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RESUMO

Os primeiros registros da utilizacdo da propolis pelo homem remontam ao Egito antigo. No
Brasil, seu uso ¢ empregado na medicina popular como terapia complementar no tratamento
de varias doengas. A propolis € um material resinoso elaborado pelas abelhas A. meliferas que
coletam a matéria-prima de diversas fontes vegetais, transformando-as pela adi¢do de
secrecdes salivares e cera. E altamente variavel quanto aos aspectos fisicos, dependendo da
origem botanica, geografica e época de sua coleta. Sendo a técnica mais popular para a
producdo de extratos de propolis ¢ a extragdo com etanol, porém ela apresenta desvantagens e
limitagdes de aplicacdo na industria. Assim, para contornar esse problema a mudanca para
suspensdes aquosas ¢ uma opgao, mas as substancias biologicamente ativas apresentam baixa
solubilidade em agua. Com isso o desenvolvimento de complexos de inclusdao (CI) de B-
ciclodextrinas (B-CD) e extrato de propolis marrom de Unido dos Palmares (EPMUP) ¢ uma
solucdo para essa baixa solubilidade. Um dos métodos mais utilizados para melhorar a
estabilidade e solubilidade em 4agua dos compostos polifendlicos ¢ a preparaciao de CI com as
ciclodextrinas (CD). Existem diversos métodos para a produg¢dao dos CI de CDs, o método
escolhido para o complexo B-CD:EPMUP foi o de coprecipitacdo agregado com o método de
liofilizacdo como metodo de secagem, as misturas fisicas (MF) foram obtidas para estudos
comparativos. Para comprovar a formagdo do CI bem como qual deles foi mais eficiente,
foram empregados métodos de analise como a termogravimetria (TG), difratometria de raios-
X (DRX), determinacao de flavonoides totais, atividade antioxidante, ensaios de dissolugao in
vitro € microscopia eletronica de varredura (MEV). Com os resultados obtidos no DRX e na
dissolugdo in vitro foi comprovada a formacgao do CI EPMUP:B-CD, no DRX foi observado o
desaparecimento de picos cristalinos caracteristicos da B-CD indicando um reordenagao da
estrutura cristalina do CI, os resultados obtidos pela dissolugdo in vitro foram de um pico de
dissolug¢do de 32 pg/ml para o CI 1:2 sendo o total possivel 50ug/ml, onde se foi dissolvido
cerca de 64% de todo o CI, a formagdo do CI gera um aumento na solubilidade em meio
aquoso dos compostos organicos presentes no EPMUP. Sendo nesse cenario, uma 6tima opcao
o desenvolvimento de formulagdes e produtos, que ndo podem conter alcool, utilizando o CI

EPMUP:B-CD.

PALAVRAS-CHAVE: Propolis; Extrato aquoso; B-ciclodextrina; Alcool free;



ABSTRACT

The first records of the use of propolis by man date back to ancient Egypt. In Brazil, its use is
used in popular medicine as a complementary therapy in the treatment of various diseases.
Propolis is a resinous material made by A. meliferas bees that collect the raw material from
various plant sources, transforming them by adding salivary secretions and wax. It is highly
variable in terms of physical aspects, depending on the botanical and geographic origin and
time of its collection. The most popular technique for producing propolis extracts is extraction
with ethanol, however it has disadvantages and limitations for application in industry.
Therefore, to overcome this problem, switching to aqueous suspensions is an option, but
biologically active substances have low solubility in water. Therefore, the development of
inclusion complexes (IC) of B-cyclodextrins (B-CD) and brown propolis extract from Unido
dos Palmares (EPMUP) is a solution to this low solubility. One of the most used methods to
improve the stability and water solubility of polyphenolic compounds is the preparation of IC
with cyclodextrins (CD). There are several methods for producing CD ICs, the method chosen
for the B-CD:EPMUP complex was aggregate coprecipitation with the freeze-drying method
as a drying method, physical mixtures (MF) were obtained for comparative studies. To prove
the formation of IC as well as which one was more efficient, analysis methods such as
thermogravimetry (TG), X-ray diffractometry (XRD), determination of total flavonoids,
antioxidant activity, in vitro dissolution tests and microscopy were used. scanning electronics
(SEM). With the results obtained in DRX and in vitro dissolution, the formation of the CI
EPMUP:B-CD was confirmed, in DRX the disappearance of crystalline peaks characteristic of
B-CD was observed, indicating a reordering of the crystalline structure of the CI, the results
obtained by in vitro dissolution were a dissolution peak of 32 pg/ml for IC 1:2, with a possible
total of 50ug/ml, where if around 64% of all IC was dissolved, the formation of IC generates
an increase in solubility in an aqueous medium of the organic compounds present in EPMUP.
In this scenario, a great option is the development of formulations and products, which cannot

contain alcohol, using the CI EPMUP:B-CD.

KEYWORDS: Propolis; Aqueous extract; B-cyclodextrin; Alcohol free.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros registros da utilizacdo da propolis pelo homem remontam ao Egito
antigo, seus sacerdotes utilizavam-na para embalsamar seus mortos (CASTALDO &
CAPASSO, 2002). Na guerra da Africa do Sul ao final do século XIX, foi amplamente
utilizada como cicatrizante (MARCUCCI, 1996) e na segunda guerra mundial foi empregada
em varias clinicas soviéticas (IOIRISH, 1982). No Brasil, seu uso ¢ amplamente difundido,
sendo empregado na medicina popular como terapia complementar para a tuberculose, dos
distarbios do trato gastrointestinal (TGI), na reducdo da febre, contra doengas inflamatorias,
antimicrobianas entre outras (SALATINO, et al 2005).

A propolis ¢ um material resinoso de consisténcia viscosa elaborado pelas abelhas que
coletam a matéria-prima de diversas partes das plantas, transformando-as dentro da colméia
pela adigdo de secre¢des salivares e cera (BURDOCK, 1998; ADELMANN, 2005). E
altamente variavel quanto ao aspecto fisico e cor, dependendo da origem botanica, geografica
e época de sua coleta. Em geral, ¢ composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de
cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5% de vérias outras substancias,
incluindo detritos organicos. Estdo presentes ainda, microelementos como aluminio, calcio,
estroncio, ferro, cobre, manganés, magnésio, silicio, titanio, bromo, zinco e vitaminas B1, B2,
B6, C e E (KALOGEROPOULOS, et al., 2009; GHISALBERTI, 1979).

A amplitude das atividades farmacologicas da propolis € maior em regides tropicais do
planeta e menor nas regides temperadas, refletindo a diversidade vegetal destas regides, ja que
o espectro de voo de uma abelha A. mellifera abrange um raio de cerca de 4 a 5 km em torno
da colméia, de onde abelhas coletam pdlen, néctar, e resina para a propolis.

A técnica mais popular para a produg¢do de extratos de propolis ¢ a extragdo com
etanol. Este método ¢ adequado para a obtencdo de extratos de propolis com baixo teor de
cera e ricos em compostos biologicamente ativos (PIETTA, et. al, 2002). Embora a extracao
com etanol seja um método simples e eficaz, apresenta desvantagens como forte sabor
residual, limitacdes de aplicacdo na industria cosmética e farmacéutica, pediatria e em casos

de intolerancia ao alcool. (MELLO, et. al. 2010).



As substancias biologicamente ativas apresentam, em sua maioria, baixa solubilidade
em agua, e a quantidade de compostos fendlicos nos extratos aquosos ¢ 10 vezes menor do
que nos extratos etandlicos (MOURA, et. al., 2009). Sdo também facilmente decompostos por
oxidagdo durante a produgdo e armazenamento. Portanto, para manter a integridade das
moléculas, ¢ necessario desenvolver uma formulacdo capaz de entregéd-las aos alvos
fisiologicos, mantendo sua bioatividade. Assim, um dos métodos utilizados para melhorar a
estabilidade e solubilidade em agua dos compostos polifendlicos ¢ a preparacao de CI
(VLAIA, et al., 2016).

