/condicoes/exsudato/> acesso em
27/07/2014). Todos os grupos tratados né&o apresentaram o surgimento de
exsudatos.

Il. Inflamagao e hemorragia

No 3° dia pos-cirurgico 20% dos animais pertencentes aos grupos
controle negativo, FBP, FMAP e FAP, apresentaram reagdes inflamatorias nas
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lesbes, porém ela desapareceu nos dias seguintes. O processo inflamatorio é
considerado como meio de enfrentar a invasado de patdogenos e envolve varias
respostas como defesa, ndo sendo, necessariamente, um processo reacional de
um tratamento (RANG;DALE, 2007).

Até o 3° dia de experimentagdo houve uma discreta hemorragia nos
animais dos grupos FBP (25%), FMP (25%) e FMAP (50%) que desapareceu no
decorrer do tempo. Este fato pode ter sido ocasionado pela remogao dos
curativos que incidentalmente acabavam aderindo as lesdes e o0 processo de

remocgao fazia com que pequenos pontos hemorragicos surgissem.

Em estudos realizados por Menezes (2006) todas as lesbes
apresentavam aderéncia as compressas de gaze dificultando a retirada do
curativo, explicando que esse processo de remogao causava trauma aos novos
vasos formados no tecido de granulagdo que sdo rompidos facilmente em funcéo

do atrito com a gaze prolongando o periodo de cicatrizagéo.

Apods o 3° dia, ndo foram mais realizados curativos fechados e com isso
nao foi observado nenhum sinal de hemorragia, o que corrobora com Menezes
(2006).

IV. Tecido de Granulagao

O aparecimento do tecido de granulagdo é considerado como um bom
sinal para a cicatrizagdo. Ele € formado por tecido conjuntivo recém formado,
intensamente vascularizado (AZEVEDO et al. 2014). Na primeira fase da
cicatrizacédo, 3° dia pds-cirurgico, apenas os animais do grupo EHA e FMP
apresentaram tecido de granulagao. No 7° dia de experimentacao o grupo FMAP
apresentou melhor desempenho nesse item (Tabela 9).

Durante todo o experimento n&o foi observada a presencga de tecido de
granulagdo nos animais do grupo controle negativo e controle positivo,
confirmando que o tratamento tépico com propolis vermelha de Alagoas melhora
0 processo de cicatrizagdo, tornando-o vantajoso em relagdo ao processo de

cicatrizacado natural e ao tratamento com dexpantenol (Tabela 9).
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Tabela 9 — Avaliagdo macroscopica das lesdes. Intensidade dos achados em
porcentagem.

3°DIA 7° DIA 14° DIA 21° DIA
A P [ TITA|P| T A |[P|] T AP | T
C.Negativo| 20 | 80 | - | - | - [100] 100 | - - 100 | - -
C.Positvo | - [100] -] - | - [100] 100 | - - 100 | - -
8 EHA 40 | 60 | - | - |50] 50 | 66,67 | - |3333]100] - -
§ FBP 80 | 20 | - | - | - [100] - -1 100 J100 ] - -
(3} FMP 40 | 60 | - | - |25] 75 | 66,67 | - | 3333|100 | - -
FMAP 60 | 40 | - | - | - [100]33,33 ]| -[66,67]100] - -
FAP 80 | 20 | - | - | - [100]66,67 | - [3333]100] - -
C. Negativo | 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
o |.C-Positivo [ 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
3 EHA 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
5 FBP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
2 FMP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
FMAP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
FAP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
C. Negativo | 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
o | .C Positivo | 100 [ - - 1100 - | - 100 | - - 100 | - -
® EHA 100 | - - J100] - T - 100 | - - 100 | - -
3 FBP 100 | - - J100] - T - 100 | - - 100 | - -
LL"E FMP 100 | - - 1100 - | - 100 | - - 100 | - -
FMAP 100 | - - 1100 - | - 100 | - - 100 | - -
FAP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
C. Negativo | 80 - 20100 - | - 100 | - - 100 | - -
o | C.Positivo | 100 [ - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
o EHA 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
£ FBP 80 - [20f100 ] - | - 100 | - - 100 | - -
= FMP 100 | - - J100 ]| - - 100 | - - 100 | - -
£ FMAP 80 - 20100 - | - 100 | - - 100 | - -
FAP 80 - [20f100] - | - 100 | - - 100 | - -
C. Negativo | 100 | - -l100]| - | - 100 | - - 100 | - -
o |.C-Positivo [ 100 [ - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
g EHA 80 - [20f100 ] - | - 100 | - - 100 | - -
& FBP 100 | - -1 75 -125] 100 | - - 100 | - -
g FMP 80 | - |20l 75| - [ 25| 100 |- - |100] - -
& FMAP 100 | - - 150 -]50][ 100 |- - 100 | - -
FAP 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -

C. Negativo | 100 - -
& | C. Positivo | 100 | - - 100 - - 100 | - - 100 | - -
& EHA 100 | - - 100 - | - 100 | - - 100 | - -
5 FBP 75 | - [25|100] - | - 100 | - - 100 | - -
E FMP 75 | - [25|100] - | - 100 | - - 100 | - -
T FMAP 50 - |s0f100 | - | - 100 | - - 100 | - -
FAP 100 | - - 1100 - | - 100 | - - 100 | - -

Legenda: A- ausente; P: parcial; T: total.
Fonte: elaborada pelo autor
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5.3.3.2Analise Microscopica
l. Primeira Biopsia

Quando analisados os achados histologicos no terceiro dia de
experimentagao, percebeu-se que todos os grupos experimentais apresentaram
uma grande producao de fibrina, caracteristico dessa fase devido a formagéo do

coagulo.

No que diz respeito a infiltrados inflamatdrios, todos os grupos
enquadraram-se como moderados. Neste periodo os grupos apresentavam
proliferacdo vascular discreta, necessaria a neoformacao de tecido. Com relacéo
aos achados de células mono e polimorfonucleares, foi apresentado em todos os
grupos um maior percentual em moderado fase onde essas células estdo em
grande atividade. Os grupos experimentais apresentaram discreta presenca de
fibroblastos, dando inicio ao processo de sintese da matriz extracelular (Tabela
10).

No trabalho realizado por Grégio et al. (2005), que utilizava dois grupos
experimentais, um controle, tratado com solucéo fisiologica, e outro tratado com
extrato hidroalcodlico de propolis obtida de arvores de Eucalipto do Parana,
observou-se que apos dois dias ao processo cirurgico foram encontradas lesées
recobertas por material amorfo, com uma intensa producdo de infiltrados
inflamatoérios com predominio de células polimorfonucleadas e apresentava
sinais de inflamacao aguda. Esses dados diferenciam dos resultados obtidos em
neste experimento em que no 3° dia apresentavam essas caracteristicas em
carater moderado de producado, confirmando o melhor poder de cicatrizagao da

propolis vermelha de Alagoas na fase inicial do processo de cicatrizagao.

Il. Segunda Bidpsia

No 7° dia pds cirurgico foi encontrado uma produgao de fibrina mais
intensa em todos os grupos, com excegdao do grupo controle positivo. A
hemorragia também aumentou durante essa fase, resultado compativel com o

aumento da hiperemia durante esse periodo. Observamos nesta fase, também,
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uma diminuicdo na classificacdo do percentual de infiltrados inflamatorios,
indicando a transicéo para a fase proliferativa do processo de cicatrizacédo. Nesta
fase ocorreu uma evolugao na proliferagao vascular, passando de discreta para
intensa, correspondente a angiogénese necessaria para oxigenagao e chegada

de células ao tecido que esta em formacao.

