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RESUMO



Os nutracéuticos sdo alimentos ou parte dos alimentos que possuem beneficios a
saude, incluindo a prevenc¢ao e/ou tratamento de doencgas. A prépolis vermelha é um
eficiente nutracéutico, muito utilizada na forma de extrato na terapia humana devido
as suas propriedades farmacolégicas e tem se mostrado promissor em sistemas
nanoestruturados, aumentando significativamente sua eficacia terapéutica. No
entanto, é bastante instavel a fatores extrinsecos comprometendo a sua atividade
funcional, necessitando de alternativas tecnologicas para melhorar a sua
conservagao, como os métodos de encapsulagao, que podem ser empregados a fim
de melhorar essa estabilidade. Posto isto, o objetivo deste estudo foi desenvolver
nutracéutico em forma de microcapsulas incorporando o extrato de prépolis
vermelha, juntamente com nanoparticulas de ZnO e ZnOAg. Seis formulagdes foram
preparadas (F1 a F6) pelo método de gelificagdo iGnica, em seguida, foram
avaliadas a eficiéncia de encapsulacao por flavonodides totais, a dissolugcao e
liberagdo dos flavonoides e caracterizadas por MEV, TGA e FTIR-ATR. As atividades
biolégicas foram avaliadas através da atividade antioxidante (DPPH, FRAP, ORAC)
e antimicrobiana (Trichoderma afroharzianum, Fusarium oxysporum, Diaporthe
caulivora, Candida albicans, Staphylococcus aureus e Escherichia coli). A eficiéncia
de encapsulagao mostrou-se elevada, no qual F4, F5 e F6 apresentaram eficiéncia
de 9251, 9412 e 9592%, respectivamente. As fotomicrografias (MEV)
apresentaram superficies sem rachaduras e caracteristicas diferentes de acordo
com cada formulagdo. A técnica de encapsulagdo garantiu a preservagdo das
caracteristicas quimicas dos compostos, conforme observado na analise por FTIR-
ATR, bem como uma boa estabilidade térmica para F4 e F5. Na atividade
antioxidante, todas as formulagdes apresentaram diferencas estatisticas, no entanto,
F4 e F5 obtiveram os melhores resultados. Todas as formulagdes exibiram atividade
antimicrobiana contra as cepas testadas. Notavelmente, a formulacdo F3
demonstrou atividade superior contra S. aureus, no entanto, as formulacées F4,F5 e
F6 exibiram efeitos inibitdrios significativos no crescimento geral do patégeno. Desta
forma, conclui-se que os resultados sao promissores e oferecem uma base para
ampliar o escopo da pesquisa.

Palavras-chave: Atividade microbiologica. Compostos fendlicos. Beads.
Microencapsulagao. Nanoparticulas.

ABSTRACT



Nutraceuticals are foods or parts of foods that have health benefits, including the
prevention and/or treatment of diseases. Red propolis is an efficient nutraceutical,
widely used in the form of extract in human therapy due to its pharmacological
properties and has shown promise in nanostructured systems, significantly
increasing its therapeutic efficacy. However, it is quite unstable to extrinsic factors,
compromising its functional activity, requiring technological alternatives to improve its
conservation, such as encapsulation methods, which can be used to improve this
stability. Therefore, the objective of this study was to develop a nutraceutical in the
form of microcapsules incorporating red propolis extract, together with ZnO and
ZnOAg nanoparticles. Six formulations (F1 to F6) were prepared by the ionic gelation
method, and then the encapsulation efficiency for total flavonoids, dissolution and
release of flavonoids were evaluated and characterized by SEM, TGA and FTIR-
ATR. The biological activities were evaluated through antioxidant (DPPH, FRAP,
ORAC) and antimicrobial (Trichoderma afroharzianum, Fusarium oxysporum,
Diaporthe caulivora, Candida albicans, Staphylococcus aureus and Escherichia coli)
activity. The encapsulation efficiency was high, in which F4, F5 and F6 presented
efficiencies of 92.51, 94.12 and 95.92%, respectively. The photomicrographs (SEM)
showed surfaces without cracks and different characteristics according to each
formulation. The encapsulation technique ensured the preservation of the chemical
characteristics of the compounds, as observed in the FTIR-ATR analysis, as well as
good thermal stability for F4 and F5. In the antioxidant activity, all formulations
presented statistical differences, however, F4 and F5 obtained the best results. All
formulations exhibited antimicrobial activity against the tested strains. Notably,
formulation F3 demonstrated superior activity against S. aureus, however,
formulations F4, F5 and F6 exhibited significant inhibitory effects on the overall
growth of the pathogen. Thus, itis concluded that the results are promising and offer

a basis for expanding the scope of the research.

Keywords: Microbiological activity. Phenolic compounds. Beads.

Microencapsulation. Nanoparticles.
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O interesse do consumidor por um estilo de vida mais saudavel tem levado ao
desenvolvimento de produtos que atendam as necessidades nutricionais e de saude
e que, a0 mesmo tempo, sejam atraentes e com boa aceitagdo no mercado (Duarte
et al., 2021). O termo nutracéutico, nos ultimos 10 anos, aparece frequentemente
nos meios de comunicagéo e vem ganhando destaque a cada dia (Salgado, 2017;
Duarte et al., 2021).

O nutracéutico, pode ser definido como um alimento, ou parte dele, que ira
proporcionar beneficios a saude. Ele também ¢é apontado como um
farmaconutriente, no qual a sua composi¢ao pode ser capaz de modificar fungdes
fisiolégicas ou metabdlicas, incluindo a prevengao e/ou tratamento da doenga. Os
nutracéuticos podem ser classificados em diversos grupos, vegetal (licopeno),
animal (6mega-3), leveduras (Saccharomyces boulardii)y, a depender do
planejamento alimentar ou de suas propriedades funcionais, como antioxidante, anti-
hipertensivo, antiinflamatério, imunomodulador, entre outros (Alencar; Morais, 2021).

Partindo deste pressuposto, um material natural muito utilizado como alimento
funcional é a prépolis vermelha, que esta sendo cada vez mais procurada e é
mundialmente reconhecida como um remédio "natural”, no qual a maior parte do seu
consumo ocorre na forma de extrato etandélico (Silva; Braz, 2015).

A propolis vermelha tem sido objeto de estudos farmacoldgicos devido as
suas diversas propriedades como: antimicrobiana, antiparasitaria, antifungica,
antiviral, imunoestimulante, antioxidante, antitumoral, antisséptica, espasmolitica,
hepatoprotetora, estrogénica e regenerativa de cartilagem e ossos, através do
estimulo na proliferacdo de condrdcitos. (Lopez et al., 2014; Pereira et al., 2015;
Duarte et al., 2018).

O seu potencial biolégico esta diretamente ligado a sua composigéao quimica,
atribuindo essas atividades principalmente aos isoflavonoides, acidos fendlicos,
gutiferonas e terpenos (Lopez et al., 2014; Duarte et al., 2018). A propolis vermelha
também estd dentre os materiais bioldgicos capazes de formar nanoparticulas
metalicas, que, devido a sua composicao fendlica, a torna importante na formacgao
dessas nanoparticulas por proporcionar a reducido de metais e sua estabilizagao
(Barbosa, 2019).

A reducdo dos materiais para nanoescala leva a novas e interessantes
propriedades, bem como, 0 aumento da raz&o superficie volume aumentando a sua

reatividade. Na industria farmacéutica, as nanoparticulas (NPs) atuam como
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biocarreadores de medicamentos e em terapias menos invasivas contra o cancer,
por exemplo (Mahato et al., 2019; Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022).

Diversos tipos de NPs podem ser encontradas na literatura, tais como as
metalicas, semicondutoras, a base de carbono, 6xidos metalicos e poliméricas.
Dentre os tipos citados, as nanoparticulas de 6xido metalicas se destacam devido a
sua multifuncionalidade, proporcionada por suas caracteristicas unicas, além de
estarem ganhando destaque por possuir atividades antimicrobianas. Pode-se citar
como exemplo, os materiais nanoestruturados a base de éxido de zinco (ZnO) e
prata (Ag), que vem sendo utilizados em diversas areas (Moura et al., 2021;
Sanfelice; Pavinatto; Corréa, 2022).

As nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO-NPs) apresentam propriedades
bactericidas, antitumorais e biocompatibilidade in vivo e sdo utilizadas em diversas
areas. Ele é aprovado pela Federation Dentaire Internationale (FDI) e pela ANVISA
como um material biocompativel e considerado seguro em baixas concentragdes
pela Food and Drug Administration (FDA). Na area alimenticia, € utilizado como
aditivo alimentar e em embalagens para evitar a proliferagao de biofilmes. Na area
farmacéutica, € amplamente utilizado na composi¢cdo de protetores solares e
cremes, além de ser empregado no tratamento de aguas residuais (Sousa et al.,
2014; Morais et al, 2017; Mahamuni-Badiger et al., 2020; Silva, 2022).

Nanoparticulas de prata (AgNPs) apresentam aplicagbes promissoras em
diversos campos da ciéncia e tecnologia. A prata é facilmente moldavel e maleavel,
possui varias propriedades benéficas, tem um alto poder antioxidante quando
comparado com outros metais, € uma excelente candidata para uso como um
material antimicrobano, além de possuir uma baixa toxicidade para os seres
humanos (Albuquerque, 2017; Carvalho, 2019).