CDs sao oligomeros ciclicos de glicose, produzidos comercialmente por reacio
enzimatica do amido (CATCHPOLE, et al., 2018). Elas podem ser compostas de seis a oito
unidades de glicose e, portanto, sdo classificadas como a, B e y-CD, respectivamente. Em
fun¢do da sua forma de cone com uma cavidade hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica, elas podem interagir e acomodar substancias lipofilicas, formando assim
complexos de inclusdo com moléculas orgéanicas e inorganicas. As beta-ciclodextrinas (f-CD)
sao mais utilizadas, devido ao seu baixo custo e ao tamanho adequado de sua cavidade
(MOREIRA, et al., 2022).

Visando a melhora nas propriedas como estabilidade e solubilidade que o CI de CDs
gera, a producdo de um CI B-CD:EPMUP ¢ uma alternativa para superar o problema de
solubilidade em meio aquoso do EPMUP, por isso como objetivo, este trabalho visa fornecer
dados para o desenvolvimento de estudos de pré formulacdo e compatibilidade de sistemas
dispersos em suspensdo do EPMUP através de modernas metodologias de andlise, com o
intuito de revisar a possivel introdu¢do no mercado de suspensdes aquosas com minimos

teores de alcool ou alcool free.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Propolis
2.1.1 Contexto historico

A propolis esta presente nas civilizagdes humanas a muito tempo, como método de
sobrevivéncia a espécie humana se adaptou a transformar a natureza ao seu redor e usufruir
dos seus recursos. A propolis teve muitos usos ao longo da historia, como no Egito antigo,
onde os sacerdotes utilizavam-na para embalsamar seus mortos devido a sua propriedade anti-
putrefacdo (CASTALDO & CAPASSO, 2002), sendo também utilizada de forma terapéutica
em suas medicinas naturais, por praticamente todas as civilizagdes antigas com registros,
como no texto médico mais antigo "Livro de Produ¢do de Medicamentos para Todas as Partes
do Corpo Humano", gravado no papiro de Ebers e escrito ha cerca de 1.700 a.C (PEREIRA,
etal.,2002).

Essas civilizagdes também ja faziam uso de outros produtos das abelhas meliferas,
como o mel. Além do antigo Egito os primeiros relatos da propolis sdo fixados na
Mesopotamia, como também, era muito utilizada pelos gregos, incas, romanos ¢ assirios, 0s
chineses e tibetanos, possuiam centenas de receitas as quais mel, propolis, larvas de abelhas e,
alguns casos, as proprias abelhas eram utilizados em receitas para uso humano e/ou
veterindrio com o intuito de prevenir ou curar patologias (PARK, et al, 2002), o povo grego
foi responsavel por nomea-la, no idioma grego, as palavras “pro” significa “defesa” e “polis”
“cidade ou comunidade” originando a palavra “propolis” (“em defesa da cidade”),
nomeclatura essa utilizada até os dias de hoje para se referir ao material resinoso apicola

(CASTALDO & CAPASSO, 2002; PEREIRA, et al., 2002).
Figura 1 — Apis mellifera.

Fonte: IVAR LEIDUS, 2016.



Ainda entre os gregos, Hipocrates adotou-na como cicatrizante de uso interno e
externo. J4 o historiador romano Plinio se refere a propolis como um “medicamento capaz de
reduzir inchacos e aliviar dores” (IOIRISH, 1982). Em 1908 foi publicado o primeiro trabalho
cientifico acerca das suas propriedades farmacologicas e composicdo quimicas
(HELFENBERG,1908) o trabalho foi indexados no Chemical Abstracts.

Na Africa do Sul, na guerra que ocorreu ao final do século XIX, foi amplamente
utilizada gragas as suas propriedades cicatrizantes (MARCUCCI, 1996) e na Segunda Guerra
Mundial foi empregada em inumeras clinicas da antiga URSS (Unido das Republicas
Socialistas Soviéticas), em medicina humana e veterindria, com aplica¢des inclusive no
tratamento da tuberculose, tendo em vista que foram evidenciadas a recuperagdo do apetite e a
regressao dos problemas pulmonares (IOIRISH, 1982; WOISKY, et al., 1994).

Nas ultimas décadas do século XX, em todo o mundo, a prépolis vem sendo
amplamente empregado na medicina popular, em cosméticos e dermocosméticos,
(CARVALHO, 2000; HERMANN & BRACAMONTE, 1991; RAMOS, 1995), como
também em suplementos alimentares e bebidas, como preventivo de doengas, sob variadas
formas farmacéuticas (BANSKOTA, et al., 2001).

No Brasil, seu uso ¢ amplamente difundido, sendo empregado na medicina popular
para o tratamento da tuberculose, de distirbios do TGI, na redugdo da febre, contra doencas
inflamatoérias, antimicrobianas entre outras (SALATINO, et al., 2005). Um estudo pioneiro de
Ernesto Ulrich Breyer, aumentou o interesse pela propolis, exposto no seu livro intitulado
“Abelhas e saude”, as propriedades terapéuticas do apiterdpico e sua utilizagdo como

antibiotico natural (LUSTOSA, 2008).
2.1.2 Origem botanica e variabilidade brasileira

Pelo Brasil apresentar uma gigantesca divercidade vegetal, a melhor maneira de
investigar a origem botanica da propolis ¢ através da andlise da composicdo quimica da
mesma, comparando-a com a provavel fonte vegetal. Para determinacao da origem geografica
¢ importante observar a origem vegetal aliada a fenologia (interferéncias climaticas) da planta
hospedeira, se faz importante no controle de qualidade e até mesmo na padronizacdo das

amostras de propolis, para uma efetiva aplicacao terapéutica (PARK, et al., 2002).



Ja se ¢ conhecido que as substancia encontradas na propolis sdo oriundas da resina
coletada no entorno da comeia. O espectro de voo de uma abelha A. mellifera em torno da
colmeia abrange um raio de cerca de 4-5 km, nessa area as abelhas coletam pdlen e néctar
para alimentacdo, como também resina para a propolis. Nao sdo conhecidos de forma precisa
quais sdo os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de resina por uma
determinada fonte vegetal, mas o que se sabe ¢ que elas sdo seletivas nesta coleta

(SALATINO, et al., 2005; TEIXEIRA, et al., 2005).

Figura 2 — Colmeia de abelhas meliferas.
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Fonte: Rimantas, 2010.

Em locais de clima temperado como a Europa e América do Norte vegetais produtores
de propolis sdo poucos, sendo a principal fonte o choupo, Populus L., da Familia Salicaceae,
podendo-se, ainda, encontrar esta espécie vegetal na Asia e no norte da Africa. Entretanto,
essa espécie botanica ndo ¢ natural dos tropicos, como no caso do Brasil, desse modo a
propolis brasileira apresenta composicao quimica diferente da propolis europeia e, portanto,
atividades biologicas distintas (BANKOVA, et al., 1983; BANKOVA, et al, 1992;

MARCUCCI, 1996).
Figura 3 — Populus spp.

Fonte: Seraficus, 2012.



Sendo o Brasil uma das maiores biodiversidades do planeta, e apresentando ainda um
tamanho territorial colossal, as espécies vegetais para a retirada da resina sdo diversas. A
propolis brasileira apresenta atividade biologica e composi¢do quimica variavel entre as
amostras coletadas nas cinco diferentes regides do pais. Tal variacdo ¢ facilmente explicada
pela enorme diversidade biologica brasileira, bem como pela habilidade bioquimica das
abelhas em modificar a composicdo natural e/ou adicionar outros componentes a propolis
(SALATINO, et al., 2005). Com base em analises comparativas (quimicas e histologicas) com
plantas nas quais as abelhas possivelmente estariam coletando resina para fabricagdo da
propolis, verificou-se que amostras de propolis do Brasil possuiam como fontes
principais: Araucaria spp. (BANKOVA, et al., 1996), Baccharis spp. (OLIVEIRA; BASTOS,
1998), Dalbergiaecastophyllum (TRUSHEVA, et al., 2006), Clusia spp (CASTRO, et al.,
2009; ISHIDA, et al., 2011) e Mimosa tenuiflora (FERREIRA, et al., 2017).