Os achados histopatolégicos das lesdes encontrados por Grégio et al.
(2005) apos sete dias de cirurgia foram semelhantes a estes resultados.
Revelavam que o tecido epitelial ja estava reparado, apresentavam infiltrado
inflamatorios de células mononucleadas em carater variando de moderado a
discreto para os animais tratados com préopolis do Parana, além de que os
animais do grupo controle apresentavam infiltrados inflamatérios de carater

intenso.

Houve, também, um aumento no percentual de lesdes que
apresentavam fibroblastos, ratificando que foi dado inicio a fase proliferativa do
processo de cicatrizagcao, confirmada pelo aumento do percentual de hiperplasia
epitelial em todos os grupos o que evidencia a reepitalizagdo. O tecido de
granulagao reforga o inicio dessa fase, observando valores de carater moderado
variando de 66,67% a 100% para todos os grupos. Houve um aumento no
percentual de fibras colagenas, nesta fase em todos os grupos experimentais
que ja apresentavam 100% de reepitelizagdo, com destaque para o grupo EHA e
FMAP (Tabela 10).

. Terceira Biopsia

Com a terceira bidpsia, ocorrida no 14° dia de experimentagao,
observamos que a fibrina estava praticamente ausente em todos os grupos
experimentais, apenas o controle negativo ainda apresentava percentual de
100% na classificagdo discreto. Em todos os grupos houve um relevante
desaparecimento dos achados hemorragicos, chegando quase a auséncia total,
correspondente a diminuicdo na classificacdo percentual da hiperemia, onde
apenas o controle negativo apresentava 100% de relevancia para a classificagéao

moderado. Nesta fase, também, houve uma diminuicdo na proliferacdo vascular,
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fato esse que pode explicar a diminuicdo da hemorragia e da hiperemia local.
Percebemos uma redugao no percentual de células mono e polimorfonucleares
nos achados e um aumento nos fibroblastos, mostrando que a lesdo encontrava-
se na fase de remodelagem tecidual. Foram encontrados 100% de reepitelizacéo
em todos os grupos, processo caracteristico dessa fase, além de 100%de

auséncia de tecido necrotico (Tabela 10).

IV.  Quarta Biopsia

Nesta fase os infiltrados inflamatérios eram praticamente ausentes em
todos os grupos assim como células mono e polimorfonucleares que também se
apresentavam ausentes em todos os grupos, exceto para controle negativo e

FMP o que corrobora com as analises macroscopicas.



Tabela 10 — Avaliagao microscopica das lesdes.lintensidade dos achados em porcentagem.

3° DIA 7° DIA 14° DIA 21° DIA
A D M I A D M I A D M A D M I
C. Negativo - 33,33 - 66,67 | 33,33 - - 66,67 - 100 - 66,67 | 33,33 - -
C. Positivo 33,33 - - 66,67 - - 66,67 | 33,33 ] 100 - - 100 - - -
@ EHA - 33,33 - 66,67 - - - 100 100 - - 100 - - -
5 FBP - - - 100 - - - 100 | 66,67 - 33,33 100 - - -
i FMP 33,33 - - 66,67 - - - 100 100 66,67 | 33,33
FMAP - - - 100 - - - 100 100 100
FAP 33,33 | 66,67 ] 33,33 66,67 ] 100 100
C. Negativo 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - - 100 - 33,33 | 33,33 - 33,33
© C. Positivo 33,33 | 66,67 - - - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - - 100 - -
g EHA - 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - 100 - 100 - - -
o FBP - - 100 - - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - 100 - - -
GE) FMP 33,33 | 33,33 | 33,33 - - 33,33 | 66,67 - 66,67 | 33,33 - - 33,33 | 66,67 -
T FMAP - 33,33 | 66,67 - - - 100 - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - -
FAP - 100 - - 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - 100 - -
C. Negativo - 33,33 | 66,67 - 33,33 | 66,67 - - - - 100 33,33 | 66,67 - -
© C. Positivo 33,33 | 33,33 | 33,33 - - - 100 - 33,33 | 66,67 - - - 100 -
€ EHA - 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - 33,33 | 66,67 - 66,67 | 33,33 - -
g FBP - 33,33 | 33,33 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - 66,67 - 33,33 66,67 | 33,33 - -
%— FMP 33,33 | 66,67 - - - 100 - - 66,67 - 33,33 - 100 - -
FMAP - - 100 - - 33,33 | 66,67 - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - -
FAP - 100 - - - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - 66,67 | 33,33 - -
C. Negativo - 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - 100 - - 66,67 | 33,33 - -
" C. Positivo - - 100 - - 100 - - - 100 - 100 - - -
Q-2 EHA - 33,33 | 66,67 - - 33,33 | 66,67 - - 33,33 | 66,67 100 - - -
= '-% FBP - - 100 - - 33,33 | 66,67 - 33,33 | 33,33 | 33,33 100 - - -
;,:; % FMP 33,33 - 66,67 - - - 66,67 | 33,33 ] 33,33 | 66,67 - 33,33 | 66,67 - -
£ = FMAP - - 66,67 | 33,33 - - 100 - 66,67 | 33,33 - 100 - - -
FAP - - 100 - - 100 - - - 100 - 66,67 | 33,33 - -
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C. Negativo - 66,67 | 33,33 - - - 66,67 | 33,33 - - 100 - 66,67 | 33,33

S C. Positivo - 66,67 | 33,33 - - - 33,33 | 66,67 - 66,67 | 33,33 - - 100
g9 EHA - 100 - - - - 66,67 | 33,33 - 100 - - 100 -
8 3 FBP - 100 - - - - 100 - 33,33 | 66,67 - - 100 -
RS FMP - 66,67 | 33,33 - - - 66,67 | 33,33 | 66,67 - 33,33 - 100 -
o FMAP - 33,33 | 33,33 | 33,33 - - 33,33 | 66,67 | 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33
FAP - 100 - - - 33,33 | 66,67 - - 100 - - 33,33 | 66,67

o C. Negativo - 33,33 | 66,67 - - 66,67 | 33,33 - 100 - - 66,67 | 33,33 -
o3 C. Positivo - - 100 - - 100 - - - 100 - 100 - -
2 S EHA - 33,33 | 66,67 - - - 100 - 33,33 | 66,67 - 100 - -
0 S FBP - - 100 - - - 100 - 33,33 | 33,33 | 33,33 100 - -
25 FMP 33,33 - 66,67 - - - 66,67 | 33,33 | 33,33 | 66,67 - 33,33 | 66,67 -
gé FMAP - - 100 - - - 100 - 66,67 | 33,33 - 100 - -
2 FAP - - 100 - - 100 - - - 100 - - 100 -

C. Negativo - 66,67 | 33,33 - - - 66,67 | 33,33 - - 100 - 33,33 | 66,67

A C. Positivo - 66,67 | 33,33 - - - 66,67 | 33,33 - - 100 - - 100

? EHA - 100 - - - 100 - - - 100 - - 100

el FBP - 66,67 | 33,33 - - 100 - 33,33 - 66,67 - - 100

g FMP - - 100 - - 33,33 | 66,67 - 33,33 | 66,67 - - 100

i FMAP - 100 - - - - 100 - - 100 - - 100

FAP - 33,33 | 66,67 - 33,33 | 33,33 | 33,33 - - 100 - 33,33 | 66,67

C. Negativo 66,67 | 33,33 - - - 100 - - 100 - 100 - -

®© C. Positivo 100 - - - - 100 - - 100 - 100 - -
8= EHA 100 - - - - 100 - 33,33 | 33,33 | 33,33 - 100 -
gg FBP 66,67 | 33,33 - - - 100 - 100 - - 33,33 | 66,67 -
o FMP 33,33 - 33,33 | 33,33 - 100 - 66,67 | 33,33 - 33,33 | 33,33 | 33,33
T FMAP - 100 - - - 100 - 100 - - 100 - -
FAP - 100 - - 33,33 - 66,67 - 66,67 | 33,33 - - - -

C. Negativo 66,67 - - 33,33 33,33 | 66,67 - - 100 - - 33,33 | 66,67

- § C. Positivo - 66,67 - 33,33 - 100 - - - 100 - 100 -
S © EHA - 66,67 | 33,33 - - 100 - - - 100 - 100 -
f% FBP - - 66,67 | 33,33 - 100 - - 100 - - 100 -
I FMP - 33,33 | 66,67 - 33,33 | 33,33 | 33,33 - 33,33 | 66,67 - 100 -

FMAP - 100 - - - 100 - - 100 - - 33,33 | 66,67

100
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Legenda: A: ausente; D: discreto; M: moderado; I: intenso.