A elaboracao de produtos inovadores que contém presencga de substancias
bioativas, a exemplo dos compostos fendlicos, € susceptivel a degradagao pela
exposicao ao calor, a luz ou ao oxigénio, levando a perdas durante o processamento
e armazenamento. Desta forma, alternativas devem ser pensadas para proteger
essas substancias desses danos, sendo a microencapsulagao uma alternativa para
proteger e aumentar a estabilidade durante o processamento e aplicagao
tecnolégica (Rocha, 2017).

A microencapsulacado além de proteger os compostos bioativos contra fatores

externos, também, evita sabores e odores desagradaveis, garantindo uma liberagao
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controlada, permitindo o desenvolvimento de produtos de alto valor agregado
(Comunian; Favaro-Trindade, 2016).

Dentre as diversas técnicas de microencapsulacao destaca-se o processo de
gelificagado idnica, uma técnica utilizada para microencapsulacdo de compostos
sensiveis, dada a sua simplicidade e versatilidade (Benavides et al., 2016),
permitindo obter capsulas de diferentes formas e tamanhos. Este método forma uma
rede tridimensional, produzindo microesferas instantaneamente, no qual ira
encapsular e proteger os compostos ativos oferecendo a estabilidade desejada
(Rocha, 2017).

Com base no exposto, este trabalho tem como objetivo produzir nutracéuticos
na forma de microcapsulas contendo extrato de prépolis vermelha e compostos
nanoparticulados, microencapsulados pelo método de gelificagao ibnica, avaliando-
se as caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade das microcapsulas produzidas,

assim como a realizag&o de ensaios microbiologicos.

OBJETIVO

Objetivo geral

Desenvolver nutracéuticos a partir da encapsulagao de nanocristais de 6xido

de zinco e nanocompaositos de 6xido de zinco e prata com prépolis vermelha, obtidos
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pelo processo de gelificagdo ibnica, realizando suas caracterizagdes fisico-quimicas,

atividades bioldgicas.

Objetivos especificos

1. Padronizar as formulagdes das microcapsulas com EPV e os nanomateriais ZnO e
ZnOAg;

2. Obter as microcapsulas por gelificagao idnica;

3. Quantificar a eficiéncia de encapsulacao das microcapsulas por flavonoides totais;
4. Avaliar a dissolugao das formulagées microencapsuladas;

5. Analisar morfologicamente as formulagbes das microcapsulas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV);

6. Caracterizar os microencapsulados por analises termogravimétricas (TGA);

7. Caracterizar os microencapsulados por espectrofotometria de infravermelho por
transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR);

8. Quantificar a capacidade antioxidante das microcapsulas;

9. Mensurar a atividade microbiolégica dos microencapsulados.
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CAPITULO 2

Probiéticos Naturais e Nanomateriais: Um

Novo Alimento Funcional

PROBIOTICOS NATURAIS E NANOMATERIAIS: UM NOVO ALIMENTO
FUNCIONAL

RESUMO

Os probidticos naturais sdo alimentos funcionais que apresentam diversas
propriedades bioldgicas, além do valor nutritivo inerente a sua composi¢ao quimica,
podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na redugao do risco de
doencas crénico degenerativas. A fim de melhorar a estabilidade desses compostos,

aumentar o poder encapsulante, retardar a oxidagdo, aumentar a sua eficacia,
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controlar sua liberagcdo e melhorar a biodisponibilidade a sua combinagdo com
nanomateriais € uma ferramenta em potencial na area alimenticia, possibilitando a
elaboracao de novos produtos com caracteristicas funcionais e nutracéuticas. Além
disso, o estudo de nanomateriais em probidticos naturais € pouco relatado na
literatura, sendo uma area de suma importancia no desenvolvimento de novos
alimentos funcionais. Portanto, neste capitulo sera abordado uma revisdo do uso de
nanomateriais em probidticos naturais visando especificar suas vantagens e

metodologias de preparagao e caracterizagao.

Palavras-chave: probidticos naturais, nanomateriais, novos alimentos funcionais,

caracteristicas nutracéuticas, nanobiotecnologia.

INTRODUGAO

O interesse do consumidor por um estilo de vida mais saudavel tem levado ao
desenvolvimento de alimentos que supram necessidades nutritivas, de saude e que
ao mesmo tempo sejam atrativos, saborosos e com boa aceitagcdo no mercado. Os
produtos que oferecem efeitos positivos sobre a saude ou ingredientes com estas
caracteristicas, alegados ou comprovados, sdo denominados “alimentos funcionais”
(Farias et al., 2021).

A relacédo entre alimentacdo e saude é conhecida por ser uma das chaves
para a prevencao de doencas e promocao de bem-estar, com isso, as industrias
passaram a enriquecer alimentos com ingredientes especificos, diferenciando-os em
relacdo aos beneficios oferecidos a saude quando comparados aos alimentos em
suas formas tradicionais (Bagchi, 2006; Wildman, 2000; Salgado, 2017).

No presente século a literatura cientifica reporta os alimentos funcionais como
aliados no tratamento da obesidade (Souza et al., 2017), prevencédo de doencgas
cardiovasculares (Farias et al., 2021), balango de colesterol plasmatico e prevengao
de cancer (Reis et al., 2017). Dentre os alimentos funcionais a literatura relata os
prebidticos (adicionados de fibras nao digestiveis), fortificados (com vitaminas,
Omega-3), alterados (removendo componentes nocivos) e os probidticos (Bigliardi;
Galati, 2013).

De acordo com a Resolugéo n® 19, de 30 de abril de 1999, sobre a alegagao
de propriedade funcional dos alimentos, é aquela relativa ao papel metabdlico ou

fisiologico que o nutriente ou ndo nutriente tem no crescimento, desenvolvimento,
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manutengéo e outras fungdes normais do organismo humano (BRASIL, 1999). Entre
os compostos funcionais mais investigados pela ciéncia, temos os probiéticos, que
segundo a RDC n° 241, de 26 de julho de 2018, é definido como microrganismos
vivos que, quando administrado em quantidades adequadas, conferem beneficios a
saude do individuo (BRASIL, 2018; Filho et al., 2020).

A palavra probidtico tem derivagao grega no qual significa “em prol da a vida”,
esse termo foi introduzido pela primeira vez por Lilly; Stillwel em 1965 para
descrever substancias secretadas por um microorganismo, o qual estimula o
crescimento de outro (Silva, 2007; Santos et al., 2008; Raizel et al., 2011). Fuller
(1989) definiu probidtico como suplemento composto de microrganismos vivos que
beneficiam a saude do hospedeiro, através do equilibrio da microbiota intestinal. Por
fim, Havennar et al. (1992) complementou descricdo de Fuller (1989), chegando a
seguinte definicdo: que probiético como cultura pura ou composta de
microrganismos vivos que fornecidos ao homem ou animais beneficiam ao
hospedeiro pelo estimulo das propriedades existentes na microbiota natural (Santos
etal., 2011).

Os probidticos apos serem ingeridos devem ser capazes de sobreviverem as
condicbes de estresse presentes no trato gastrointestinal, como suco gastrico,
presenca de sais biliares e enzimas digestivas e manter sua viabilidade e atividade
metabdlica no intestino para exercerem os efeitos benéficos aos hospedeiros.
Quanto aos desafios tecnologicos para a producado industrial de células, estas
devem manter-se estaveis e viaveis em niveis satisfatorios durante todo o prazo de
validade do produto (Saad, 2006; Araujo, 2007; Badaré et al., 2008).

Partindo deste pressuposto, ha um recente e crescente interesse cientifico
em melhorar a estabilidade, biodisponibilidade e a vida de prateleira de produtos
com fontes probidticas utilizando a nanotecnologia como técnica de aprimoramento,
uma vez que os sistemas nanoestruturados podem ser capazes de controlar a
estabilidade, melhorar a solubilidade, biodisponibilidade e controlar a liberagcédo de
compostos bioativos (Wang et al., 2012; Abbas et al., 2015; Neves et al., 2015).

A redugao dos materiais para nanoescala leva a novas e interessantes
propriedades, bem como, 0 aumento da razéo superficie volume aumentando a sua
reatividade (Kasemets et al. 2009). Tal caracteristica das nanoparticulas atraiu o
interesse comercial na fabricagdo de nano-ingredientes, suplementos e

nutracéuticos. Diversos tipos de nanoparticulas podem ser encontrados na literatura,

23



tais como as metdlicas, semicondutoras, a base de carbono, éxidos metalicos e
poliméricas, podendo ser aplicadas em uma gama de setores, predominantemente
cuidados pessoais, cuidados de saude e cosméticos. Os beneficios da
nanotecnologia no setor de alimentos passam por toda a cadeia alimentar,
comecgando da producgao ao processamento, transporte, seguranga, armazenamento
e entrega (Ranjan et al., 2014; Banjare, 2017).

Com base no exposto, abordaremos neste capitulo uma revisdo sobre o uso
de probidticos naturais e nanomateriais, visando especificar suas vantagens e

metodologias de preparagao e caracterizagao.