Figura 4 — Fontes vegetais onde as abelhas buscam a resina para a produgdo da propolis brasileira.
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Fonte: AUTOR, 2024.

Contudo, algumas substancias presentes na propolis brasileira ndo foram encontradas
em extratos destas plantas, sugerindo a influéncia de outras espécies vegetais na formacao e
composi¢ao da propolis (BANKOVA, et al., 1989). Ademais, fatores como a ecologia vegetal
da regido onde a propolis foi coletada (PARK, et al., 1995; PARK, et al., 1997) e at¢ mesmo a
variabilidade genética das rainhas (KOO & PARK, 1997), também influenciam na

composi¢ao quimica da propolis e seus diferentes aspectos.



Figura 5 — Diferentes aspectos de algumas propolis brasileiras.

A. Propolis verde (BRP) de alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia); B. Propolis silvestre de jurema
preta; C. Propolis vermelha (BRV) de jacarandazinho de Maceio-AL. e D. Propolis marrom (BRG) de dlamo
do Parana.

Fonte: MARCUCCI et al., 2020.

Com essa expressao massiva de diferentes aspectos da propolis, Park e colaboradores
(2000) classificaram a propolis brasileira em 12 grupos, a partir do perfil quimico obtido por
meio das técnicas de espectrofotometria de absor¢do na regido UV-visivel, cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Porém, um novo tipo de propolis foi descoberto ao longo do litoral nordestino em
seus manguezais, foi entdo catalogada como a propolis do grupo 13, sendo uma propolis da
coloracdo vermelha. Para explicar sua coloracdo vermelha, observou-se que as abelhas
coletavam o exsudato vermelho da superficie de Dalbergia ecastophyllum (L.) Taub.
(Fabaceae), planta conhecida popularmente como “rabo-de-bugio”, sugerindo que essa seja a
origem botanica da propolis vermelha, assim como feito nos outros grupos, as analises
cromatograficas verificaram que os perfis das amostras de propolis e os exsudatos resinosos
vermelhos da D. ecastophyllum apresentam grande semelhanga no que diz respeito ao teor de

flavonoides (DAUGSCH, et al., 2008).



Tabela 1 - Classificagdo das propolis brasileiras de acordo com a cor do extrato etandlico e a regido de

origem.
Grupos Cor do extrato etanodlico Origem da propolis
1 Amarelo Regido Sul
2 Castanho claro Regido Sul
3 Castanho escuro Regido Sul
4 Castanho claro Regido Sul
5 Marrom esverdeado Regido Sul
6 Marrom avermelhado Regidao Nordeste
7 Marrom esverdeado Regido Nordeste
8 Castanho escuro Regido Nordeste
9 Amarelo Regido Nordeste
10 _ Regido Nordeste
11 Amarelo Regido Nordeste
12 Verde ou Marrom esverdeado Regido Sudeste
13 Vermelho Regiao Nordeste

Fonte: Adaptado de PARK et al., 2000.

2.1.3 Composi¢cao quimica

Como ja abordado nesse trabalho a composi¢do quimica da propolis ¢ muito
diversificada e complexa, pois a mesma possui para sua formagao uma natureza multifatorial
de produtos e eventos como por exemplo os fatores climaticos, geograficos e botanicos,
tornando a caracterizacdo detalhada um dos grandes desafios para os pesquisadores deste
segmento (BANKOVA, et al., 1992; MARCUCCI, 1996).

Na composi¢do quimica da prépolis existem multiplas classes de interesse, como o0s
flavonodides (galangina, quercetina, pinocembrina e kaempferol), 4cidos aromaticos, ésteres,
aldeidos, cetonas, terpendides, fenilpropanoides, esterdides, aminodcidos, polissacarideos,
hidrocarbonetos, acidos graxos e outros compostos (HU, et al., 2005; HAYACIBARA, et al.,
2005; OZKUL, et al., 2004; MATSUDA, et al., 2002; ROCHA, et al., 2003).



Também estdo presentes na sua constituicdo elementos inorganicos como o cobre,
manganés, ferro, célcio, aluminio, vanadio e silicio (MARCUCCI, 1996). De todos esses
grupos de compostos, certamente o que vem chamando mais atengdo dos pesquisadores € o
dos flavonodides (LIMA, 2006). A eles, bem como aos acidos fenodlicos, sdo atribuidas as
propriedades antiinflamatorio, antibacteriana, antiviral e antioxidante (VOLPI &
BERGONZINI, 2006). Pelo menos 200 compostos foram identificados em diferentes
amostras de propolis, com mais de 100 em cada uma (MARCUCCI, et al., 2001).

Figura 6 — Principais compostos quimicos encontrados na propolis marrom.
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Fonte: OLIVEIRA & MOMESSO, 2018.

Os flavonoides sdao considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios
das plantas, e encontrados amplamente em frutas, folhas, chds e vinhos. S3o pigmentos
naturais importantes e nas plantas tem como funcdo principal proteger estes organismos
contra agentes oxidantes (LOPES, et al. 2010). Sendo moléculas biologicamente ativas e
constituentes de uma classe importante de polifenodis presentes com uma certa abundancia
entre os metabolitos secundarios de plantas (MATSUDA, 2006).

Representam um dos grupos fenolicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem vegetal. Assim, a estrutura quimica basica destes compostos, conhecida
como flavilium, consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B),
os benzenos, interligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), onde o
primeiro benzeno ¢ condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢do 2 carrega um

grupo fenila (DORNAS, et al. 2010).



Onde os seus carbonos podem sofrer variagdes quimicas, como hidroxilagdo,
hidrogenagao, metilagdo e sulfonacdo, proporcionando a formacdo de mais de quatro mil
compostos flavonodides, que sdao agrupados em classes (MARKHAM, 1982; ZUANAZZI &
MONTANHA, 2003; GEORGIEYV, et al. 2014; BRETT & GHICA, 2003; SEABRA, et al.,
2006). Estao diariamente presentes na dieta humana e considerados por especialistas da area
da saude importantes protetores naturais do organismo contra varios efeitos adversos

(RIBEIRO, e al., 2006).

Figura 7 — Estrutura quimica basica dos flavonoides.
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Fonte: ACKER et al., 1996.

Cerca de 4.000 substancias diferentes ja foram listadas como flavonoides. A presenga
e a concentracdo destes compostos € utilizada como indice de qualificagdo de amostras de
propolis, sendo as classes de flavonoides do tipo flavonas, flavonoéis, diidroflavondis,
flavanonas, chalconas e diidrochalconas as mais predominantes nesse produto natural

(MARCUCKCI, 1996; NAGAY & GRANCALI 1996; MENEZES, 2005; LU et al., 2004).

Figura 8 — Estruturas quimicas das principais classes de flavonoides.
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Fonte: BALASUNDRAM et al., 2006; COUTINHO et al., 2009; MACHADO et al., 2008.
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Multiplas fungdes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Dentre elas vale
ressaltar: funcdes de defesa, como protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios UV-
visivel e protecdo contra insetos e microorganismos (fungos, virus e bactérias); além de atrair

polinizadores, conferir atividade antioxidante, auxiliar no controle dos hormonios vegetais e

inibicao de enzimas (ZUANAZZI, 1999).
2.1.4 Principais atividades farmacologicas

A propolis apresenta inumeras atividades farmacoldgiacas, sdo por exemplo:
propriedades antitumoral, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante, dentre outras
(AGRAWAL, 2011;). A amplitude dessas atividades farmacologicas da propolis € maior em
regides tropicais do planeta e menor nas regioes temperadas, refletindo a diversidade vegetal
destas regides: nas regides tropicais a diversidade vegetal ¢ muito superior a diversidade
observada nas regides temperadas (BANKOVA, 2005).

Muitos pesquisadores relataram que o potencial bioldgico da propolis se deve a um
sinergismo que ocorre entre 0os muitos constituintes. Observou-se esse sinergismo que ocorre
no estudo de vérias fracdes de um extrato etanodlico de propolis (EEP). Estes resultados
indicam que o seu potencial antibacteriano ndo ¢ devido a presenca de uma substincia em
particular, mas, resultante de uma acao complexa de varios compostos (KROL et al., 1993).