FAP - [3333]6667] - - [6667]3333] - - 100 - - - - -
R C.Negativo | 66,67 | - - [3333] - - - 100 - - 100 ] - - - 100
Q. C.Positvo | 66,67 | - - 3333 - - - 100 - - 100 - - - 100
© EHA 100 - - - - - - 100 - - 100 - - - 100
5 FBP 100 - - - - - - 100 - - 100 - - - 100
2 FMP - - - 100 - - - 100 - - 100 - - - 100
e FMAP 3333 | - - |e667| - - - 100 - - 100 - - - 100
FAP 33,33 | - - 6667 - - - 100 - - 100 - - - 100

C.Negativo | 33,33 | - - 166,67 ] 100 - - - 100 - - | 100 - - -

C.Positivo | 33,33 | - - [ 66,67 | 100 - - - 100 - - | 100 - - -

3 EHA 66,67 | - - 3333 - - - 100 | 100 - - | 100 - - -

g FBP - - - 100 | 100 - - - 100 - - | 100 - - -

2 FMP 100 - - - 100 - - - 100 - - | 100 - - -

FMAP - - - 100 | 100 - - - 100 - - | 100 - - -

FAP - - - 100 | 100 - - - 100 - - | 100 - - -

Fonte: elaborada pelo autor
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5.3.4 Perfil Bioquimico e Hormonal

l. Glicemia

Nao houve diferenga significativa entre os grupos para dosagem de
glicose sérica no decorrer do experimento, demonstrando que a propolis aplicada
topicamente nao altera esse parametro. Esse dado é ratificado por Baracho et al.
(2009) que tratou feridas de ratos diabéticos com propolis obtendo resultados

superiores aos dos controles utilizados (Figura 24).

Figura 24 — Glicose sérica para 0s grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de

significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

Il Lipidograma

A elevagdo dos niveis de lipoproteina de baixa densidade (LDL), a
reducao da lipoproteina de alta densidade (HDL) e também o aumento dos niveis
de triglicérides, sdo importantes fatores de risco para o desenvolvimento de
eventos cardiovasculares, aumentando o risco de morte (MAGALHAES et al.
2004). O uso da propolis vermelha na forma tdpica mostrou ser seguro quanto ao
perfil lipidico, ndo havendo elevagdo nos niveis de colesterol, de LDL e de
triglicérides. Também nao houve diminuicdo do HDL. (Figura 25). Em estudos

utilizando leitosa-do-amazonas (Synadenium umbellatum Pax) e cip6-cruz
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(Chiococca alba (L.) Hitchc) foram observadas alteragdes significativas quanto as
dosagens de colesterol nos grupos tratados, demonstrando uma maior seguranga
quanto ao uso da propolis vermelha sobre esse parametro (CUNHA et al. 2009;
RODRIGUES et al. 2006).

Figura 25 — Concentragdes séricas de colesterol total, HDL, LDL, VLDL e
triglicérides para os grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de

significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.
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lll. Concentragdo de ions

O uso topico de propolis vermelha n&o causou alteragbes significativas
nas concentragdes fosforo e magnésio (Figura 26). As principais fungbes do
fosforo estio relacionadas com a mineralizagao 6ssea e dos dentes, mas também
participa do metabolismo energético. Além disso, € importante na absorgédo e no
transporte de nutrientes, na regulagcédo da atividade proteica e no balango acido-
basico. Ja o magnésio sérico atua como um cofator essencial para enzimas
ligadas a respiracéo celular, glicdlise e transporte transmembrana de outros
cations (calcio e sodio), sendo encontrado em todos os tecidos. O magnésio é
essencial para a preservacao da estrutura molecular de DNA, RNA e ribossomos
(OLIVEIRA, 2007).

Figura 26 — Concentracbes séricas de magnésio e fosforo para os grupos
experimentais.

15 4

-
o
1

Foésforo (mg/dL)
Magnésio (mg/dL)

EHA FBP FMP FMAP

FBP FMP

C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferencga significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

IV. Avaliagao Renal

O uso topico da propolis vermelha durante o experimento néo provocou
alteracdes significativas nas concentracdes de acido urico, ureia e creatinina entre

os grupos (Figura 27). Segundo Vijayalakshmi; Muthulakshmi; Sachadanandam
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(2009) um aumento nos niveis séricos de ureia e creatinina fornecem indicios de
sobre carga renal, insuficiéncia renal aguda, ou ainda, um aumento do

catabolismo protéico.

Estudo realizado por Silva et al. (2010) onde foi avaliado o peffil
bioquimico em ratas apés uso do extrato de Ginko biloba revelou que nos grupos
tratados com Ginko biloba nas doses de 7 e 14mg/kg/dia do 8° ao 21° dia
apresentaram aumento significativo dos niveis de ureia em relagdo ao grupo
controle. Em outro estudo realizado por Silva et al. (2005) com extrato
hidroalcodlico de Calendula officinalis sobre os parametros bioquimicos, foi
verificada alteracao significativa entre os niveis de ureia no grupo tratado com a
maior dose do extrato (1,0g/kg) podendo ser inicialmente interpretada como uma

alteracgao renal.

Coqueiro et al. (2012) realizou um estudo com cha de orégano sobre o
perfil bioquimico de ratos Wistar, observando apds o uso que ocorreu a elevagao
dos valores médios de creatinina no grupo experimental com diferenca

significativa do grupo controle.

Figura 27 — Concentragdes séricas de acido urico, ureia e creatinina para os
grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, nao
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

V. Avaliagao Hepatica

O uso topico de propolis vermelha nao alterou significativamente as
concentragdes das proteinas totais e albumina (Figura 28), ndo causando dano ao
metabolismo protéico. As proteinas constituem a parte estrutural da maior parte
dos o6rgaos e formam as enzimas e horménios que regulam o funcionamento do
organismo. Alteragdes nas concentracdes de proteinas totais e albumina indicam
a presenca de alteragao no catabolismo protéico, desequilibrio na manutencéo da
pressao osmoética e falha no transporte e armazenamento de substancias
(MOTTA, 2009).

No sangue encontram-se duas classes de proteinas, a albumina e as
globulinas. A albumina é transportador de moléculas e controladora da presséo
osmoética. As globulinas incluem enzimas, anticorpos e mais de 500 outras

proteinas.

Quanto a concentragao sérica de Globulina foi observada uma diferenga
significativa entre dois grupos tratados, a FBP e FMP. Contudo, esses grupos néo
diferiram dos grupos controles, levando-nos a conclusdo de que o tratamento

tépico com essas fragdes nao altera significativamente os niveis de globulina
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(Figura 28). Ainda podemos considerar uma tendéncia no grupo tratado com a

FMP para elevar os niveis de globulinas o que necessita de maiores estudos.