PROBIOTICOS NATURAIS

Probidticos podem ser definidos como suplementos alimentares que contém
microrganismos vivos, ou componentes microbianos que, quando ingeridos em
determinado numero, apresentam efeito benéfico sobre a saude e bem-estar do
hospedeiro (Badaré et al., 2008).

Dentre esses beneficios incluem: atividade antimicrobiana; controle de micro-
organismos patogénicos (Lahtinen et al., 2012); hidrélise da lactose; modulagao da
constipacao; atividade antimutagénica e anticarcinogénica (Denipote et al, 2010;
KUMAR et al., 2011); reducdo do colesterol sanguineo, melhora do quadro de
pacientes com diabetes tipo 2 (resisténcia a insulina) e obesidade (Aronsson et al.,
2010; An et al., 2011; Naito et al., 2011); modulag&o do sistema imune; melhoria na
doenca inflamatéria do intestino; e supressao de Helicobacter pyloriinfection (Shah,
2000; Myllyluoma et al., 2005; Salminen et al., 2010). Alguns destes beneficios ja
sao bem estabelecidos, como a modulagao da constipacao e hidrélise da lactose,
enquanto outros beneficios tém mostrado resultados promissores em modelos
animais, necessitando ainda de mais estudos clinicos (Costa et al., 2013).

Os probidticos podem ser incorporados em uma grande variedade de
produtos alimenticios, principalmente em derivados lacteos, como leite, sorvete,
iogurte e queijo. Sua aplicagdo também tem crescido em outros tipos de alimentos,
como leite de soja, maionese, patés, carnes, comidas para bebés, confeitaria, doces,
bolos e gomas de mascar (Champagne et al., 2015; Garcia- Ceja et al., 2015;
Kingwatee et al., 2015 Shaikh, 2018).

A selecédo de bactérias probidticas tem como base os seguintes critérios: o

género, a origem (que deve ser humana), a estabilidade frente ao acido estomacal e
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aos sais biliares, a capacidade de aderir a mucosa intestinal, a capacidade de
colonizar, ao menos temporariamente, o trato gastrintestinal humano, a capacidade
de produzir compostos antimicrobianos e a atividade metabdlica no intestino
(Brizuela et al., 2001; Oliveira et al., 2002; Santos et al., 2003)

Para que o microrganismo seja capaz de promover os efeitos benéficos
citados € recomendada a ingestdo minima de 108-10° unidades formadoras de
coldénia (UFC) por dia (BRASIL, 2002). Além disso, a concentracdo minima de
bactérias vivas nao deve ser inferior a 107 UFC/g de alimento, ja que muitas células
morrem durante a passagem pelo trato gastrointestinal (TGI) (Fao/Who, 2002; Farias
et al., 2021).

Tipos de probiéticos

Os beneficios transmitidos a saude se dao por linhagens probidticas
especificas, e ndo por espécie ou género especificos. E ainda, que cada linhagem
esta relacionada com um determinado beneficio. Desta forma, nenhuma cepa ira
fornecer todos os beneficios propostos. Como por exemplo, o Lactobacillus casei
linhagem Shirota, no qual ha evidéncias que apoiam a visdo de que sua
administragao por via oral é capaz de auxiliar na digestao e absor¢céo dos nutrientes
e restabelecer o equilibrio normal da microbiota intestinal (Cats et al., 2003). Outros
fatores relevantes sao adigao de misturas de culturas probidticas, ao invés de cepas
individuais (Chapman; Gibson, 2011), e o numero de células viaveis destes micro-
organismos no produto comercializado.

Em um intestino adulto saudavel, a microflora predominante se compde de
microrganismos promotores da saude (Tab. 1), em sua maioria pertencente aos
géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (Souza et al., 2010). Segundo Holzapfel
Schillinger (2002), outras bactérias acido-laticas com propriedades probitticas s&o:
Ent. faecalis, Ent. faecium e Sporolactobacillus inulinus, enquanto o0s
microrganismos Bacillus cereus, Escherichia coli Nissle, Propionibacterium
freudenreichii e Saccharomyces cerevisiae tém sido citados como microrganimos
nao laticos associados a atividades probidticas principalmente para uso farmacéutico
ou em animais (Moraes; Colla, 2006; Shah, 2000; Costa et al., 2013).

Tabela 1. Principais microorganismos utilizados por suas propriedades probiéticas,

sob a forma de medicamentos ou adicionados a alimentos.
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Lactobacillus Bifidobacteria Outras bactérias Fungo

Lactobacillus acidophillus Bifidobacteirum Enterococcus Saccharomyces
sp bifidum faecium boulardii
L. acidophilus LA-1* B. lactis Bb-12 Enterococcus Saccharomyces
faecalis cerevisiae
L. casei sp.* B. breve Escherichia coli
Nissle 1917
L. rhamnosus GG* B. infantis Streptococcus

salivarius subsp.

Termophilus
L. reuteri* B. longum Sporolactobacillus
L. delbrueckii subs.* inulinus

bulgaricus

L. plantarum sp

L. plantarum 299V

L. fermentum KLD

L. johnsonii

*Cepas que tém sido utilizadas na prevengéo e tratamento das doengas alérgicas.

Alguns individuos podem vivenciar pouco dos efeitos colaterais relacionados
a ingestao dos probidticos devido a morte dos patégenos no ambiente intestinal,
visto que estes liberam produtos celulares toxicos, reagdo chamada de “die-off
reaction”. Nesses casos, deve-se persistir no uso dos probidticos para que haja
melhora dos sintomas. Percebe-se um aumento discreto na producdo de gases,
desconforto abdominal e até mesmo diarreia, que se resolve com o tempo (Raizel et
al., 2011).

Mecanismo de agao

Trés possiveis mecanismos de atuacao sao atribuidos aos probidticos, sendo
o primeiro deles a supressao do numero de células viaveis através da producéao de
compostos com atividade antimicrobiana, a competicdo por nutrientes e a
competicao por sitios de adesdo. O segundo desses mecanismos seria a alteragao
do metabolismo microbiano, através do aumento ou da diminui¢do da atividade
enzimatica. O terceiro seria o estimulo da imunidade do hospedeiro, através do
aumento dos niveis de anticorpos e 0 aumento da atividade dos macréfagos. O
espectro de atividade dos probidticos pode ser dividido em efeitos nutricionais,

fisiologicos e antimicrobianos (Varavallo et al., 2008; SBRT, 2014). A modulagéo
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direta do sistema imunolégico pode ser secundaria a indugdo de citocinas anti-

inflamatoérias ou pelo aumento da producgao de IgA secretora (Souza et al., 2010).

Apesar das evidéncias cientificas quanto aos mecanismos de acado dos

probioticos, ainda existe uma caréncia na literatura sobre as vias bioquimicas e

moleculares que expliqguem completamente estes efeitos, como por exemplo, o de

aumentarem a funcéo da barreira intestinal (Bermudez-Brito et al., 2012).

Tabela 2 - Mecanismos de agao imunolégicos associados aos probiéticos

Efeitos documentados em

humanos e/ou animais

Possivel mecanismo de

imunomodulagao

Efeitos locais

Barreira mucosa

Manutengéo e reparo na barreira

intestinal e juncdes intercelulares

Permeabilidade reduzida e
absorgdo sistémica diminuida de

alérgenos/antigenos

Enterécitos

Aumento da produgéo de TGF-

e prostaglandina E2 responsaveis

pela promogao de tolerancia das
células apresentadoras de

antigenos

Redugéao da inflamagéo local e

promogao de tolerancia

Receptores de

enterocitos (toll-like)

Efeitos anti-inflamatérios dos
probidticos mediados pelos

receptores toll-like 9

Inibicdo das respostas alérgicas,
tipo Th2: mecanismo ainda nao

esclarecido

Células
apresentadoras de
antigenos (células

dendriticas)

Aumento da atividade das células

dendriticas no intestino

Promogao efeito tolerogénico pelas

células dendriticas
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Células T auxiliares Aumento da resposta do tipo Th1 Inibicdo da diferenciagcéo da

(ou efetoras) resposta Th2
Células T regulatorias Produgao de II-10 e TGF- TGF-3 produzida localmente
associados com tolerancia oral. (inclusive pelos enterdcitos)
Aumento de TGF-3 (Th3) promove efeito tolerogénico pelas

células dendriticas, IgA local e

aumento da atividade das Treg

Células B e anticorpos  Colonizagao: aumento do tecido Promocao de ambiente

linfoide tolerogénico

Efeitos sistémicos

Células T Aumento da diferenciagdo Th1 Secundario aos efeitos das células

T no trato gastrintestinal

Células B/IGA Aumento da producgéo de IgA em  Secundario aos efeitos das células

outros tecidos (trato respiratéorio) B no trato gastrintestinal

*Adaptado de Souza e colaboradores (2010).