Os principais compostos quimicos isolados da propolis até o momento podem ser
organizados em alguns grupos principais como: acidos e ésteres alifaticos, acidos e ésteres
aromaticos, agucares, alcoois, aldeidos, acidos graxo, aminodcidos, esteroides, cetonas,
charconas e di-hidrocharconas, flavonodides (flavonas, flavonois e flavononas), Terpenodides,
Proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais (MARCUCCI, 1995;
PARK, et al. 1996, BURDOCK 1998; BANKOVA, et al. 2000; SAHINLER &
KAFTANOGLU, 2005).
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Tabela 2 — Flavonoides ligados a sua atividade farmacologica.

Flavonoide Atividade Referéncia
Farmacolégica
. .. CRITCHFIELD; BUTERA;
Acacetina Antiviral FOLKS, 1996
Amentoflavona Antiviral SHUANG-CHENG et al., 2001
Buteina Anti-inflamatéria CHAN et al., 1998
Antitumoral FORMICA; REGELSON, 1995
Qi Anti-.inﬂama.t(’)ria FERRANDIZ; ALCARAZ,
Antimicrobiana 1991 BEIL; BIRKHOLZ;
Antioxidante SEWING, 1995
Anti-inflamatoria YOO et al., 2014 PIMENTEL et
Antimicrobiana al., 2013 VISKUPICOVA et al.,
Rutina Antioxidante 2010 ALONSO CASTRO;
Antitumoral DOMINGUEZ; GARCIA

CARRANCA et al., 2013
Fonte: Adaptada de SIMOES. 2007.

2.14.1 Atividade antimicrobiana

A propolis tem sido estudada como um possivel agente terapéutico contra diferentes
tipos de virus, incluindo o virus da herpes, o virus da gripe e o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (PAULINO, ef al., 2018), o mecanismo de acdo de flavonoides sobre a
capacidade da interacao do virus desde a ligagao até a sua entrada na célula hospedeira, ocorre
por meio da ligagdo com glicoproteinas do envelope viral e receptores celulares modificando
sua estrutura quimica e bloqueando o sitio de ligagdo do virus.

Carvalho e colaboradores (2013) demonstraram em ensaios in vitro a atividade
virucida de um flavonoide sobre o parvovirus canino. Para avaliagdo do efeito antiviral, a
reducdo do titulo viral foi de 93% para concentracdo de 3 pg/ml de quercetina incubada com
virus. No mesmo estudo, foi observada também a redugdo do titulo viral na dose dependente
na concentragdo de 1,5 pg/ml em testes de determinacdo de atividade sobre a células
(CARVALHO, et al, 2013).

Na literatura a atividade antibacteriana da propolis marrom € vista em varias bactérias
gram-positivas, como Bacillus brevis, e B. cereus var. mycoides, B. megatherium, B.
polymyxa, B. premilus, B.sphaericus, Cellulomonas fimi, Nocardia globerula, Sarcina lutea,
Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis, como também em bactérias gram-negativas
como Aerobacter aerogenes, Alcaligenes spp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli,

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marscescens. (OLIVEIRA &

MOMESSO, 2018; SILVA et al., 2012).
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Ja a atividade antifungica ¢ bem descrita em uma revisdo feita por Sawicka e
colaboradores (2020),a propolis tem mostrado atividade contra diversas espécies de fungos,
incluindo Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Fusarium solani e
Trichophyton rubrum. A propolis tem sido empregada no tratamento de infecg¢des flngicas,
como a candidiase oral e vaginal (SAWICKA et al., 2020; AL-WAILI, 2012; SOUZA et al.,
2020).

2.14.2 Atividade antitumoral

A propdlis apresenta substancias que tem sido caracterizadas como inibidores de
células cancerosas, por apresentarem propriedades farmacologicas conhecidas como
antioxidantes, possivelmente controlando assim a proliferacao celular e desempenhando o
bloqueio da oncogénese por mecanismos que modulam enzimas da via metabolica
carcinogénica (AMADO, et al., 2011; HUNG, et al., 2009). Por isso essa atividade
antitumoral passou a ser alvo de estudos com intuito de esclarecer sua interagdo nos
mecanismo de inibi¢do do crescimento celular por meio da apoptose em linhagens de células
carcinogénicas (JADVAR, et. al., 2009).

Brito e colaboradores (2015) verificaram a capacidade que a quercetina possui ao
inibir a proliferacdo de linhagem celular de carcinoma hepatocelular, revelando que a
quercetina consegue inibir a fungdo do transportador de glicose (GLUT-1). Em um estudo
realizado por Pereira e colaboradores (2015), foi investigado a indu¢do de morte celular por
apoptose em linhagens de célula de cancer de pulmao (H4600), no qual revelou a reducdo do
crescimento tumoral e inducdo de morte celular mediante o tratamento com flavonoide
morina, na concentragdo de 800 pg/ml. Avaliados pelos ensaios testes de MTT, por

microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo (PEREIRA, et al., 2015).

2.14.3 Atividade antioxidante

Além dos polifenodis, a propolis possui uma série de outras substancias com a
capacidade de inibir esses radicais livres em excesso do corpo humano (MARQUELE et al.,
2005). Varios grupos de pesquisadores relataram essa propriedade da propolis e muitos deles
conseguiram isolar varios compostos que seriam capazes de agir ofertando essa acdo
antioxidante (BANSKOTA, et al., 2000; BASNET, et al., 1997; CLAUS, et al., 2000;
MORENQO, et al., 2000; OYAIZU, et al.,1999; SUN, et al., 2000). Todos esses pesquisadores
concordam em atribuir esse atributo farmacologico aos flavonoides, sobretudo ao CAPE (éster

fendlico do acido cafeico).
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No entanto, Russo e colaboradores (2002) descobriram que os extratos de propolis
onde o CAPE foi removido continuaram a demonstrar atividade antioxidante (PEREIRA, et
al., 2015). Flavonoides apresentam atividade antioxidante pelo fato de serem quelantes de
metais, varredores de radicais livres, inclusive o radical hidroxila ou radical peréxido, além de
neutralizarem espécies oxidantes como o anion superoxido(O?-) e atuarem em sinergismo com
outros antioxidantes como as vitaminas C e E.

Atualmente, estuda-se a respeito da estrutura dos flavonoides e a acdo antioxidante.
Essa atividade antioxidante também estd ligada a inibi¢do de enzimas ciclo, lipoxigenase,
NADPHoxidade, xantina-oxidase e fosfolipase, e estimulagdo de enzimas com atividade

antioxidante como a catalase e a superoxidodismutase (TRUEBA; SANCHEZ, 2001).

2.1.4.4 Atividade anti-inflamatoria

A principal propriedade medicinal descrita historicamente da propolis ¢ a atividade
anti-inflamatéria. De acordo com os estudos realizados, essa capacidade se da
majoritariamente pela presenca de flavonoides, sendo a galangina o mais citado deles (PINTO
et al., 2011), a atividade anti-inflamatoria dessa classe de substincias vem sendo investigada
devido ao poder que alguns compostos fendlicos possuem em inibir as vias de ciclooxigenase
(COX) e lipoxigenase, as quais desempenham um papel importante como mediadores
inflamatérios (SIMOES, et al., 1988; FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991).

Segundo Moroney e colaboradores (1988), as enzimas COX e 5-lipoxigenase estdo
envolvidos na libertacdo de acido araquidonico, o qual estd envolvido na formacdo de
leucotrienos que ¢ um ponto de partida para uma resposta inflamatéria geral. Os compostos
fenolicos santina e 6-hidroxi-canferol-3,6-dimetil-éter, derivados do kenferol e isolados de
Tanacetum parthenium Sch. Bip. foram capazes de inibir a COX e 5- lipoxigenase
(MORONEY, et al., 1988).