Destarte, o uso topico da préopolis vermelha de Alagoas como agente
cicatrizante de feridas tdpicas continua sendo um produto seguro, visto que néo
houve alteragbes significativas das concentragbes séricas de globulina

comparando com os controles.

Figura 28 — Concentracdes séricas de proteinas totais, albumina e globulina para
0S grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrdo, aceitando um nivel de

significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferencga significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor.

Assim como alteragdes na concentracao de ALT e AST, a alteragcao na
concentracdo de fosfatase alcalina (FA) é também um importante indicador de

lesdo nos hepatdcitos, sua dosagem permite averiguar desordens colestaticas,
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pois normalmente uma lesdo no hepatdcito esta associada normalmente a certo
grau de colestase, uma vez que os canaliculos biliares podem ficar obstruidos em
consequéncia da dilatacao das células hepaticas. Ja o LDH se encontra
amplamente distribuida em todas as células do organismo, concentrando-se mais
especificamente no miocardio, rim, figado, hemacias e musculos. Seus valores se
elevam em todas as situagdes em que ocorre grande destruicdo celular, indicando
processo de hemodlise (MOTTA, 2009).

Em um estudo desenvolvido por Botelho et al. (2011) sobre o efeito de
altas doses de copaiba nos niveis de enzimas hepaticas no soro de ratos foi
observado que apos administracdo do 6leo da copaiba ocorreu 0 aumento
significante da fosfatase alcalina , seu nivel estava 30 vezes mais elevado em

comparagao ao grupo controle.

O tratamento tépico com propolis vermelha nao alterou significativamente

as concentracdes de FA e LDH (Figura 29).

Figura 29 — Concentracdes séricas de fosfatase alcalina e lactato desidrogenase
para 0s grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.
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O grupo experimental tratado com FAP apresentou alteracdo nos niveis de
ALT e AST. O nivel sérico de ALT apresentou elevado quando comparado com
todos os outros grupos experimentais, ja os niveis de AST mostrou-se elevado
quando comparado com EHA, FBP e FMP (Figura 30).

Alteragbes causadas nas concentragdes das enzimas aminotransferases
séricas (ALT e AST) s&o importantes indicadores de lesdes nas células hepaticas,
0 que leva a indicios de alteragdo na funcao hepatica. Vale ressaltar que a ALT é
um indicador mais sensivel de hepatoxicidade do que a AST, pois sabemos que
AST existe em todos os tecidos corporais, especialmente no coragdo, figado,
musculo esquelético, rins, cérebro, pancreas, leucdcitos, eritrocitos, ja a ALT é
encontrada primariamente no figado, e uma pequena quantidade no rim e no
coragcado. Estas enzimas sao liberadas no sangue em grandes quantidades
quando ha dano a membrana do hepatdcito em consequéncia de um aumento na
permeabilidade (LAB REDE, 2014).

Portanto, os resultados obtidos neste experimento sugere que a FAP causa
alteracdo na permeabilidade dos hepatdcitos em consequéncia do aumento dos
niveis de ALT e AST neste grupo, seus valores ficaram bem acima dos niveis de
referéncia para a espécie, que € em média 52U/L para o ALT e 80U/L para o AST,
segundo valores do biotério da UFPA (DINIZ et al., 2006) e nestes estudos foi
observado uma concentragdo média de 83,4 U/L para o ALT e 347 U/L para o
AST.

Embora os resultados de AST estivessem acima dos valores de referéncia
propostos por Diniz et al. (2006) todos os grupos experimentais apresentaram
concentracbes de AST estatisticamente iguais aos controles, onde apenas o
grupo experimental FAP variou significativamente. Essa elevagcdao pode ser
atribuida ao fato de que essa enzima encontra-se em maiores concentragdes no
tecido hepatico e no tecido cardiaco e o método utilizado para sacrificio dos
animais, a puncao cardiaca, pode ter contribuido para elevagcdo dos niveis de
AST em todos os grupos experimentais (MOTTA, 2009).
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Em estudo realizado por Silva et al. (2005) avaliando o tratamento
subcrénico com extrato hidroalcodlico de Calendula officinalis L. sobre os
parametros bioquimicos em ratas Wistar, foi observado que ocorria 0 aumento de
ALT nas doses de 0,25, 0,5 e 1,09/Kg quando comparado ao grupo controle apos

um tratamento de 30 dias, indicando uma possivel sobrecarga hepatica.

Analisando o grupo FAP na sequéncia de dias de tratamento (3°, 7°, 14° e
21°), podemos observar a elevacédo de ALT e AST para este grupo em relagao ao
controle (Figura 31). No grafico onde mostra as dosagens de ALT do grupo FAP
percebe-se a elevagao dos niveis no decorrer do tratamento, tendo um pico no
14° dia. J& o AST também apresentou aumento nos niveis com os dias de

tratamento, com dois picos no 3° e 14° dia.

A formulagao produzida com a FAP foi a unica que alterou os niveis de ALT
e AST, sendo, portanto a menos indicada para o uso tdpico, pois pode oferecer
risco hepatico, sendo necessarios maiores estudos para a confirmacdo desse

potencial téxico.

Figura 30 - Concentragdes séricas de ALT e AST para 0os grupos experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferencga significativa, letras iguais, ndo

houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 31 — Concentragdes séricas de ALT e AST no decorrer do experimento.
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Fonte: elaborada pelo autor
VI. Hormoénios Tireoideanos

O tratamento com a propolis vermelha de Alagoas n&o afetou
significativamente os resultados do horménio TSH, apresentando valores préoximo
a 0,18mUl/mL durante o tempo experimental. Embora os valores de T3 total
apresentasse uma maior oscilagdo, os valores ndo diferiram significativamente.

Resultado semelhante também foi observado com o horménio T4 total. (Figura
32).

Figura 32 — Concentragdes séricas de TSH, T3 total e T4 total para os grupos
experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de

significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, nao
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.
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A literatura mostra que o horménios tireoidianos podem variar conforme o
uso de medicamentos tais como carbamazepina e oxicarbazepina (ROCHA et al.
2006). Estudos realizados nos EUA mostram que outros farmacos como
Amiodarona, alteram a liberacdo de hormdnios tireoidianos, causando tanto
hipotireoidismo quanto hipertireoidismo, variando conforme sua utilizacédo e
histérico familiar (PAVAN et al. 2004). A tireotoxicose causada por esses
medicamentos ainda nao esta completamente esclarecida, mas sabe-se que tem

correlacao direta com a dose administrada.

Os niveis nao alterados dos horménios tireoidianos apés os 21 dias de
tratamento com a propolis vermelha de Alagoas indica que as substancias
presentes ndo sao capazes de causar tireotoxicose, assim como foi observado
nos trabalhos realizados por Moraes e Amorim et al. (2006) onde observaram a
influéncia de somatotrofina em caprinos ndo encontrando variacao nos niveis de
T4, assim como nos estudos realizados Rocha et al. (2006) onde a utilizagdo de

acido valproico, também, ndo causou alteragdes nos hormdnios tireoidianos.

VIl. Horménios Hipofisarios

Observando o horménio FSH percebemos que as concentracboes
mantiveram-se praticamente iguais para todos os grupos o que fez com que nao
houvesse variacao significativa. Para os valores de LH também observamos algo
semelhante, onde apenas o EHA apresentou uma pequena variagao, entretanto
essa variagao nao foi suficiente para diferir significativamente dos outros grupos
tratados, com isso os valores de LH foram semelhantes entre os grupos assim
como os valores de FSH foram (Figura 33).