NANOMATERIAIS

A eficacia clinica da administracdo oral de bactérias probidticas ainda é
diminuida devido a perda de viabilidade durante a passagem gastrointestinal,
resultando em ma distribuicdo intestinal. A tecnologia de microencapsulagao
utilizando nanomateriais € uma estratégia de sucesso para resolver esse problema,
mantendo a viabilidade dos probidticos, melhorando assim sua eficacia apos a
administracao oral (Razavi et al., 2021). Nos ultimos anos, a produc¢ao de alimentos
probidticos e funcionais utilizando a nanotecnologia representa um dos principais
desafios atuais (Silva; Orlandelli, 2019).

A nanotecnologia envolve a caracterizagdo, fabricagdo e/ou manipulagao de
estruturas, dispositivos ou materiais que tenham pelo menos uma dimensao de
cerca de 1-100 nm de comprimento (Cambrussi et al., 2018; Ferreira; Alves; Santos,
2019) e tem-se emergido como uma das areas cientificas mais promissoras de
pesquisa, existindo atualmente inumeras empresas especializadas na fabricacédo de
novas formas de materiais (tamanho nanométrico) com aplicagdes esperadas na
terapéutica médica, diagnodsticos, producao de energia, computagdo molecular e
materiais estruturais (Bazana et al., 2015).

A nanotecnologia na area alimentos insere novas oportunidades para a
inovagdo na industria de alimentos com imensa velocidade. Assim, algumas das
aplicacbes resultam na presenca de nanoparticulas ou materiais nanoestruturados

no alimento. Essa inovagado pode ser aplicada nas caracteristicas de macroescala
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nos alimentos, tais como a textura, sabor, outros atributos sensoriais, intensidade de
coloracdo, processabilidade e a estabilidade durante a vida de prateleira, levando
assim a um grande numero de novos produtos. Além disso, a tecnologia de
nanoencapsulamento pode também melhorar a solubilidade em agua, a estabilidade
térmica e a biodisponibilidade oral de compostos bioativos (HUANG; YU; RU, 2010;
Mcclements et al., 2009; Silva et al., 2012; EZHILARASI et al., 2013).

Um dos maiores focos da nanotecnologia na industria alimenticia sdo os
sistemas de encapsulamento e liberacdo controlada de nutrientes. O uso de
nanomateriais tém mostrado propriedades aprimoradas para o encapsulamento de
probidticos. Devido as suas propriedades fisicas e quimicas unicas, os materiais
encapsulantes nanoestruturados demonstram grande promessa de protecdo de
microorganismos das condi¢des acidas do estbmago, o aumento da absorgéo e,
portanto, permitem a liberacdo bem-sucedida de células probidticas aprisionadas no
lumen intestinal com pH natural (Martins et al., 2015; Razavi et al., 2021).

Os nanomateriais mais basicos utilizados sdo as nanoparticulas. Estas podem
se apresentar em diferentes formas, como nanoparticulas esféricas (irés dimensdes
nanomeétricas); nanotubos e nanofibras (estruturas alongadas com duas dimensdes
em escala nanométrica) e nanoplacas (apresentam apenas a espessura
nanométrica). Diversos exemplos de nanoparticulas séo citados na literatura, como
as nanoargilas, as nanoparticulas de prata (Ag), as de diéxido de titdnio (TiO2) e as
de oxido de zinco (ZnO) (Azeredo, 2012; Mihindukulasuriya; Kim, 2014; Banjare,
2017).

Diferentes tipos de nanoformulagdes podem ser empregados, cuja
preparagdo exige uma formulagdo adequada e condi¢gdes de processamento
oportunas. Entre eles, as nanoparticulas poliméricas, nanocompositos,
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), os lipossomas e as nanoemulsbes sao
adequadas para aplicagbes em alimentos (Codevilla et al., 2015; Martins et al.,
2015).

TIPOS DE SISTEMAS PARA ENCAPSULAMENTO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Nanoparticulas (NPs) e materiais nanoestruturados (NSMs) representam uma
area ativa de pesquisa com aplicagdo em varios dominios. Eles sao sistemas
nanoescalares interessantes devido a facilidade com que podem ser produzidos de

diferentes maneiras. NPs e NSMs despertam interesse devido as suas
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caracteristicas fisico-quimicas ajustaveis, como ponto de fusdo, molhabilidade,
condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, absor¢cdo de luz e dispersao,
resultando em melhor desempenho em comparagdo com suas contrapartes de
massa (Jeevanandam et al., 2018). NPs e nanosistemas sao amplamente divididos
em varias categorias, dependendo de sua morfologia, tamanho e propriedades
quimicas (Khan; Saeed; Khan 2019). Atualmente, alguns dos sistemas de entrega
nanoestruturados mais estudados sao nanoemulsdes, nanolipossomas,
nanohidrogéis, nanoparticulas lipidicas e coacervados com aplicacdo em alimentos

(Figura 1).

Figura 1 - Tipos de nanoparticulas. Nanoparticulas inorgéanicas, nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanossomos, nanocristais ou pontos
quanticos, nanotubos de carbono e dendrimeros.
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Fonte: Figueira e Santos (2017).

Nanoparticulas poliméricas
As nanoparticulas poliméricas sao formadas por uma matriz polimérica
(nanosferas) ou um sistema de reservatério em que o conteudo principal é

hidrofébico ou oleoso cercado por uma parede polimérica (nanocapsula) (Barratt,
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2000). Estdo entre os sistemas de entrega de compostos bioativos mais aceitos e
aprovados pelo GRAS (Azevedo et al., 2018). Além disso, ganharam consideravel
atencao na nanomedicina devido ao potencial de modificacdo de superficie, controle
farmacocinético, adequacado para entrega direcionada de terapias (Faraji; Wipf,
2009), propriedades mecénicas (Doshi; Mitragotri,2009) e flexibilidade de design.
Mais especificamente, tamanho, morfologia de superficie, quimica e carga,
porosidade e difusividade do farmaco e eficiéncia de encapsulamento sao
propriedades que colocam as nanoparticulas poliméricas na vanguarda das
aplicagdes da nanomedicina (Kumari et al., 2010) e podem se comportar de forma
semelhante quando incorporadas em alimentos.

As propriedades quimicas e de biocompatibilidade das nanoparticulas
poliméricas tém sido extensivamente estudadas nos ultimos anos e permitem que
esses sistemas de entrega nanométricos formados por polimeros naturais ou
sintéticos sejam uteis na liberagdo controlada de compostos bioativos naturais,
hormbnios, genes e medicamentos anticancer com maior eficacia do que os
sistemas micrométricos, como as microparticulas (Lee; Yun; Park, 2016). Devido a
uma alta area de contato superficial ocorre uma intensa interagdo entre a matriz na
qual sao inseridas e as nanoparticulas (Assis et al., 2012).

Atualmente, os polimeros mais utilizados para a formacdo do sistema
nanométrico sdo o poli (acido lactico) (PLA), o poli (acido glicdlico) (PGA), o
poli(acido lactico-co-glicélico) - (PLGA) e a policaprolactona (PCL). As
nanoparticulas e microparticulas podem ser obtidas por meio de diferentes técnicas
que podem ser classificadas em quatro categorias. Categoria 1: método tradicional
baseado na formacdo de uma emulsdo composta por emulsdo simples, emulsao
dupla e emulsbes multiplas, seguida de evaporagdo do solvente. Categoria 2:
métodos baseados em nanoprecipitacdo, expansao rapida de fluido supercritico em
liguido, salga e dialise. Categoria 3: métodos de composicgao direta, como técnica de
fusdo, secagem por pulverizagdo, fluido supercritico. Categoria 4: novas
abordagens, incluindo técnicas microfluidicas e baseadas em molde/molde (Lee;
Yun; Park, 2016; Azevedo et al., 2018).

As principais substancias ativas utilizadas para encapsulamento pelos
métodos de obtencdo de nanoparticulas sdo substancias isoladas. Entretanto,
alguns autores, como Nascimento et al. (2016) e Azevedo et al. (2018),

desenvolveram nanoparticulas poliméricas de extrato de prépolis vermelha brasileira
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contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias nanoestruturadas para produtos

naturais.

Nanolipossomas

Os nanolipossomas sao definidos como vesiculas esféricas de bicamada
lipidica, assemelham-se a bicamada lipidica das membranas celulares e mantém
bandas nanométricas ou submicrométricas durante o armazenamento e aplicagcbes
(Santiago; Castro, 2016; Pathakoti; Manubolu; Hwang, 2017; Khorasani; Danaei;
Mozafari,2018). Sua estrutura de bicamada, formada por metade da bicamada
lipidica, contém uma cabega hidrofilica e uma cadeia acila lipofilica. Assim, sua
natureza anfipatica permite encapsular compostos hidrofilicos e hidrofébicos
individualmente ou simultaneamente devido as suas propriedades fisico-quimicas
bifuncionais e, consequentemente, apresenta interagdo com uma ampla gama e
variedade de moléculas (Zhang et al.,, 2012). Os nanossistemas sao estruturas
carreadoras de farmacos com potencial para aplicacdo na area médica e na
industria alimenticia. No entanto, apresentam baixa robustez quanto a estabilidade
fisica e térmica e as variagdes de pH, sendo considerados desafios significativos
para sua comercializacao pretendida (Milani et al., 2019).