Efeitos anti-inflamatdrios in vivo e in vitro aparecem na literatura para os compostos
diosmina e hesperidina, de forma que a atividade anti-inflamatéria tem sido atribuida a
inibicdo da sintese de prostagladinas PGE2 e PGE2a e a atividade antioxidante (GARG et al.,
2001). Outros compostos que apresentaram uma eficaz acdo anti-inflamatoria foram as
antocianinas por meio da inibicdo de liberagdo e de sintese de substancias enddgenas, que
promovem inflamacdo como a histamina. Por este efeito as antocianinas apresentam forte

acdo antialérgica (AMELLAL, et al.,1985).
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2.2 Ciclodextrina

No século XIX, o cientista francés Villiers, observou que a digestdo do amido através
de um bacilo, gerou uma substancia que veio a ser denominada de Celulosina, muitos autores
acreditam que essa estrutura era composta por uma mistura de varias Ciclodextrinas (CDs),
que na época ndo teve uma melhor definicdo (BARRETO & CUNHA-FILHO, 2008).

De forma geral, as CDs sdo excipientes formados por oligossacarideos ciclicos,
compostas por unidades de D-glicopironose, ligadas por ligagdo glicosidica a-1,4. Essas por
sua vez possuem propriedades extrema relevancia no meio farmacologico, pois, auxilia na
solubilidade de farmacos, melhora na biodisponibilidade, contribui para uma estabilidade
fisicoquimica, na atividade de complexo de inclusdo e melhora nas propriedades
organolépticas de drogas (BHARGAY, 2021).

As CDs s3ao moléculas de carboidratos ciclicos, que tem uma vasta funcionalidade,
principalmente na indistria farmacéutica, por ser um excipiente com funcdo de gerar
compostos de inclusdo, tendo a capacidade de solubilizar o fArmaco em meio aquoso, além de
melhorar a biodisponibilidade e propriedades organolépticas e entre outras caracteristicas

(BARRETO & CUNHA-FILHO, 2008).

Figura 9 — Estruturas quimicas das ciclodextrinas.
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Fonte: Stanistaw Skowron, 2006.

As CDs foram descritas por Schardinger em 1903, que detalhou o processo de
fabricagdo e o isolamento, sua producdo ¢ baseada pela digestdo enzimdtica através da
CGtase, elas hidrolisam os polissacarideos, pois 0s mesmos servem como precursores de
oligossacarideos ciclicos. Além de separa-las e donomina-las de o, B e y ciclodextrinas,
considerando-as como naturais. Foi apenas no século XX, que seu processo de fabricagdo
laboratorial e caracteristicas fisico-quimicas foram melhoradas e alavancaram suas

aplicabilidades na indistria farmacéuticas (VENTURINI et al., 2008; LIU et al., 2021).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Caracterizar complexos de inclusdo de EPMUP com B-CD, fornecendo dados para o
desenvolvimento de estudos de pré formulagdo e compatibilidade de sistemas dispersos em
suspensao do EPMUP, com o intuito de revisar a possivel introdu¢do no mercado de

suspensoes aquosas com minimos teores de alcool ou alcool free.
3.2 Especificos

e Obter CI do EPMUP com B-CD em diferentes concentracdes de extrato;

e Avaliar a formacao dos CI usando técnicas como MEV e TG;

e Determinar o teor de flavondides totais dos CI em comparagao com as MF
e da propia EPMUP;

e Quantificar a atividade antioxidante pela capacidade de inibicao de radicais
livres DPPH;

e Avaliar o grau de dissolucao in vitro em diferentes meios dos CI obtidos

com melhores resultados nas analises anteriores, € compara-los com a MF
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtenciao dos Complexos de inclusido (CI)

Os CI de B-CD com EPMUP (EPM:B-CD) (1:1, 1:2 e 2:1 m/m) foram obtidos
pelo método de coprecipitagdo de Ferreira (2021). Solucdes de B-CD e dgua (500 mg/10 ml),
(1000 mg/10 ml) e (500 mg/10 ml) foram preparadas respectivamente e aquecidas a 40C
durante 4 horas sob agitagdo gerando a completa dissolucao da B-CD. Solugdes de EPMUP e
metanol (500mg/10ml), (500mg/10ml) e (1g/10ml) foram preparadas respectivamente e entao
foram dispersas nas solucdes aquosas de B-CD ainda sob agitagdo em 60°C durante 2 horas
até ser observada a total evaporacdo do metanol através do retorno ao volume inicial da
solucdo de B-CD, para assim se obter os complexos de inclusdo de EPM:B-CD. foram
congelados a - 26 °C por 48 h e liofilizados em um liofilizador Heto Holten A/S (operando a
uma temperatura da placa do condensador de — 111 °C, pressdo da camara de 30 Pa e

temperatura da prateleira de 25 °C).

Figura 10 — Método de coprecipitagdo.
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Fonte: AUTOR, 2024.

Misturas fisicas (MF) EPM:B-CD (1:1, 1:2 e 2:1 m/m) foram obtidas para estudos
comparativos. Entdo foi adicionado 500 mg de EPMUP a quantidade correspondente de B-CD
(500 mg/500 mg), (500 mg/1000 mg) e (1000mg/500mg) e posteriormente misturados. A
amostra 2:1 foi levada para secar na estufa durante 4 horas a 60 °C, por apresentar mais
EPMUP essa amostra demonstrou uma secagem mais lenta, as demais secaram em um
dessecador a temperatura ambiente de 25 °C. Por fim, ao secar, foi realizada a tamisacdo para

padronizagdo do tamanho dos granulos, seguida de trituragao com gral e pistilo, obtendo o po.
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4.2 Termogravimetria (TG)

A aplicagdo da termogravimetria na industria farmacéutica ¢ descrita em termos de
caracterizagdo, determinagdo de pureza e umidade, identificacdo de pseudopolimorfismo,
avaliacdo da estabilidade de medicamentos e farmacos e estudo da dindmica de degradagado de
farmacos (PEREIRA, 2013; OLIVEIRA et al., 2011).

Para analisar e determinar as propriedades térmicas dos CI, das MF e do EPMA foi
utilizado um analisador termogravimétrico modelo TGA-60, da marca Shimadzu. Em um
cadinho de aluminio foi adicionada uma massa de aproximadamente 5 mg, submetida a uma
temperatura de 25 a 600 °C em uma taxa de aquecimento de 10 °C min-1, sob atmosfera de
nitrogénio com uma taxa de fluxo de 50 mL min-1.

Nas curvas termogravimétricas, os degraus relacionados ao eixo das ordenadas
representam as variagdes de massa que a amostra sofreu durante a andlise e possibilitam a

coleta de dados que podem ser utilizados para fins quantitativos (ALVES, 2007).
4.3 Determinacio de flavonoides totais

O teor total de flavonoides foi determinado utilizando o método de Do Nascimento
2018, mediante o monitoramento por UV-Vis da formacdo do complexo flavonoide-AlICl;
reacdo das amostras com o cloreto de aluminio (AICl;) 5% em metanol. A partir das mesmas
solucdes estoque utilizadas para o ensaio de DPPH, foram transferidas aliquotas para se
chegar as diluigdes de 50, 100 e 150, pg/mL, em baldes contendo 100 ugl. de solugdo de
cloreto de aluminio a 5%, completando-se o baldo com metanol até o trago de aferigdo. A

reagao ocorreu durante 30 minutos, em ambiente protegido da luz.

Figura 11 — Complexacdo da quercetina com cloreto de aluminio
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Fonte: Mabry, ef al. 1970.
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A leitura das absorbancias das misturas reacionais foi entdo realizada em
espectrofotometro UV-Vis em comprimento de onda de 425 nm, inserindo-se finalmente os
dados na equacao da curva de calibragdo de quercetina (Y = 0,0716X — 0,0018; R2 = 0,9994)

a qual foi elaborada com base em sete concentragdes do padrdo analitico.

4.4 Atividade antioxidante

A técnica de atividade antioxidante pelo método DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil) ¢
amplamente utilizada para avaliar a capacidade de compostos em neutralizar radicais livres.
Quando o DPPH, estavel de cor parpura, entra em contato com um agente antioxidante,
ocorre a transferéncia de elétrons, resultando na reducdo do radical e na mudancga de cor para
amarelo. Essa reacdo ¢ baseada no principio da captura de radicais livres, em que o agente
antioxidante doa elétrons para o radical DPPH, inibindo a sua atividade oxidativa. A
intensidade da mudanga de cor estd relacionada a capacidade antioxidante do composto em
teste (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX, 2004).