Quando observamos os valores de prolactina para o grupo FAP notamos
que este grupo ocasionou uma pequena elevagdo nesse hormdnio. Embora ndo
tenha sido significativa, uma maior atengdo deve ser dada, visto que este mesmo

grupo € capaz de elevar enzimas hepaticas tornando-o um tratamento que devera
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ser rigorosamente monitorado, necessitando, inclusive, estudos mais

aprofundados.

Figura 33 — Concentragbes séricas de FSH, LH e prolactina para os grupos
experimentais.
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C.N. : Controle negativo; C.P.: Controle positivo
Os valores dos dados obtidos estdo expressos em média + desvio padrdo, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, nao
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.3.5 Atividade Antimicrobiana

Para essas analises foram utilizadas as somente o EHA e a FMAP.

l. Concentragao Inibitéria Minima — CIM

Ao analisar a CIM do EHA e fragdo de prépolis vermelha de Alagoas foi
observado que os valores obtidos para EHA foram semelhantes aos obtidos para
FMAP, exceto Staphylococcus aureus, onde foi obtido CIM para EHA fluido de
0,07% (0,70mg/mL) muito menor que a CIM da FMAP de 2,5% (25,00mg/mL), o
que demonstra uma redugdo do potencial inibitério da FMAP frente a esse
microrganismo. Ja com a Candida albicans foi observado o oposto, a CIM para
EHA de 1,25% (12,50mg/mL) maior que a CIM da FMAP de 0,15% (1,50mg/mL),
0 que demonstra um aumento do potencial inibitério da FMAP frente a C.
albicans (Tabela 11).
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Amostras de propolis de Sdo Paulo apresentaram CIM de 3,0mg/mL, de
Santa Catarina 15,0mg/mL e do Rio Grande do Norte 18,0mg/mL quando
analisado o extrato etandlico para S. aureus enquanto que em nestes estudos o
EHA apresentou CIM de 0,70mg/mL. Para E. coli as CIMs foram respectivamente
85,0mg/mL, 82,0mg/mL e 70,0mg/mL e nestes estudos 3,00mg/mL comprovando
maior atividade antimicrobiana da propolis alagoana (FERNANDES JR et al.
2006).

Tabela 11 — Concentragao Inibitéria Minima do EHA e fracdo de propolis
vermelha de Alagoas.

Microrganismos EHA FMAP
Gram-positivos
0.07% 2.50%
S. aureus (0.70mg/mL)  (25,00mg/mL)
0.15% 0.07%

S. epidermidis

(1.50mg/mL)

(0.70mg/mL)

Gram-negativos

K. pneumoniae (1 ,50(3:n5;70mL) (o,fé?n?;me)
S. flexneri (o,;)d?ngme) (0,706?717;me)
E. coli (3,§d?n°§f’mL) (1 ,5063715;me)
S. entérica (o,;)d?ngme) (0,706?717;me)
P. aeruginosa (3’006?:570@_) (3,(?6?710;me)
Fungo

C. alg:)icans 1.25% ot

(12.50mg/mL)

(1.50mg/mL)

Fonte: elaborada pelo autor.

Il. Concentragao Bactericida Minima — CBM

Quanto a CBM foi notado que para todas as amostras houve uma

elevagao na concentragdo quando comparamos a CIM. Isso revela que a Propolis
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Vermelha de Alagoas possui melhor poder bacteriostatico que bactericida, ja que
houve um aumento no valor para que a agao bactericida pudesse ser

evidenciada.

Assim, preparagdes para serem consideradas bactericidas deverao
apresentar concentragdo acima de 1,25% (12,5mg/mL), ja preparagbes para

serem consideradas bacteriostaticas deverao ter no minimo 0,03% (0,3mg/mL).

Tabela 12 — Concentracdo Bactericida Minima do EHA e fracdo de propolis
vermelha de Alagoas.

Microrganismos EHA FMAP
Gram-positivos
5,00% 2.50%
S. aureus (50,00mg/mL) (25,00mg/mL)
1.25% 1.25%

S. epidermidis

(12.50mg/mL)

(12.50mg/mL)

Gram-negativos

K. pneumoniae 5,00% 10,00%
. ,oumg/m ,00mg/m
P (50,00mg/mL) (100,00mg/mL)
; 0.62% 5,00%
. -2Umg/m ,00mg/m
S. flexneri (6.20mg/mL) (50,00maymL)
E. coli 10,00% 10,00%
' ,00mg/m ,00mg/m
(100,00mg/mL) (100,00mg/mL)
i 5,00% 2.50%
. ,oumg/m ,00mg/m
S. entérica (50,00mg/mL) (25,00mgmL)
- (>10,00%) 2.50%
. >100,00mg/m ,00mg/m
P. aeruginosa (>100,00mg/mL) (25.00mefmL)

Fungo

C. albicans 5,00 (50,00mg/mL) 10,00 (100,00mg/mL)

Concentragdo maxima testada de 10,00% (100,00mg/mL).

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.4 Obtencao das Microparticulas

. Prépolis com Quitosana

Observou-se compatibilidade em todas as concentracbes analisadas
entre a propolis vermelha de Alagoas solubilizada em etanol e a quitosana
solubilizada em acido acético. Dessa forma, preferiu-se optar pela solugao
prépolis:quitosana (10:1p/p) em solugao etandlica por oferecer um maior teor da

propolis vermelha.

Os pos A, B, C e D, obtidos com EHA, apresentaram coloragao vermelho
alaranjado e baixa densidade. Além disso, a higroscopicidade dos pés fez com
que eles se aglomerassem, embora essa caracteristica ndo tenha afetado a
espalhabilidade do microparticulado (Figura 34). A FMAP, na concentragao de
10:1, prépolis:QUI, também apresentou caracteristicas semelhantes as

observadas com o EHA.

Figura 34 — (A) Microparticulas de prépolis vermelha + quitosana (10:1p/p); (B)
Microparticulas de prépolis vermelha + quitosana (10:1p/p) + glutaraldeido; (C)
Microparticulas de propolis vermelha + quitosana (10:2p/p); (D) Microparticulas de
prépolis vermelha + quitosana (10:2p/p) + glutaraldeido.

A B oa

Fonte: elaborada pelo autor.

Il. Prépolis com Alginato

O alginato de sbédio € muito soluvel em agua e forma solugdes viscosas
estaveis na faixa de pH de 5,0 a 10,0 (HOU et al. 2006). As solu¢des etandlicas
de EHA e FMAP apresentaram pH de 5,6 + 0,3. Ao tentar a incorporacdo dessas

duas solugdes nao houve compatibilidade, a solucdo etandlica de prépolis ao
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entrar em contato com a solugdo aquosa de alginato favorecia a precipitacéo da
mistura, tornando esse produto inviavel para a secagem em Spray Dryer (Figura
35). A precipitacdo do alginato pelos alcoois ja esta descrito em literatura, mesmo
em baixas concentragdes o etanol ja é suficiente para desestabilizar a rede
polimérica do alginato (WANG et al. 2010).

Figura 35 — Gel de alginato com solugao etandlica de prépolis vermelha.

Fonte: elaborada pelo autor.

Devido a baixa solubilidade da propolis vermelha em outros tipos de
solventes, que nao volateis, optou-se por aquecer a solugéo de alginato a 45,0°C
e alcalinizar o meio, pH 8,0 + 0,5, na tentativa de forcar a incorporacdo ao
polimero. A incorporagao a quente nao gerou bons resultados, pois, embora tenha
melhorado a solubilizagdo, formava uma suspensao que impregnava de propolis
as paredes do recipiente, resultando em perda de material. Ja a incorporacao a
quente em meio basico gerou uma melhor incorporagédo da propolis vermelha ao
alginato, ja ndo observando processo de precipitagdo ou acumulo de material nas
paredes do recipiente (Figura 36).