O método mais comumente utilizado para a producéo de nanolipossomas € a
obtencdo de uma emulsdo dupla seguida de um processo de microfluidizagdo a
temperatura ambiente apds a remocdo prévia do solvente. E possivel produzir
nanolipossomas utilizando ingredientes naturais de baixo custo (por exemplo, soja,
gema de ovo, girassol, leite), otimizando o custo-efetividade do produto final
(Khorasani; Danaei; Mozafari,2018). A literatura relata varios ensaios clinicos
utilizando nanolipossomas, e estudos revelam que eles sao excelentes candidatos
para varios sistemas de distribuicdo, como medicamentos anticancer, antifungicos e
antibidticos, administracdo de medicamentos genéticos e administracdo de
anestésicos e anti-inflamatérios (Allen; Cullis, 2013). Da mesma forma, tera
aplicacado na area de alimentos, permitindo a incorporacgao e liberagao simultdnea de
dois ou mais compostos bioativos com solubilidades diferentes, como é o caso dos
lipossomas de cadeia média e vitamina C, potencializando a funcionalidade dos

alimentos (Santiago; Castro, 2016).

Nanoparticulas lipidicas sélidas
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As nanoparticulas lipidicas sdo semelhantes as nanoemulsdes em que a fase
oleosa foi total ou parcialmente solidificada (McClements, 2011). E um sistema
transportador coloidal que permite encapsular, proteger e distribuir componentes
lipofilicos funcionais, como lipidios bioativos e farmacos (Assis et al., 2012). O
tamanho e a estrutura das nanoparticulas lipidicas sado semelhantes as
nanoemulsées, com um tamanho que geralmente varia de 50 a 1000 nm. O nucleo
lipidico nas nanoemulsdes € liquido, mas o nucleo lipidico esta em estado sdlido
(Farhang, 2007).

As nanoparticulas lipidicas sélidas podem ser classificadas como
nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e transportadores lipidicos nanoestruturados
(NLCs). Em geral, técnicas de homogeneizagao de alta pressao fria ou quente e
emulsdes duplas estdo sendo mais usadas atualmente para produzir NLSs e NLCs
para encapsular éleos bioativos (Rodriguez et al., 2016). A composi¢cao dos NLCs é
geralmente lipidios como ftriglicerideos (tristearina), glicerideos parciais
(monoestearato de glicerila), acidos graxos (acido estearico), esterois (colesterol) e
ceras (palmitato de cetila) (Assis et al., 2012).

Existe uma grande dificuldade associada aos agentes bioativos lipofilicos em
matrizes alimentares na industria alimenticia, um dos principais problemas para os
fabricantes no desenvolvimento de alimentos nutracéuticos e funcionais (Weiss et
al., 2008). Assim, NLCs e NLCs visam auxiliar como um carreador de nanoparticulas
de compostos bioativos com carater lipofilico. NLCs sdo matrizes lipidicas
nanomeétricas entre 50 nm e 1 mm de didmetro, e esses sistemas nanoestruturados
sdo capazes de encapsular efetivamente moléculas ativas e sensiveis que devem
ser protegidas de diferentes condigdes ambientais, como luz, umidade e oxidagéo.
Além disso, a matriz sélida permite uma liberagao controlada e uma alta capacidade
de atingir o 6rgao alvo (Rodriguez et al., 2016). NLCs, cuja matriz consiste em uma
mistura de lipidios com diferentes propriedades fisico-quimicas em vez de apenas
um tipo de lipidio, foram inicialmente sintetizadas para evitar problemas de NLC com
carregamento. Podem formar misturas lipidicas fisicas através da mistura de lipidios
sélidos e liquidos (6leo), porém sem cristalizagdo, apresentando uma matriz mais
desestruturada (entrépica) que permite o controle da carga molecular (Rodriguez et
al., 2016; Santiago; Castro, 2012).

Nanohidrogéis
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Os nanohidrogéis sdo definidos como uma rede infinita de polimeros
tridimensionais hidrofilicos inchados pela agua sem perder sua estrutura porosa
interconectada, expandindo-se e desintegrando-se (Artiga-Artigas et al., 2019;
Fucifios et al., 2016; Ji et al., 2018). Para aplicacao em alimentos, eles devem ser
compostos de biopolimeros nao téxicos, biodegradaveis e biocompativeis para
fornecer compostos bioativos em / ou através da mucosa do trato gastrointestinal.
Os nanohidrogéis sao materiais macios amplamente utilizados pelas industrias
alimenticia e nutracéutica (Ji etal., 2018).

Geralmente, os hidrogéis sao formados por polimeros de reticulagdo quimica
ou fisica. Eles sdo basicamente formados por trés partes integrais: monémero,
iniciador e reticulador (Ahmed, 2015). Diferentes técnicas podem ser adaptadas para
obter os nanohidrogéis, como polimerizagdo em massa, solugdo e suspenséo,
levando em consideragdo que as impurezas, incluindo mondémero nao reagido,
iniciadores, reticuladores e produtos indesejados gerados, precisam ser removidos
apo6s sua preparagao (Artiga-Artigas et al., 2019).

Os nanohidrogéis formados por proteinas biopoliméricas ou polissacarideos
sao as melhores alternativas para aplicacdo em alimentos, pois podem oferecer
propriedades funcionais melhoradas em comparagdao as proteinas nativas. O
tamanho, estrutura, carga, permeabilidade, porosidade e estabilidade as condigbes
ambientais e de solugdo sdo caracteristicas essenciais e fundamentais para os
nanohidrogéis e dependem em geral das propriedades fisico-quimicas dos
biopolimeros escolhidos para obter o gel (Bourbon et al., 2015). O ajuste adequado
dessas variaveis permite que os compostos funcionais sejam carregados e entao
liberados da matriz polimérica (Cal; Khutoryanskiy, 2015). A escolha do tipo de
matriz polimérica deve ser adequada, considerando que os compostos hidrofilicos
podem ser liberados de uma matriz proteica por difusdo, enquanto os compostos
lipofilicos sao liberados principalmente pela degradacdo enzimatica da matriz
proteica no trato gastrointestinal (Wang et al., 2012; Artiga-Artigas et al., 2019;
Bourbon etal., 2015).

Nanoemulsao
A definicdo de nanoemulsao consiste em uma excelente dispersao composta
de uma fase oleosa (triglicerideos ou hidrocarbonetos) e uma fase aquosa (agua ou

agua com algum eletrdlito ou poliol), que se apresenta como gotas esféricas com
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didmetro menor que 100 nm (Assis et al.,, 2012). As goticulas de nanoemulséo
geralmente tém um nucleo de material lipofilico, que pode ser formado por um ou
mais componentes nao polares. O conteudo circundante do nucleo é formado pelo
material de polaridade oposta (Artiga-Artigas et al., 2019).

Existe uma grande variedade de métodos para fazer nanoemulsédo estavel. A
preparagao da nanoemulsao é dividida de acordo com o nivel de energia adotado no
sistema como o método de alta e baixa energia (Tadros et al., 2004). Os principais
métodos usados para obter uma nanoemulsao incluem homogeneizadores de alta
pressao e geradores de ultrassom representando o método de alta energia, incluindo
a microfluidizagdo (Kentish et al., 2008). Os métodos de emulsificacdo de baixa
energia sao econdmicos, nos quais nanoemulsdes com goticulas minusculas sao
preparadas usando baixas quantidades de energia, dos quais se destacam os
métodos de emulsificacdo espontdnea, técnica de fase reversa, método de
emulsificacdo de membrana e método de deslocamento de solvente (Borthakur et
al., 2016).

As nanoemulsdes oferecem uma ampla gama de aplicagdes devido a sua
flexibilidade de composi¢do em diversos campos, incluindo industrias de alimentos,
bebidas e farmacéuticas para armazenamento e entrega de produtos. Atualmente,
pode ser usada para encapsular componentes lipofilicos, como vitaminas,
substancias que conferem sabores, cores, conservantes, nutracéuticos e
medicamentos. Além disso, pode ser aplicada para conservar alimentos e
compostos bioativos, aumentando a biodisponibilidade e o prazo de validade. Outra
aplicacdo essencial voltada para a industria alimenticia € a possibilidade de
mascarar odores e sabores desagradaveis e proteger moléculas bioativas da
oxidacao e hidrolise pela agao do ar e da agua, respectivamente (Borthakur et al.,
2016).