A andlise da a¢do antioxidante das amostras foi realizada através do ensaio quimico da
capacidade de sequestro de radicais DPPH, segundo o método descrito por Nascimento e
colaboradores, 2018. Primeiramente, a preparacdo da solucdo estoque de DPPH foi obtida
mediante a pesagem de 4 mg de DPPH, em uma balanca analitica Shimadzu modelo AX200,
as 4 mg foram despejadas em um baldo volumétrico de 100 ml e dissolvido em etanol
absoluto através de 180 segundos de sonicagdo, obtendo-se uma solu¢do de DPPH a 0,1 mM.
Em seguida, prepararam-se as solugdes estoque em etanol na concentracdo de 1mg/mL, do
extrato bruto de PMA, bem como das amostras liofilizadas.

As reacOes para determinacdo da atividade antioxidante prosseguiram com a
transferéncia de aliquotas das solugdes-estoque das amostras para baldes volumétricos de 5
ml. Em cada baldo foram adicionados 2 ml da solu¢do de DPPH, preenchendo com etanol
absoluto até ao trago de aferi¢do, ou seja, obtiveram-se, respectivamente, as concentragdes de
20, 30, 40 e 50 pg/ml. A reagdo foi iniciada e os baldes volumétricos foram armazenados ao
abrigo da luz durante 30 minutos. Ao término da reagdo, os decaimentos do DPPH foram
analisados em espectrofotometro UV-Vis (modelo Shimadzu, UVmini-1240), no modo
“fotometria”, com comprimento de onda (A) programado para 518 nm. As absorbancias
observadas foram inseridas na equagdo abaixo, com o objetivo de avaliar a atividade
antioxidante em termos percentuais.

% atividade antioxidade = [100 — ( A amostra — A branco) x 100)] / A controle
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4.5 Ensaio de dissolucao in vitro

O teste de dissolucdo ¢ um teste fisico in vitro que utiliza aparelhagem especifica e
condi¢des experimentais controladas como pH do meio, temperatura e rotagdo, para avaliar a
quantidade de farmaco liberada no meio de dissolugdo. Originalmente destinado para formas
farmacéuticas solidas de uso oral e liberacdo instantdnea, mas na atualidade pode ser usado
com uma variedade de formas de farmacéuticas solidas e semi-sélidas, bem como sistemas de

liberacdo controlada (OLIVEIRA, 2019; BROWN et. al., 2011; BRASIL, 2010).

Figura 12 — Mecanismos de reagdo entre o DPPH e um antioxidante.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, 2021.

Para o estudo de dissolucao, foi utilizado um dissolutor automatico modelo 708-DS
Dissolution Apparatus - Agilent. O p6 dos CI e MF foram pesados com equivalente
quantidade de 12,5 mg do extrato de propolis marrom e transferido em cépsulas de tamanho
00. Durante as primeiras 2 h foram adicionados em 4 cubas 250mL de meio HC1 0,1 M e apds
2 h da etapa 4cida, a etapa de tampao fosfato (Na2HPO4 e KH2PO4) que consistiu na adi¢ao
de 250 mL de fosfato 0,2 M tampao em pH 6,8 para um volume total de 500 mL cada. A
temperatura do meio foi mantida a 37 °C £ 0,5 C, utilizando-se pas (aparato II) como
dispositivo de agitagdo a 100 rpm.

Foram realizadas coletas de 5,0 mL do meio de dissolu¢ao em diferentes tempos (30
min., 45 min., 60 min., 120 min., 180 min. ¢ 240 min.), a solucdo coletada foi filtrada em
papel de filtro analitico e submetidas a espectroscopia UV-Vis com comprimento de onda de
281 nm. O padrao analitico do proprio extrato foi utilizado para obter a curva de calibracdo e
representar a quantidade total de flavonoides liberados pelos sistemas.

O ensaio de dissolugdo in vitro ¢ essencial na avaliacdo da biodisponibilidade de
medicamentos, pois a dissolugdo ¢ um passo critico para que o farmaco seja absorvido pelo
organismo. Além disso, esse ensaio também ¢ utilizado para comparar diferentes formulagdes
de medicamentos, realizar estudos de estabilidade e bioequivaléncia, e auxiliar no

desenvolvimento de formas farmacéuticas mais eficazes (SOUZA et al, 2019).
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4.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Em relacao ao estudo da morfologia das amostras, a técnica de microscopia eletronica
de varredura (MEV) ¢ uma importante ferramenta de andlise microestrutural, permitindo a
visualizacdo de amostras com alta resolucdo. A MEV utiliza um feixe de elétrons focalizado
para varrer a superficie da amostra. A técnica de MEV possui vdrias aplicagdes, tais como
analise de superficies de materiais, estudos de fraturas, analise de microestrutura de metais,
observacdo de células bioldgicas e andlise de particulas em ciéncias ambientais (SILVA et al.,
2018; COSTA, 2016).

A analise foi realizada no MEV da marca TESCAN. Em um porta amostra circular de
aco foram inseridas tiras finas de carbono com o intuito de se depositar as amostras a serem
analisadas. A metalizacdo das amostras foi feita em um metalizador com alvo de platina por 3
minutos, seguido de aplicacdo de alvo de ouro por 5 minutos (Corrente de 10 mA em ambas).

O MEV foi operado a 5 kV com ampliagdo de foco na faixa de 457 a 1800 vezes.

4.7 Difracao de Raio-X (DRX)

A amostras utilizadas para a realizacdo do DRX foram obtidas no projeto “Pesquisa e
Desenvolvimento de novos produtos sustentaveis e eco-amigavel da Propolis Marrom de
Unido dos Palmares” O CI B-CD:EPMUP (1:1) foi obtidos pelo método de coprecipitagdo de
Ferreira (2021) e a MF B-CD:EPMUP (1:1) foi obtida pela simples mistura fisica entre o
extrato ¢ a B-CD. As analises de difragdo de raios X foram realizadas através de um
difratdbmetro DRX 3000 Shimadzu (Kyoto, Japdo) com uma fonte de cobre a 42 - 25°C.
Aproximadamente 0,2g da amostra foram inseridos no porta-amostra e analisados sob as
seguintes condi¢des: 30 kV, 30 mA CuKa (A= 0,15406 nm). As amostras foram analisadas em
intervalos de 0,02° (20), na faixa de 3 a 90°. Em seguida, foi aplicada a lei de Bragg, que
relaciona este espalhamento das ondas (HOLLER et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Complexos de inclusao

A obtencao dos complexos de inclusao EPMA:B-CD CI 1:1(A), CI 1:2 (B) e CI 2:1(C)
através do método de coprecipitacdo e liofilizacdo e das misturas fisicas EPMA:3-CD MF
1:1(D), MF 1:2 (E) e MF 2:1 (F). A Figura 13 mostra os complexos de inclusdo formados CI
1:1(A), CI 1:2 (B) e CI 2:1(C), como também das misturas fisicas MF 1:1(D), MF 1:2 (E) e
MF 2:1 (F) em forma de pd. As caracteristicas fisicas das amostras se apresentaram, com
coloracdo variando de um amarelo escuro at¢é um marrom claro, sendo as coloragdes mais
proximas do EPMUP as das misturas fisicas. Com texturas predominantemente uniformes e

opacas, ao toque apresentam também odor suavemente semelhante ao EPMUP.