Os flavonoides podem sofrer degradacdo em meio alcalino, por serem
acidos fracos e, como sao substancias polares ou moderadamente polares, sédo
soluveis em etanol, metanol e butanol e combinagcbes de solventes com agua

(NUNES et al. 2012). Ficou evidente que a incorporagao da prépolis vermelha em
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meio basico resultou em um escurecimento na solugdo, o que possivelmente

estaria oxidando tais compostos (Figura 36).

Figura 36 — (A) EHA de propolis vermelha solubilizado em alginato em meio
acido; (B) EHA de propolis vermelha solubilizado em meio basico.

._..:A*'

)

Fonte: elaborada pelo autor.

Ao observar a mistura de prépolis vermelha com alginato em meio acido
ao microscopio Optico percebeu-se que nao havia uma distribuicdo uniforme entre
prépolis e polimero, ja que o alginato ndo apresentava compatibilidade com a
solugéo de proépolis (Figura 37 — A). Quando incorporava prépolis com polimero
em meio alcalino havia melhor compatibilidade (Figura 36 — B).

Figura 37 — (A) EHA de prépolis vermelha solubilizado em alginato em meio acido
observado em microscopio 6ptico (aumento 200X); (B) EHA de prépolis vermelha
solubilizado em meio basico observado em microscopio optico (aumento 400X).

Fonte: elaborada pelo autor.
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O po6 obtido com a solugao de alginato em meio alcalino foi extremamente
higroscopico e em 24 horas apds a obtengcdo todas as particulas estavam

aglomeradas tornando-as inviaveis para as analises seguintes.

M. Prépolis com Carboximetilcelulose

A carboximetilcelulose (CMC), por apresentar caracteristicas semelhantes
as do alginato, também demonstrou os mesmos inconvenientes. Em meio acido a
mistura de propolis vermelha com CMC n&o ocorria, a prépolis nao se distribuiu
homogeneamente na solugdo de CMC e acumulava-se isoladamente (Figura 38).
Como alternativa, alcalinizou-se o meio sob aquecimento, nas condicdes vistas
para incorporagao da propolis vermelha com alginato, o que proporcionou
incorporagao do polimero a propolis, e a mistura foi levada para Spray Dryer a fim

de obter microparticulas de prépolis vermelha com CMC.

Figura 38 — Incorporacao de propolis vermelha em carboximetilcelulose.
T — r - -

Fonte: elaborada pelo autor.

O p6 obtido foi coletado e acondicionado em recipiente hermeticamente
fechado. Esse p6 também apresentou caracteristicas higroscépicas que o
tornaram um aglomerado com aspecto semelhante ao do alginato (Figura 39).
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Figura 39 — Formacao de grumulo com as microparticulas de propolis vermelha e
carboximetilcelulose.

Fonte: elaborada pelo autor.

5.5 Marcadores nas Microparticulas

Os picos majoritarios identificados no EHA e FMAP também foram
identificados nas amostras microparticuladas, onde a intensidade dos picos foram

semelhantes (Figura 40).

Analisando o teor dos marcadores nas microparticulas notamos uma
discreta elevacdo no EHA Microparticulado e na FMAP uma discreta reducéo.
Entretanto, o teor de formononetina foi elevado nos dois microparticulados
(Tabela 13).
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Figura 40 - Cromatogramas das microparticulas de propolis com quitosana na
concentracdo de 10mg/mL (max.281 nm). (1) Acido Galico, (2) Acido Felurico, (3)
Daidizeina, (4) Quercetina e (5) Formononetina.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 13 — Teor dos marcadores da propolis nas microparticulas. Os valores
obtidos estao expressos em meédia + desvio padréo.

Composto EHA (%) FMAP (%)
Formononetina 109,34 + 7,80 113,39 + 3,61
Acido galico 112,80 £ 6,31 102,16 £ 4,13
Acido feluarico 99,91+ 8,16 102,18 + 3,86
Daidzeina 111,8 £ 6,99 99,78 + 2,87
Quercetina 98,12+ 7,13 101,17 + 2,36

Fonte: elaborada pelo autor.
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Robert et al. (2010) em trabalho realizado para microencapsulagédo de
polifendis e antocianinas com maltodextrian utilizando a técnica spray drying
conseguiram obter teor desses compostos em até 100%. Nunes & Mercadante
(2007) encapsularam cristais de licopeno utilizando goma arabica por spray drying
conseguindo obter até 96% de rendimento, demonstrando que essa técnica é
eficiente quanto a preservagdo do material encapsulado. Além disso a técnica
também se mostrou eficiente para materiais volateis como 4-alil-2-metoxifenol, um
composto fendlico que foi encapsulado utilizando quitosana em diferentes
propor¢des com rendimento de até 88,65% desse composto nas microparticulas
(PEREIRA, 2007).

5.6 Caracterizagao da Microparticulas
l. Teor de Umidade

Os microparticulados de FMAP com quitosana mostraram-se mais
higroscopicos que os obtidos com EHA conforme mostra tabela 14.
Microparticulas obtidas com extrato etandlico de propolis e goma arabica,
dextrina e maltodextrina apresentaram respectivamente teor de umidade de
5,63%, 7,08% e 7,51% demostrando que microparticulas de propolis com

quitosana possui menor teor de umidade (TOSONI et al. 2013).

Tabela 14 — Teor de umidade das microparticulas de propolis vermelha.

Amostra Teor de umidade (%)
EHA (microparticulado) 3,37
FMAP (microparticulado) 8,70

Fonte: elaborada pelo autor.
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1. Granulometria

A maioria das microparticulas de EHA com quitosana apresentou
tamanho entre 1,0 e 2,0 micrémetros de diametro, cerca de 40% do total. Houve
uma variagdo no tamanho que sugere uma distribuicdo normal e monomodal

dessa amostra (Figura 41).

Figura 41 — Curva de distribuigdo do tamanho das particulas obtidas do EHA com
quitosana.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 42 — Imagens das microparticulas de EHA com quitosana capturadas por
microscopio 6ptico aumento 400X..

o o o \ S » ‘.' 3 N : . 2 » '. , ’

¢ -» 3 3 . ’
ot wah LS ¢ - % : _
; n K =" o ry ST
4 - SRS B s b, T e
P ES s | - : % : .

) L Wi ‘ ‘ . rb - e G .

. 52, .

- ’ s : : AR
» ¢ <
“\’ 5 - .
* N £l -
." “ - ‘. w . v
o s an L
$- $ A e -
. S, ) . i .
L
2 e - 1 3 on g b
¢ AR -
.
8 e = . 4
] " i
- “"
’ [20um § "21@

Fonte: elaborada belo autor.
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A FMAP com quitosana apresentou uma maior quantidade de
microparticulas entre 1,0 e 3,0 micrdbmetros de didametro, com distribuicdo de
particulas de até 13,0 micrometros de didametro, maiores que as observadas para
o EHA (Figura 43).

Figura 43 — Curva de distribuicdo do tamanho das particulas obtidas da FMAP
com quitosana.
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Fonte: elaborada pelo autor.

Figura 44 — Imagens das microparticulas de FMAP com quitosana capturadas por
microscopio optico aumento 400X. _ ) .
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Fonte: elaborada pelo autor.
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M. MEV

As microparticulas de EHA e FMAP com quitosana apresentaram
superficie com formagdo esférica. Houve variagdo no tamanho dessas
microparticulas e pode-se observar que nao havia ruptura das esferas (Figura 45
e 46).

Figura 45 — MEV das microparticulas de EHA com quitosana. (A) Aumento de
200x; (B) Aumento de 500x; (C) Aumento de 1000x; (D) Aumento de 1500x; (E)
Aumento de 2000x; (F) Aumento de 2500x.