CONCLUSAO

A nanotecnologia € uma potencial nova tecnologia em alimentos, sendo um
dos principais recursos para desenvolvimento e inovagao. A redugao do tamanho de
particula de compostos bioativos pode melhorar a biodisponibilidade, o controle de
liberagdo, o direcionamento da entrega e a solubilidade. A escolha da técnica de
preparacdo para os sistemas nanoestruturados depende das caracteristicas do

composto bioativo, como hidrofilico ou lipofilico, solubilidade, estabilidade e das
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propriedades desejadas para o produto, como tamanho de particula e
biodisponibilidade, entre outras. Assim, & possivel verificar algumas das técnicas de
nanoencapsulacido que podem ser utilizadas em compostos bioativos, e muitas

caracteristicas indesejaveis podem ser contornadas com a nanotecnologia.
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CAPITULO 3

Sinergismo de nanomateriais e produtos
naturais na revolucao da microencapsulacao
terapéutica
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SINERGISMO DE NANOMATERIAIS E PRODUTOS NATURAIS NA REVOLUGAO
DA MICROENCAPSULAGAO TERAPEUTICA

RESUMO

Este capitulo se aprofunda na sinergia transformadora entre nanomateriais e
produtos naturais na microencapsulacdo terapéutica. A convergéncia de
nanomateriais com os atributos terapéuticos inerentes de compostos naturais esta
remodelando a administragao terapéutica, permitindo protecéo, liberagao controlada
e entrega direcionada de agentes dentro do corpo humano. Esta abordagem
inovadora tem uma promessa significativa em diversas aplicagcbes médicas,
alavancando as vantagens exclusivas da nanotecnologia. Ela anuncia uma nova era
de terapias mais eficazes e personalizadas com impactos adversos minimos,
enfatizando o potencial de amplificar os efeitos positivos de produtos naturais na
saude. A precisdo e a eficiéncia inerentes aos nanomateriais oferecem uma
vantagem distinta, abrindo caminho para resultados terapéuticos aprimorados e uma
compreensdao mais profunda da interagdo intrincada entre nanotecnologia e

compostos naturais na busca de solucdes de saude ideais.

Palavras-chave: nanomateriais, microencapsulamento, sinergia, fabricagao,

aplicacgodes.

INTRODUGCAO

A nanotecnologia € um campo interdisciplinar que integra ciéncia e tecnologia
e tem grande potencial em diversas areas que podem melhorar a qualidade de vida
da sociedade. O setor da saude foi um dos mais beneficiados no desenvolvimento
de produtos nanotecnoldgicos. Ha estudos relacionados a produgao de sistemas

controlados de farmacos, diagndsticos, tratamentos in vivo, desenvolvimento de
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protetores solares e materiais que promovem a regeneragao tecidual (Castro et al.
2019; Szczyglewska et al. 2023).

A reducéo de materiais a nanoescala apresenta novas caracteristicas fisicas,
quimicas e biolégicas, significativamente alteradas devido ao seu tamanho (1-100
nm), levando a propriedades interessantes, como aumento da razao de volume da
superficie e aumento de sua reatividade (Selmani et al. 2022). Pesquisas prometem
maior precisdo na agao farmacoldgica de farmacos desenvolvidos com
nanoparticulas (NPs), que podem atravessar barreiras naturais, como a barreira
gastrointestinal, para medicamentos orais e a barreira hematoencefalica, para
medicamentos destinados ao Sistema Nervoso Central (Apolinario et al. 2020).

Nanoparticulas poliméricas, por exemplo, podem interagir com diversos
compostos bioativos hidrofilicos e/ou hidrofébicos e sdo consideradas
transportadores sustentaveis promissores. Além disso, quando comparados com
carreadores a base de lipidios e proteinas, os carreadores poliméricos sao
biocompativeis, biodegradaveis e nao téxicos (Assadpour e Jafari 2019; Malekjani et
al. 2022).

Medicamentos, sejam de origem sintética ou natural, que necessitem de
transporte, podem ser microencapsulados com NPs ou fixados em sua superficie e
aplicados para transferir substancias biologicamente ativas, medicamentos, produtos
naturais, entre outros (Malik et al. 2023). O processo de microencapsulagao, além de
proteger o principio ativo de reagbes oxidativas, oferece vantagens como a
capacidade de controlar a estabilidade e liberacdo do material ativo de forma
controlada, melhorar a solubilidade, a biodisponibilidade, além de poder aumentar a
eficacia terapéutica e reduzir os efeitos colaterais adversos (Duarte et al. 2022;
Pereira et al. 2018).

As técnicas de microencapsulagao utilizando nanomateriais abrem novas
oportunidades para produtos de origem natural. Dentre as alternativas que podem
ser utilizadas para preservar as caracteristicas do material vegetal, destacam-se o
encapsulamento em lipossomas, nanoemulsdes, uso de micro € nano particulas
poliméricas, nanocompdsitos, etc. Considerando o material encapsulante e o0 meio
em que ocorre a liberacdo, o bioativo pode ser liberado no local certo e na
concentragcdo desejada, além de prolongar a vida util do produto e preservar as
atividades bioldgicas (Onwulata 2013; Silva et al. 2014; Ganje et al. 2019).
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Com base no exposto, a revisdo pretende focar nos beneficios
proporcionados pela microencapsulagcao de nanomateriais e produtos naturais no

setor da saude, melhorando as estratégias de tratamento e a qualidade de vida.

NANOTECNOLOGIA, NANOMATERIAIS, NANOPARTICULAS

Com base no exposto, a revisdo pretende focar nos beneficios
proporcionados pela microencapsulagao de nanomateriais e produtos naturais no
setor da saude, melhorando as estratégias de tratamento e a qualidade de vida.

As nanoparticulas existem na natureza ha milhares de anos, no entanto, a
histéria da ciéncia por tras da nanotecnologia e dos nanomateriais € relativamente
curta. O conceito geral de nanoestruturas foi introduzido pela primeira vez em 1959
pelo fisico e ganhador do Prémio Nobel Richard Feynman, no qual a manipulagao de
objetos em dimensdes atdbmicas foi sugerida, e em 1974, Nario Taniguchi cunhou o
termo nanotecnologia para se referir a manipulacdo de particulas em escala de
magnitude 10-9 m (Apolinario et al. 2020; Bazana et al. 2015).

O campo da nanotecnologia € amplo e envolve a criagao e o uso de sistemas
fisicos, quimicos e biolégicos com caracteristicas estruturais entre atomos ou
moléculas individuais em dimensdes submicrométricas (Barhoum et al. 2022;
Nasrollahzadeh et al. 2019). Fisicamente, o tamanho é reduzido; quimicamente,
novas ligacoes e propriedades quimicas emergem; agdes bioldgicas sdo produzidas
em nanoescala, como a ligagdo e entrega de farmacos em locais especificos
(Assadpour e Jafari 2019). Por ser uma area multidisciplinar, vale destacar alguns
conceitos basicos relacionados a nanotecnologia para melhor compreensao
(Szczyglewska et al. 2023; Apolinario et al. 2020; Ahire et al. 2022; Jeevanandam et
al. 2018):

*Nanoescala: a faixa de tamanho do material com uma ou mais dimensdes entre 1 e
999 nm.

Nanomateriais: um material com uma ou mais dimensdes externas ou estruturas
internas que podem exibir novas propriedades em comparagao ao mesmo material a
granel. Eles existem em varias formas, como nanoparticulas, fios, tubos e fibras que
funcionam como adsorventes e catalisadores em varios processos.

*Nanoparticula: uma particula com pelo menos uma dimensdo em nanoescala que

tem propriedades que materiais a granel normalmente ndo tém. Eles podem ser
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divididos em nanocapsulas (consistindo de um revestimento polimérico disposto em
torno de um nucleo aquoso ou oleoso, com o composto sendo capaz de ser
dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede polimérica), nanoesferas (sao
formadas por uma matriz polimérica, onde o composto ativo pode ser retido ou
adsorvido na matriz polimérica), nanoparticulas lipidicas e como nanocarreadores
vesiculares (lipossomos e polimersomas).

*Nanocompésito: Material composto por duas ou mais substancias, das quais pelo
menos uma possui componentes em nanoescala, como nanoparticulas dispersas
em material solido, podendo ser classificadas em trés grupos: nanocompdsito de
matriz ceramica, nanocompdsito de matriz polimérica e nanocompdsito de matriz
metalica.

*Nanoestruturas: podem se referir ao arranjo de moléculas, como DNA e RNA, mas
também podem ser um termo geral quando nédo ha definicdo do tipo exato de
estrutura, como nanoestruturas formadas a partir da auto-organizagdo de
copolimeros em solugcdo aquosa, fendmeno que pode dar origem a vesiculas,
micelas ou tubulos.

*Nanocarreador: nanoestruturas utilizadas para encapsular e liberar farmacos,
como lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoemulsdes e similares.
*Nanomedicamentos: formulacao final a base de nanocarreadores, que podem ser
liofilizados, dispersos em gel ou mesmo aprovados na forma obtida para uso como
medicamento.

*Materiais nanoestruturados: materiais contendo nanoestrutura interna ou

superficial.

A maioria das nanoparticulas pode ser classificada em quatro categorias
baseadas em materiais: nanomateriais baseados em carbono (I), nanomateriais
baseados em inorganicos (ll), nanomateriais baseados em organicos (lll) e
nanomateriais baseados em compdsitos (IV) (Ahire et al. 2022; Jeevanandam et al.
2018).

(I) Nanomateriais a base de carbono: contém carbono em sua composi¢ao e sao
encontrados em morfologias como tubos ocos, elipsoides ou esferas. Fulerenos
(C60), nanotubos de carbono (CNTs), nanofibras de carbono, negro de fumo,

grafeno (Gr) e cebolas de carbono. Eles sdo caracterizados por grande area de
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superficie, boa biocompatibilidade, baixa toxicidade e baixos custos de fabricacéo
(Sajid et al. 2020; Khan et al. 2019; Dhakad et al. 2017). Todos os al6tropos de
carbono sdo mostrados na Figura 1.