Figura 13 — Apresentacdo visual das amostras CI 1:1(A), CI 1:2 (B) e CI 2:1(C), MF 1:1(D), MF 1:2
(E) e MF 2:1 (F)
Fonte: AUTOR, 2024

5.2 Termogravimetria (TG )

As Figuras 14 e 15 mostram a curva TG do CI e MF respectivamente, quando em
comparagdo a f-CD e EPMUP. A B-CD tem uma curva TG que apresenta dois eventos O
primeiro envolve perda de 4gua (11,7%) da temperatura de 77°C até 105,4°C. O segundo ¢ a
decomposic¢ao térmica (78%) ocorre apos 335°C até 372°C. O EPMUP também ¢ dividido em
dois eventos. O primeiro apresenta uma perda de peso (4,4%) da temperatura de 81°C até
124°C que pode ser atribuida a evaporagao de compostos volateis. No segundo evento a perda
de massa (74,89%) ocorre no faixa de temperatura 257-423°C essa perda ¢ atribuida a

decomposicao da mistura de compostos organicos presentes no extrato de propolis.
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O perfil térmico das MFs esta mais proximo do comportamento térmico da 3-CD pura.
As duas MFs que demonstram maior propor¢ao de f-CD (MF1 e MF2) apresentaram também
dois eventos, enquanto a MF3 que contém menos B-CD apresentou apenas um. Na MF 1:1 o
primeiro evento (5,22%) decorreu entre 124,1 até¢ 170,8°C e estd associado a perda de
compostos volateis, e a segunda perda de massa (50,6%) ocorreu de 346,8°C até 366,6°C. Por
outro lado na MF 1:2 o primeiro evento (3,77%) decorreu entre 91,4 at¢ 109,1°C esta
associado a perda de 4gua e compostos volateis, e a segunda perda de massa (61,75%) ocorreu
de 351,3°C até 371,27°C, ¢é notavel a semelhanca entre o perfil térmico da MF2 e B-CD sendo
a MF com maior propor¢do de B-CD, o que indica que parte da B-CD ficou livre na MF 1:2.
Enquanto que na MF 2:1 que apresenta apenas uma parte, a perda de massa (54%) decorreu
entre 319,6 até 370,2°C, demonstrando maior estabilidade térmica.

O perfil térmico dos CI estdo mais lineares e sem demonstrar tanto as caracteristicas
marcantes dos compostos puros, € sim uma mistura deles. No CI 1:1 o evento (63,4%)
decorreu entre 353,44 até¢ 379,65°C. No CI 1:2 o evento (47,81%) decorreu entre 350°C a
370°C. Ja no CI 2:1 a perda de massa (65%) decorreu entre 349°C a 383°C. Demonstrando

assim que os CI apresentaram maior estabilidade térmica.

Figura 14 — Curvas TG dos CI em comparagdo com a curva de f-CD ¢ EPMUP.
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Fonte: AUTOR, 2024.
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Figura 15 — Curvas TG das MF em comparacdo com a curva de 3-CD ¢ EPMUP.
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Fonte: AUTOR, 2024.

Tabela 3 — Dados das curvas TG do CI e MF.

Amostra Estagio Temperatura inicial (°C) Temperatura final (°C) Variagdo de massas (%)

| 77 105,4 1,7
B-CD Il 335 372 78,5
| 80,99 124,21 4,411
EPMUP Il 257,04 423,03 74,89
LIOF1 | 353,44 379,65 63,419
LIOF2 | 350,87 370,17 47,814
LIOF3 | 349,13 383,67 65,006
| 127,14 170,83 5,225
MF1 |l 346,81 366,65 50,609
| 91,43 109,11 3,779
MF2 |l 351,33 371,27 61,755
MF3 | 319,61 370,2 54,038

Fonte: AUTOR, 2024.

5.3 Determinacio de flavondides totais

Como a composi¢ao quimica da propolis € dependente de varios fatores, dentre eles a
localizagdo geografica, a relagdo entre os grupos fenolicos totais e flavonoides totais esta
intimamente relacionada a flora e a regido da coleta (BANKOVA, 2005). Andrade e
colaboradores 2017, apontam a propolis marrom de Alagoas com menores teores de
flavonoides quando comparada com a propolis verde e vermelha também de Alagoas, nesse
cenario o EPMUP se mostrou de grande qualidade, j& que o mesmo obteve 9,7% (m/m) para
flavonoides totais, estando dentro dos padrdes estabelecidos pelo Ministério de Agricultura,

Pecudria e Abastecimento (MAPA), que sdo: extratos etanolicos de propolis devem conter, no

minimo 0,25% (m/m) de flavondides (BRASIL, 2001).
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Os resultados para os CI e MFs também foram positivos, ja que a 50 pg/ml o CI 1:1
obteve 6,2% e os outros dois CI obtiveram em torno de 5,5% de flavonodides totais, as MFs
apresentaram em média valores um pouco abaixo de 5,5% do teor. Os CI obterem uma
concentragdo abaixo da concentragdo do EPMUP pode ser explicada pelo aprisionamento
parcial dos flavonoides dentro do complexo, por ser um equilibrio dindmico os flavondides
estdo entrando e saindo da cavidade da B-CD, e no momento da leitura eles estavam ainda
semi-aprisionados.

Figura 16 — Teor de flavonoides totais.
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5.4 Atividade antioxidante

Quanto a determinagdo da atividade antioxidante, durante a reacdo o DPPH sofre
redugdo para difenil-picrilhidrazina, essa reducao € possivel devido a acdo de uma espécie
antioxidante. Quando feita a leitura na regido do UV ¢ notado o desaparecimento da absorcao,
sendo assim, durante a analise monitora-se o decréscimo da absorbancia de varias solugoes
com concentracdes diferentes e conhecidas. Com esta diminuicdo que ocorre ¢ possivel
calcular o consumo do radical livre DPPH, que ¢ representado em porcentagem, a mesma
corresponde a quantidade de DPPH que ¢ consumida pelo antioxidante (SOUSA et al, 2007).

Sendo assim, para medir a a¢do antioxidante das amostras foi realizada uma curva das
absorbancias apds insercdo do EPMUP, dos CI e das MFs em diferentes concentragdes, a
atividade de elimina¢do de radicais livres foram avaliados quanto a sua capacidade de
extinguir o radical DPPH. Os resultados foram dados na concentragao necessaria das amostras

que proporcionam a inibi¢ao de 50% (IC50) de DPPH.
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As concentracdes de (IC50) estdo presentes na Figura 5, onde o EPMUP obteve um
IC50 de 16,6 ng/mL sendo um resultado comparavel com a MF 2:1 que obteve o IC50 mais
baixo que foi 16 pg/mL, esse resultado pode indicar que houve muito EPMUP livre na MF 2:1
ndo estando presente na forma de CI, sendo demonstrados quantidades de IC50 baixas,
indicando uma alta atividade antioxidante. Foi observado que o EPMUP demonstrou boa

atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH.

Figura 17 — Atividade antioxidante do EPMUP, CI e MF em IC50 do DPPH
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Fonte: AUTOR, 2024.
5.5 Ensaio de dissolucio in vitro

Os ensaios foram conduzidos em perfil de dissolugdo in vitro visando avaliar a cinética
de liberagao de flavonoides presentes no EPMUP, sendo os mesmos encapsulados na B-CD.
Os resultados adquiridos estdo apresentados na figura 18. Segundo Nascimento e
colaboradores, 2022, os estudos de dissolucdo sdo aplicaveis para a simular as condic¢des
inerentes ao trato gastrointestinal, replicando as circunstancias que ocorrem durante a etapa de
solubilizacdo, permeacdo e absor¢do de compostos bioativos, sejam eles de natureza
farmacéutica ou alimentar.

Através dos ensaios de dissolugdo realizados, foi possivel observar grandes diferencas
entre os CI e a MF. Primeiramente, ¢ observado que nos primeiros 30 minutos ¢ notavelmente
maior a liberacdo de CI 1:1 e CI 1:2 no meio acido quando comparado com a MF, ¢ a
concentragdo se mantém razoavelmente estavel para ambos os CI até 120 minutos. Em
contrapartida, mesmo que com concentracdo inferior aos CI a MF mantém um aumento
constante na liberagdo, chegando a uma concentragdo mais proxima dos CI no tempo 120

minutos.
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Ao tempo limite de 120 minutos se ¢ adicionada a solug¢do tampao, e se observa
novamente um aumento constante na liberacdo até um pico de liberacao por volta de 130
minutos nos CI 1:1 e CI 1:2 como também na MF sendo que a mesma retorna novamente a
uma concentra¢do semelhante a antes do tampao ser adicionado no tempo de 180 minutos,
enquanto que os CI ainda persistem (principalmente o CI 1:2) em uma concentragdo acima de
32 pg/ml até o tempo limite de 240 minutos.