FL D79 x500 200um TM3000_3899 FL D78 x1.0k. 100 um

TM3000_3897 FL D7.8 x200 500um TM3000_3898

FL D78 x20k  30um TM3000_3906 FL D78 x25k  30um

FL D79 x15k 50um TM3000_3903

TM3000_3902

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 46 — MEV das microparticulas da FMAP com quitosana. (A) Aumento de
200x; (B) Aumento de 500x; (C) Aumento de 1000x; (D) Aumento de 1500x; (E)
Aumento de 2000x; (E) Aumento de 2500x.

FL D79 x200 500 um TM3000_3912
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Fonte: elaborada pelo autor.

IV. Difragao de Raios X — DRX

A quitosana possui comportamento semicristalino devido as fortes
interacdes intra- e intermoleculares caracterizadas pelas ligagées de hidrogénio
formadas entre os grupos amino, alcool, amida e outros grupos funcionais
presentes na molécula de quitosana. Essas fortes interagdes fornecem certa
organizacao a estrutura cristalina da quitosana (URAGAMI; TOKURA, 2006).

A adicao de EHA e FMAP reduziu a cristalinidade da quitosana observado
pelo alargamento do pico em 2 theta = 20 dos materiais microparticulados (Figura
47), o que pode proporcionar uma melhor solubilidade destes em agua, como foi
observado nos experimentos realizados por Muzzarelli et al. (2004). Os autores
produziram microesferas de quitosana com guaran, polissacarideo neutro, mais

soluveis em agua quando comparadas somente ao polissacarideo.
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Figura 47 — Difratograma de raios X para amostras de quitosana, EHA e FMAP
microparticulados.
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Fonte: elaborada pelo autor.

V. FTIR-ATR

A espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) foi empregada para confirmar a presencga dos grupos funcionais
em amostras de propolis e quitosana, bem como possiveis mudangas destes

grupos apo6s a formagao das microparticulas.

O espectro de infravermelho da quitosana apresentou as bandas
caracteristicas de estiramento N-H em 1652 cm™, deformagdo angular N-H em
1540 cm™ e bandas de estruturas polissacaridicas (anéis piranosidicos) em 1080
e 1062 cm™ (FRANCA et al., 2014).

A prépolis apresentou bandas em 1735 e 1615 cm™ que correspondem ao
estiramento de C=0 de compostos lipidicos e fendlicos, banda em 1505 cm™ que
corresponde ao estiramento C=C de compostos aromaticos, bandas em 1445,

1370 e 1200 cm™" que correspondem ao dobramento C-H e estiramento C-OH de
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flavondides e compostos aromaticos e bandas em 1115, 1082 e 1042 cm™ que
correspondem a alcoois terciario, secundario e primario. Segundo Mot et al.
(2011) a banda 1515 cm™ é uma banda caracteristica de amostras de propolis
referente a deformacdo angular C=C provavelmente referente a presenca de
flavondides e anéis aromaticos. Nesse estudo foi encontrada uma banda em 1505

cm™' para o extrato.

Nas amostras EHA p6 e FMAP p6 a adigdo de quitosana a PVA acarretou
na diminui¢cado das intensidades das vibragdes relativas aos picos caracteristicos a
propolis ressaltando-se a banda em 1505 cm™. No EHA a banda 1735 cm™ é
intensificada na amostra EHA microparticulado e essa banda também aparece na
amostra FMAP microparticulado o que indica a interagdo entre os grupamentos
C=0 de amida e amina presentes na quitosana com grupamentos fendlicos de
compostos presentes na propolis através de ligagdes de hidrogénio provocando
uma reorganizagao das frequéncias vibracionais. Dessa forma, a quitosana pode
ter criado novas interagdes entre as cadeias modificando os grupos funcionais o

que corrobora com os dados de Petruta et al. (2015).
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Figura 48 — Espectros FTIR —ATR de quitosana, EHA e EHA Microparticulado.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 49 — Espectros FTIR —ATR de quitosana, FMAP e FMAP Microparticulado.
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5.7 Atividade Biolégica das Microparticulas
5.7.1 Determinacgao do FPS

Os microparticulados obtidos com EHA e FMAP mantiveram a capacidade
fotoprotetora observada com as amostras fluidas. Para a concentracéo de 0,1%
essas amostras microparticuladas apresentaram um incremento no FPS quando
comparadas as amostras fluidas e se comparada ao metoxicinamato de octila a
capacidade fotoprotetora é de 53,29%. Contudo a proporcionalidade de
incremento do FPS nao foi observada para as concentragbes seguintes (Tabela
15).

Foi possivel perceber que a obtencdo das microparticulas de FMAP com
quitosana ndo afetou o FPS na concentracdo de 1%, nao diferindo

significativamente da amostra fluida (Tabela 15).

Tabela 15 — Determinacdo do FPS in vitro das microparticulas de propolis
vermelha e metoxicinamato de octila comparados ao FPS das amostra fluidas.

Concentragao EHA m* EHA FMAP m* FMAP Metox*
0,1% 1,076 + 0,040° 0,096 + 0,002° 1,047 +0,014° 0,345+ 0,017° 2,019 + 0,018°
0,5% 1,164 £0,172° 0,561+ 0,005° 2,040 + 0,018" 1,643 +0,032° 3,732 +0,035"
1,0% 1,679+ 0,069° 0,850 + 0,013' 2,248 +0,052' 2,321 +0,055 7,394 + 0,050"

Legenda: m*= Microparticulado.
Os valores obtidos estdo expressos em média do FPS + desvio padrdo, aceitando um nivel de
significancia com p < 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo
houve diferenga significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.7.2 Atividade Antioxidante
l. Teor de Fenodis Totais

Houve elevagdo no teor de fendis totais para as amostras
microparticuladas, contudo o teor de fendis foi igual estatisticamente entre as
microparticulas obtidas com EHA e FMAP (Figura 50).

Figura 50 — Teor de fendis totais em mg EAG/ 100 mg de extrato seco para o
EHA e FMAP microparticulados comparados as amostras fluidas.
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Os valores estdo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de significancia com p
< 0,05. Letras diferentes demonstram diferenga significativa, letras iguais, ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

Il Atividade Sequestradora do Radical Livre DPPH

Houve uma diminuigcdo na capacidade de captura do radical DPPH para
as amostras microparticuladas. Sendo a acessibilidade estérica o fator
determinante da reacdo, moléculas grandes aparentemente podem apresentar
uma menor atividade quando comparadas a moléculas menores, devido ao
impedimento de acesso ao sitio do radical DPPH, sem que isso represente

diminuicdo da capacidade antioxidante (ALVES et al. 2010).
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Figura 51 — Atividade sequestradora do radical DPPH para o EHA e FMAP
microparticulados comparados as amostras fluidas. Os valores obtidos estdo

expressos em meédia * desvio padrao, aceitando um nivel de significancia com p <
0,05.
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Os valores estédo expressos em média + desvio padrao, aceitando um nivel de significancia com p
< 0,05. Letras diferentes demonstram diferenca significativa, letras iguais, ndo houve diferenca
significativa pelo teste de Tukey.

Fonte: elaborada pelo autor.

A cinética dos microparticulados apresentou uma modificacdo em relacao
as amostras fluidas. As microparticulas de EHA assemelharam-se ao perfil
cinético da amostra fluida em 60 minutos, porém o inicio da agdo antioxidante foi
reduzido. Ja para as microparticulas da FMAP a cinética apresentou um perfil

mais linear a partir de 5 minutos (Figura 52).
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Figura 52 — Cinética da atividade sequestradora do radical DPPH (ASR) para o
EHA e FMAP microparticulados comparados as amostras fluidas.
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Os valores obtidos estao expressos em média t desvio padréo.
Fonte: elaborada pelo autor.