Figura 1 - Nanomateriais a base de carbono.

Nanotubo de paredes
multiplas

Fulereno

Nanotubos
o-’%
o %% ey

Diamante

’W,’C\?H \I -
o_ oo AL
.’. " % s e W‘\:H Va‘

7 0
. * @ ! 0 | IIN,.»(
°s®, Ly o
Y e o
0% %e o % Ko-9 %»coo > il
e et e 8 % .
’ e o L OH
On
Grafite Ponto de carbono

Fonte: Autor, 2024.

() Nanomateriais a base de inorganicos: incluem nanoparticulas metalicas, como
o0 nome indica, consistindo apenas de precursores metalicos (Au, Ag, Fe, Zn, Pte
Cu) e 6xidos metalicos, que consistem em um precursor metalico combinado com
oxigénio (TiO2, SiO2, Al203 e ZnO). Eles podem controlar sua composigao, tamanho,
forma, montagem de estrutura e encapsulamento durante sua sintese, sendo
considerados nanoestruturas flexiveis, tendo alta resisténcia, sendo mais baratos e
tendo capacidade de reciclagem (Khan et al. 2019; Asha e Narain 2020; Shnoudeh
et al. 2019; Chavali e Nikolova 2019; Sharma et al. 2019).

(Il) Nanomateriais de base orgéanica: compostos por nanomateriais derivados de
matéria organica, exceto carbono e derivados de base inorganica, sdo compostos
por moléculas simples com interagées intermoleculares mais fracas (nao
covalentes), resultando em maior funcionalidade estrutural, reatividade e capacidade

de processo. Estas sado transformadas em estruturas desejadas, como dendrimeros,
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micelas e nanoparticulas poliméricas (Figura 2). As nanoparticulas poliméricas séo
geralmente feitas de polimeros naturais biodegradaveis e biocompativeis e sao
frequentemente usadas como carreadores de farmacos, nos quais podem ser

adsorvidas fisica ou quimicamente.

Figura 2 - Tipos de nanoparticulas poliméricas.
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Fonte: Autor, 2024.

(IV) Nanomateriais baseados em compdsitos: sdo nanoparticulas e nanomateriais
multifasicos com uma fase na dimensao nanoescala que podem se combinar com
outras nanoparticulas. Podem ser qualquer combinagdo de nanomateriais baseados
em carbono, metais ou orgadnicos com materiais a granel metalicos, ceramicos ou
poliméricos. Assim, cada nova combinagao resulta em um novo compdésito. Esses
materiais sdo amplamente utilizados em aplicagées biomédicas (Taylor-Pashow et
al. 2010) (os hidrogéis exibem propriedades bioativas adaptaveis na engenharia de
tecidos) (Barhoum et al. 2022; Walia et al. 2020), catalise (Diaz et al. 2013; Wang et
al. 2020) e imagens terapéuticas e diagndsticas (Vivero-Escoto et al. 2011; Bagheri
et al. 2018).

ENCAPSULAMENTO DE NANOMATERIAIS: NANOCARREADORES
Com o surgimento da nanotecnologia, um dos maiores focos da industria
farmacéutica sdao os sistemas de encapsulamento e liberagdo controlada de

farmacos. O desenvolvimento de técnicas envolvendo processamento e aplicacdes
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de estruturas nanométricas para o encapsulamento de compostos ativos mostra
grande promessa para melhorar a estabilidade desses compostos, aumentar o poder
de encapsulamento, controlar reagdes oxidativas, aumentar a eficacia terapéutica,
controlar a liberagdo em ambientes apropriados, reduzir a toxicidade do material
ativo, proteger compostos bioativos de valor nutricional e melhorar a
biodisponibilidade (Malekjani et al. 2022; Peters et al. 2021; Menezes et al. 2013).

Na técnica de encapsulamento, particulas, goticulas ou moléculas gasosas
(nucleo ou ingrediente ativo) sdo envolvidas por um revestimento ou material
encapsulante, cuja escolha correta influencia na eficiéncia do encapsulamento e na
estabilidade da nanoparticula (Silva et al. 2014; Ray et al. 2016). Em especial, para
substancias ativas derivadas de produtos naturais, técnicas de nanoencapsulacao
podem ser utilizadas para preservar a integridade quimica e farmacologica da
planta, garantindo a constancia de sua agao bioldgica e seguranga de uso, além de
potencializar seu potencial terapéutico, uma vez que compostos naturais sdo mais
suscetiveis a degradacao de seus constituintes, resultando na perda de atividade
farmacologica (Servat et al. 2010).

Nanocarreadores sdo nanoestruturas utilizadas para encapsulamento e
liberagdo de farmacos e compostos bioativos como lipossomas, nanoparticulas
lipidicas s6lidas e nanoemulsdes, entre outros, em que 0 nanomedicamento, obtido
por essa técnica, pode ser liofilizado, disperso em gel ou mesmo aprovado na forma
obtida para uso como medicamento, resultando em melhor desempenho terapéutico
do produto.

A tabela 1 resume os principais tipos de nanocarreadores mais utilizados
(Apolinario et al. 2020; Malekjani et al. 2022).

Tabela 1 - Resumo dos principais nanocarreadores utilizados pelas indulstrias
farmacéuticas.

Nanoestruturas Especificagoes Beneficios Desvantegens Referéncias

Lipossomas As vesiculas Tem a Rapida Rattanapak
esféricas de possibilidade depuragao et al. 2012;
bicamada lipidica de encapsular devido a Daraee et al.
mantém bandas agentes adsorgao de 2016;
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Micelas

poliméricas

nanométricas ou
submicrométricas
durante o]
armazenamento e
aplicagbes.  Suas
estruturas  podem
ser modificadas
com a adicdo de
diferentes
componentes:
transfersomes
(presenga de
surfactantes),
ethosomes (contém
20 a 45% de
etanol) e

transetosomes

(contém 20 a 45%

de etanol e
moléculas de
surfactantes)

Formada por uma
bicamada
polimérica, a partir
da auto-
organizagao de
copolimeros
anfifilicos que se
autoagregam em

ambientes

diagndsticos
ou
terapéuticos
hidrofilicos e
hidrofébicos,
interagindo
com uma
ampla gama e
variedade de
moléculas e
proporcionand
o maior
transporte de
farmacos,
além de
proteger  os
agentes
encapsulados
de processos

metabdlicos.

Matriz
adequada
para
encapsular
polissacarideo

S.

proteina, bem
como fragilidade
osmética. Além
disso, sao
menos
extensivamente
capturados
pelas células do
sistema
reticuloendotelia

| e tém uma

tendéncia

reduzida de
liberar o]
farmaco a

medida que ele

circula.

Elas tém
algumas
limitacdes,
como o tempo
de producéo
dessas
vesiculas, que
pode levar até

um més.

Khorasani et
al. 2018;
Pathakoti et
al. 2017,
Santiago et

al. 2016

Apolinario et
al. 2017; Wu
et al. 2022;
Malekhossei
ni et al. 2020;
Lu et al.

2018
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Micro

nanoemulsoes

aquosos,

resultando em
diferentes
nanoestruturas.
Micelas que
possuem um

nicleo hidrofébico

com uma casca

hidrofilica,
tornando-se um
carreador de

substancias
hidrofébicas,
enquanto  micelas
gque possuem um

revestimento

hidrofilico
encapsulam e
estabilizam o]

nidcleo hidrofébico
da cadeia (em

solugbes aquosas).

Séo sistemas
liquidos que podem
se organizar em
sistemas de fases
oleosas (ou
organicas)

dispersas em uma

fase aquosa (ou

Microemulsde
s sao
termodinamica

mente

estaveis.

Nanoemulsde

Nanoemulsdes
nao sdo
termodinamicam
ente estaveis e,
portanto, podem
sofrer

separagdo de

fases ao longo

Janik et al.
2023;
Carvalho et
al. 2017;
Nastiti et al.

2017;

Delmas et al.

2011

46



Nanocapsulas

Nanoesferas

polar), na presenga
de tensoativos. Sao
genericamente

chamadas de

emulsdes Oleo-em-

agua (o/a) ou o
oposto, agua-em-
6leo (a/o).

Nanocapsulas séao

estruturas que
envolvem o]
revestimento da
substancia ativa
(ndcleo) com um
material carreador
(material de
parede,

revestimento, fase
externa ou
membrana) e
podem ser
definidas como

sistemas nucleo-
casca. Sistemas de
reservatorio sdo

considerados.

Nanoesferas sao
estruturas  solidas

formadas por uma

s geralmente
tém boa
estabilidade

cinética.

Maior
estabilidade,
tamanho de
particula
reduzido e
distribuicao de
particulas

mais estreita.

Util para
encapsular
drogas

hidrofébicas
ou ativas,
como filtros de

protecgéao solar.

Eles podem
levar a
liberagao

do tempo.

Eles

podem

ficar retidos na

pele e

nao

atingir o alvo de

liberagao

medicamento.

Nao
encontrado

literatura.

do

foi

na

Letchford et
al. 2007;
Mora-
Huertas et al.