Esse resultado indica que a alteragdo do pH do meio promoveu uma melhoria na
dissolucdo, resultando em uma liberagdo discretamente maior dos componentes quando em
meio alcalino. Quando comparado apenas os CI, mesmo que ambos estejam muito proximos

tendo curva parecidas, o CI 1:2 se mostrou mais eficiente na liberacdo.

Figura 18 — Dissolug¢do in vitro CI 1:1, CI 1:2 e MF 1:1
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Fonte: AUTOR, 2024.

5.6 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para o MEV foram escolhidos o CI 1:2 que demonstrou ser o CI com melhores
resultados na dissolugdo e como comparacdo a MF 1:1 que também foi usada na dissolugao,
as morfologias superficiais em diferentes aumentos dos CI 1:2 100 um (A), 50pum (B) e 20um
(C) e MF 1:1 100pum (D), 50um (E) e 20um (F) estdo presentes na Figura 19. A cavidade
hidrofébica do B-CD tem a capacidade de acomodar varios tipos de moléculas hospedes para
formar CI com morfologia diferente (Zhang, et. al. 2015). Sendo essa capacidade de
acomodar a responsavel por mudancas na estrutura da B-CD, segundo Kringel. e

colaboradores (2017), quando pura a -CD tem um tamanho de particula e formato irregular.
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O CI demonstrou alteragdes no tamanho e forma das particulas, demonstrando uma
possivel mudanga na estruturatura, o que indicaria a formacdo de um complexo, essa
diferen¢a na estrutura ndo ¢ observada na MF. No CI o arranjo das moléculas se revelou ter
um aspecto mais angular e reto indicando um maior entrelago entre o EPMUP e a B-CD,
enquanto na MF se mostrou com um aspecto mais sobreposto e arredondado como uma
camada recobrindo a B-CD.

Resultado semelhante foi encontrado Wen e colaboradores (2016) avaliaram a
morfologia da CI de B-CD e 6leo essencial de canela, foi relatado que a -CD apareceu como
particulas de diferentes tamanhos e em blocos regulares, enquanto a amostra relativa ao CI foi
apresentada na forma de um cristal multicamadas. Galvado e colaboradores (2015), avaliou
também a morfologia de um CI entre B-CD e o6leo essencial de laranja; eles observaram
mudancas na forma e no tamanho das particulas quando comparado a -CD pura. Kringell et
al. (2017), avaliou a morfologia de um CI entre CDs e O6leo essencial de eucalipto,
identificando mudancas na forma e no tamanho das particulas quando comparado as

substancias puras.

Figura 19 — MEV das amostras CI 1:2 e MF 1:1

Fonte: AUTOR, 2024.

28



5.7 Difratometria de Raio-X

A difratometria de pds vem sendo cada vez mais utilizada para evidenciar a formagao
de produtos, sendo usada basicamente como um método de comparagdo: o difratograma de
complexo de inclusdo formado ¢ comparado com os difratogramas da ciclodextrina, do
substrato e da mistura fisica, e, caso seja observado um novo padrdo, pode-se concluir que

houve a formagao de um complexo de inclusdo verdadeiro (DANG, SONG, et al.,2011).

O difratograma da B-CD livre apresenta uma série de picos de difragdo de grande
intensidade, evidenciando um carater cristalino,sendo essas reflexdes caracteristicas, na
analise dos principais picos encontrados na literatura destacam-se: °20 (CoKa): 9,0; 10,7;
12,5; 15,4; 17,9; 18,8; 19,5; 20,7; 22,7; 24,3 e 27,1; (WANG et al., 2011;ZHANG et al., 2015;
YANG et al., 2016; JIANG et al., 2019;ZORNIO, 2013). Na Figura 2 ¢ possivel observar as
diferencas e semelhangas entre os difratogramas dos alvos do estudo o CI B-CD:EPMUP 1:1 e
da MF B-CD:EPMUP.

Figura 20 — Difratograma da 3-CD livre (azul), do CI B-CD:EPMUP 1:1 (rosa) e da MF B-
CD:EPMUP (cinza)
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Ao observar o padrdo difratométrico do complexo B-CD:EPMUP 1:1, o mesmo
apresenta consideraveis diferencas quando comparado ao padrao difratométrico de B-CD
livre, indicando a complexacao e a interagao entre EPMUP e B-CD, dada uma reordenacao na
estrutura cristalina, pelo desaparecimento da imensa maioria de picos como em 8,9, 12,5 e
19,5 20 (CoKa), esse achado corrobora com os resultados encontrados por Yang e Song
(2005) e outros autores, a presenga dos deslocamentos de picos indica que o padrio
difratométrico da B-CD livre foi alterado quando a molécula de EPMUP foi incorporada na

cavidade da molécula hospedeira.

Em comparagdo, ao observar o padrdo difratométrico da MF B-CD:EPMUP 1:1 ¢
nitida a permanéncia de picos caracteristicos da B-CD livre como em 12,5 °26 (CoKa), na
literatura os estudos que apresentam o difratograma de misturas fisicas entre B-CD e outras
subtancias, demonstram que os picos cristalinos de B-CD foram todos detectados no
difratograma dessas misturas, indicando que nao houve diferenca na forma cristalina da -CD

(ZHANG et al., 2015; ABARCA et al., 2016).
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6 CONCLUSAO

Portanto com os resultados obtidos no TG, MEV e DRX foi comprovada a formagao
do CI EPMUP:B-CD, através das alteracdo das curvas TG dos CI quando comparado as
substancias puras, ao desaparecimento de picos cristalinos caracteristicos da B-CD no DRX
dos CI e ainda dos aspectos visuais encontrados no MEV, a formag¢ao do CI gera um aumento
na solubilidade em meio aquoso dos compostos organicos de interesse presentes no EPMUP.

O EPMUP demonstrou um teor de flavonoides 9,7% (m/m), indo contra os achados
anteriores sobre a propolis marrom do nordeste onde Park e colaboradores (2002)
descreveram como sem a presenga de flavondides, os CI também demonstraram um
semelhante com o EPMUP obtendo 6,2% para o CI 1:1 e 5,5% para o outros dois CI em 50
pg/ml, esses resultados abrem um leque para que novos estudos sejam realizado para
comprovar esses teores, € ainda investigar as possiveis fontes vegetais presentes no raio de
atuacao das abelhas desta regido especifica.

Através dos resultados obtidos pela dissolugdo que foram de um pico de dissolugdo de
32 pg/ml para o CI 1:2 sendo o total possivel 50pg/ml, onde se foi dissolvido cerca de 64% de
todo o CI colocado na capsula, agregado a confirmagdo da formagao dos CI temos que os
problemas relacionados ao uso de etanol como o sabor residual forte que atrapalhava a adesao
ao consumo, as limitagdes de aplicagdo na indlstria cosmética e farmacéutica pela
necessidade de encaixe do etanol na composi¢do dos produtos, a contra-indicacdo de um
produto alcodlico na pediatria e a impossibilidade de uso em casos de intolerancia ao alcool
foram sanados com o futuro uso de uma suspensao aquosa.

Outro resultado promissor foi o IC50 para o DPPH, onde a EPMUP obteve um IC50
para o DPPH de 16,6 nug/mL, e os CI 1:1, 1:2 e 2:1 obtiveram respectivamente 28,1 ug/mL,
31,4 pg/mL e 29,2 pg/mL, sendo demonstrados quantidades de IC50 baixas, indicando uma
alta atividade antioxidante. Foi observado que o EPMUP demonstrou boa atividade
antioxidante frente aos radicais livres do DPPH.

Sendo nesse cendrio, uma 6tima opg¢ao para o desenvolvimento de formulagdes para
novos produtos eco-amigaveis a partir da propolis, j4 que os mesmos nao necessitariam de
solventes organicos para a sua producao, aumentando ainda mais a difusao entre varios nichos

de publicos consumidores.
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