A CEsp dos microparticulados de propolis com quitosana aumentou
quando comparados as amostras fluidas. Para o EHA microparticulado o aumento
foi de 59,94% e para o FMAP Microparticulado foi de 53,24%, contudo a
acessibilidade estérica pode ter sido o fator determinante desse aumento (Tabela
16).

Tabela 16 — Determinacdo da CEsy para os microparticulados de propolis
vermelha comparados as amostras fluidas.

Amostra Equacio R? CEso (ug/mL)
EHA y=1,56x +15,88 0,9939 21,87
EHA (microparticulado) y = 0,9995x + 15,042 0,956 34,98
FMAP y=1,33x + 20,47 0,9702 22,20
FMAP (microparticulado) y=1,0892x + 12,946 0,970 34,02
Ac. Galico y = 11,55x + 36,82 0,9901 1,14
Trolox y =8,87x + 13,65 0,9811 4,09
Quercetina y =8,44x + 18,44 0,9350 3,74

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.7.3 Atividade Antimicrobiana

Ao compararmos a capacidade inibitoria do EHA e FMAP com seus
respectivos pds notamos que ndo houve alteracdo para a C. albicans. Para os
microrganismos Gram-positivos a FMAP pé apresentou melhores resultados em
relacdo ao EHA pdé que teve a CIM aumentada, comparando as respectivas
amostras fluidas. Em relagdo aos microrganismos Gram-negativos houve uma
variacao na CIM a depender do microrganismo analisado, havendo redugédo da

CIM para alguns pos e elevacéo, para outros (Tabela 17).

Tabela 17 — CIM e CBM para os microparticulados de prépolis vermelha
comparados as amostras fluidas.

EHA EHA pé FMAP FMAP pé

Microrganismos ¢, (cgMymg/mL  CIM (CBM)mg/mL  CIM (CBM)mg/mL  CIM (CBM)mg/mL

Gram-positivos

S. aureus 0,70 (50,00) 3,00 (25,00) 25,00 (25,00) 1,50 (25,00)
S. epidermidis 1,50 (12.50) 12,50 (100,00) 0,70 (12.50) 0,70 (100,00)

Gram-negativos

K. pneumoniae 1,50 (50,00) 12,50 (100,00) 0,70 (100,00) 12,50 (100,00)
S. flexneri 0,70 (6,20) 0,30 (50,00) 0,70 (50,00) 50,00 (>100,00)
E. coli 3,00 (100,00) 1,50 (12,50) 1,50 (100,00) 1,50 (25,00)
S. entérica 0,70 (50,00) 1,50 (100,00) 0,70 (25,00) 3,00 (>100,00)
P. aeruginosa 3,00 (>100,00) 3,00 (50,00) 3,00 (25,00) 12,50 (>100,00)
Fungo

C. Albicans 12,50 (50,00) 12,50 (50,00) 1,50 (100,00) 1,50 (100,00)

Concentragao maxima testada de 100,00mg/mL.
Fonte: elaborada pelo autor.
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CONCLUSAO

A FMAP apresentou os requisitos exigidos pela ANVISA para ser um
produto multifuncional, onde foram constatadas as atividades fotoprotetora,
antioxidante, cicatrizante e antimicrobiana. Ela também n&o demonstrou

toxicidade quando aplicada na via topica.

As microparticulas de propolis-QUI sem adicdo de glutaraldeido
apresentaram-se com superficie uniforme, distribuicdo de tamanho variada e

baixo teor de umidade.

Os padrdes utilizados para monitorar a qualidade das microparticulas
de propolis foram acido galico, acido felurico, acido vanilico, daidizeina,
formononetina e quercetina. Nao houve perda no teor desses marcadores nas

microparticulas e as atividades biolégicas foram preservadas.

Assim, foi possivel obter microparticulas da FMAP-QUI com acgao
fotoprotetora, antioxidante e antimicrobiana que podem ser utilizadas para
aplicagdo topica na prevengado de injurias na pele como um produto

multifuncional.
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Apéndice A - Graficos utilizados para a determinacdo do CEsg das amostras
fluidas de propolis vermelha e dos padroes.
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Apéndice B — Graficos utilizados para a determinagdo do CEsy das amostras

microparticuladas de propolis vermelha.
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9. ANEXOS

Anexo A - Formulario utilizado para analise macroscépica das feridas tratadas
com propolis vermelha.

TF
Q
= PROTOCOLO DE OBSERVACAQ CLINICA E
_ AVALIACAO MACROSCOPICA DAS LESOES
GRUPO:
ANIMAL: MACHO( )FEMEA( )
Critérios Dias pds-operatorio
D0 (12/03) [32(15/03) |72(19/03) |142(26/03) |21°(02/04)
1-Peso

2 —Temperatura

3 — Aspecto geral do animal

4 —Tamanho da Lesdo

5—Tecido de Granulagdo Ausente

Presente

6 — Extensdo da crosta (total, parcial ou

ausente)

7 —Inflamagado Ausente
Presente

8—Hemorragia Ausente
Presente

9— Cor da lesdo OU NECROSE

10— Exsudato Ausente
Presente




Anexo B - Formulario utilizado para analise microscopica das feridas tratadas

com propolis vermelha.

XF
. ) . _—
PROTOCOLO DE AVALIACAO MICROSCOPICA DAS LESOES (Y
GRUPO:
ANIMAL: MACHO () FEMEA( )
Variaveis Dias pds-operatorio
32 (15/03) |72(19/03) |142(26/03) 212 (02/04)
1—Fibrina

2 —Hemorragia

3 —Hiperemia

4 — Infiltrado inflamatério

5 — Grau de proliferagdo vascular

6 — Células mononucleares

polimorfonucleares

7 — Fibloblastos

8 — Hiperplasia epitelial

9 — Reepitelizagdo Total

Parcial

10 — Fibras colagenas

Escores:

Ausente (0)
Discreto (1 a 25%)
Moderado (25 a 50%)

Intenso (acima de 50%)

3 e 72 DPO —Fibrina, hemorragia, hiperemia, infiltrado

inflamatorio, grau de proliferacdo vascular, células e

mononucleares e polimorfonucleares e fibroblastos.

1492DPO — Hiperplasia epitelial
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Anexo C — Parecer de aprovagdo do Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da UFAL
na experimentacdo com Animais e Humanos.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei6 — AL, 21/01/2013

Senhor (a) Pesquisador (a), Adriana Santos Ribeiro
Valter Alvino da Silva

O Comité de Etica em Pesquisa (CéP), em 18/01/2013 e com base no parecer emitido
pelo (a) relator (a) do processo n° 013852/2011-79 sob o titulo, Desenvolvimento de
preparagiio de uso topico a base de microparticulas prépolispolimero para avaliagiio das
atividades fotoprotetora, antioxidante, cicatrizante e repelente, vem por meio deste
instrumento comunicar a aprovagdo do processo supra citado, com base no item VIIL.13, b, da
Resolugdo n® 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V.4). ‘

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagio ao
CEP e a Agéncia Nacmnal de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificages ou emendas a0 protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua justificativa.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o (a) pesquisador
(a) ou patrocinador(a) deve envid-los & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item IV. 2.¢).

Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP,-de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a disposi¢do
dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e exigéncias
contidas nas Resolugdes supra - referidas.

.| Esta aprovagdo ndo ¢ valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa acima referido.
(*) Areas tematicas especiais e
Valido até: janeiro de 2014 ; AL, A D

: sise Juliana Francisco
Prof ll\r‘b ‘K Io Comité d&

Etxcam“