2010

Letchford et
al. 2007;

Mora-
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Nanoparticulas

metalicas

densa rede de
polimeros (matriz)
na qual a
substancia pode
ser retida ou
adsorvida.

Sistemas de matriz

sdo considerados.

Sao produzidos a
partir de diferentes
materiais metalicos.
Por exemplo,
nanoparticulas de
prata séo
amplamente
utilizadas como
agentes
antimicrobianos,

nanoparticulas de

6xido de ferro sao

aplicadas para
bioimagem,
biossensores e

terapia fototérmica,
e nanoparticulas de
6xido de titanio e
6xido de zinco sao
comumente

usadas

utilizadas.

em produtos como

retardada de
medicamentos
presos dentro
da malha

polimérica.

Eles tém
excelentes
propriedades:
maior
solubilidade e
biodisponibilid
ade, melhor
estabilidade e
melhor
atividade
farmacologica,
como superar
barreiras

bioldgicas.

Toxicidade

limitada.

Huertas et al.

2010

Verma et al.

2019;
Wierzbinski

et al. 2018;
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formulagdes
contendo protetor

solar.

Como pode ser observado, existem diversos nanocarreadores descritos na
literatura, sendo importante entender como eles podem atuar, levando a uma maior
eficacia terapéutica e seguranga, uma vez que, dependendo da finalidade
determinada, algumas nanoestruturas sao mais vantajosas em relagdo a outras
(Apolinario et al. 2020).

APLICAGOES DE NANOMATERIAIS NA AREA FARMACEUTICA

Nos ultimos 10 anos, os nanomateriais vém se expandindo e crescendo
rapidamente na area da nanotecnologia, especialmente na area da saude humana.
A sintese desses materiais nanoestruturados tem atraido enorme interesse devido
as suas propriedades unicas, tornando esses materiais excelentes e indispensaveis
em muitas areas da atividade humana (Szczyglewska et al. 2023).

Com o avango da nanotecnologia, a qualidade de vida humana tem
melhorado a cada dia, com métodos mais avancados de diagndstico, tratamento de
doengas, triagem, sequenciamento, prevencao e agdes proativas voltadas a saude
(Assadpour et al. 2019; Vogel et al. 2022). Essa tecnologia ja estad sendo aplicada
em estudos com antimicrobianos (antibacterianos e antivirais), por exemplo,
nanomateriais de prata estdo sendo usados para curar queimaduras devido a facil
penetracdo dos nanomateriais no nivel celular (Gibney et al. 2021; Comini et al.
2012). Nanotubos de carbono modificados com polietilenoglicol também sao
nanocarreadores eficientes de moléculas bioativas na administracdo de
medicamentos especificos para o tratamento de doengas infecciosas (Bottini et al.
2011; Sundar et al. 2012).

Alguns nanosensores agem de forma semelhante aos fagécitos para eliminar
patdbgenos toxicos da corrente sanguinea sem causar choque séptico,

especialmente devido a inalagdo de medicamentos e substancias proibidas. Eles
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também sao usados para especificacbes de dose e para neutralizar casos de
overdose (Erkoc et al. 2021; Comini et al. 2012; Jahangirian et al. 2017).

Outra aplicagdo importante da nanotecnologia é na area de oncologia. Ja
existem estudos disponiveis de farmacos conjugados com nanoparticulas para
aumentar a especificidade do farmaco e o direcionamento ao 6rgéo (Aslan et al.
2013; Mazayen et al. 2022; Misra et al. 2010). Também existem estudos que visam
reduzir o impacto dos farmacos quimioterapicos, aumentando sua eficiéncia no
direcionamento do tumor e melhorando suas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas (Nikalje et al. 2015). A aplicagdo de nanocompdsitos como
lipossomas, nanoesferas de albumina, micelas e nanoparticulas de ouro pode
melhorar a permeacdo e retencdo de farmacos anticancer, utilizando-os como
estratégias eficazes de tratamento contra o cancer (Zarogoulidis et al. 2012). Uma
eficacia terapéutica melhorada foi observada no tratamento da tuberculose por
quimioterapia. Os farmacos rifampicina, isoniazida e pirazinamida foram co-
incorporados em nanoparticulas de PLG, o que levou a mudangas no
comportamento de liberagdo do farmaco apés administragao oral. As concentragdes
terapéuticas desses farmacos no tecido foram mantidas por 10 dias, mas os
farmacos livres duraram apenas 1 dia no plasma apds a inje¢ao (Gelperina et al.
2005; Pandey et al. 2003).

A doxorrubicina € um medicamento para tratar uma variedade de tipos de
cancer, no entanto, € uma substancia muito toxica que afeta ndo apenas o tecido
tumoral, mas também o coracéo e os rins. O desenvolvimento da doxorrubicina em
lipossomas reduziu o transporte de doxorrubicina para o coragdo e Os rins,
melhorando sua eficiéncia terapéutica (Safra et al. 2000).

Na area da nefrologia, as nanoparticulas sdo usadas para tratar disturbios
renais. Triblock, sintetizado usando polimeros anfifilicos, foi usado para fazer
nanoparticulas de Rhein (derivado de antraquinona) que € usado no tratamento de
nefropatia diabética, teve um efeito terapéutico melhorado demonstrando uma
melhor distribuicdo nos rins, bem como um melhor efeito terapéutico (Chen et al.
2018; Brede et al. 2013).

O uso da nanotecnologia também é eficaz para encapsular compostos
naturais bioativos. Um estudo realizado por Liu et al. (2018) propbés o
desenvolvimento de uma nanoparticula de lipoproteina com um compartimento

aquoso interno para transportar nutracéuticos hidrofilicos. Este sistema de entrega
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mostrou encapsulamento eficiente de vitamina B12 e um comportamento de
liberagao controlada em meios gastrointestinais simulados. As avaliagdes in vitro e in
vivo obtiveram resultados positivos, que demonstraram boa eficiéncia terapéuticae o
estudo de toxicidade em ratos por 14 dias nao mostrou evidéncias toxicas, o que
implica a seguranga das nanoparticulas desenvolvidas em uso a longo prazo.

Existem varios relatos do desenvolvimento de nutracéuticos usando
curcumina e outros compostos naturais para melhorar o desempenho fisico (Tirla et
al. 2022). Existem estudos que avaliaram o co-encapsulamento de curcumina e
resveratrol em nanoparticulas lipidicas (Nasr et al. 2016), proteinas (Liu et al. 2018)
e polissacarideos (Guo et al. 2019); outro estudo descobriu que a curcumina e a
vitamina D poderiam ser encapsuladas com sucesso em lipossomas (Chaves et al.
2018); curcumina e peptideos de clara de ovo foram co-encapsulados em particulas
biopoliméricas de quitosana e caseina para permitir a administragdo simultanea (Du
et al. 2019); os antioxidantes naturais antocianinas e curcumina foram
coencapsulados em micelas de caseina por meio de interacbes eletrostaticas e
hidrofébicas, verificando que o coencapsulamento aumentou a estabilidade quimica
e a biodisponibilidade in vitro de nutracéuticos (Jiang et al. 2018).

A coenzima Q10 e a piperina foram encapsuladas em nanoparticulas
biopoliméricas com um nucleo de zeina hidrofobica e uma casca de carragenina
hidrofilica, demonstrando melhor estabilidade quimica dos dois componentes
bioativos (Chen et al. 2020). De acordo com outro estudo, demonstrou-se que um
antioxidante carotenoide (astaxantina) coencapsulado com outros antioxidantes
naturais (tocotriendis, capsaicina e resveratrol) pode melhorar a atividade
antioxidante sinergicamente (Fukuta et al. 2020).

A vitamina C é uma substdncia com poder antioxidante com
biodisponibilidade limitada (Fenech et al. 2019). Existem estudos de
nanoencapsulacgéo desta vitamina em formulagdes lipossomais (Figura 3) como uma
alternativa potencial a administracdo oral tradicional para aumentar a
biodisponibilidade da vitamina C e aumentar seus efeitos terapéuticos. Hickey et al.
(2008) e Lukawski et al. (2020) conduziram estudos para comparar a
farmacocinética de diferentes doses de vitamina C lipossomal com a vitamina C oral
padrdao (5 g). De acordo com o estudo, a vitamina C lipossomal gerou niveis
sanguineos mais altos do que a vitamina C oral padrdo, mas nao tao altos quanto

aqueles induzidos pela administracéo intravenosa.
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Figura 3 - Encapsulamento de vitamina C por lipossomas.

Nanoencapsulado de
Lipossoma Vitamina C

Fonte: Autor, 2024.

Estudos realizados por Lin et al. (2016), mostraram melhora na estabilidade
fisico-quimica e biodisponibilidade in vitro da vitamina D3 em nanocomplexos de
vitamina D3 baseados em hidrolisado de proteina de milho. Com este método de
nanocomplexagao foi possivel reduzir as perdas de vitamina D durante o processo, 0
que implica que a proteina do milho poderia ser usada como uma barreira protetora
para transportar suplementos nutricionais hidrofébicos.

O nutracéutico benzilisotiocianato encapsulado em nanoemulsao tipo O/A,
estavel a base de a-tocoferol estabilizado com um surfactante ndo téxico e
biodegradavel, apresentou melhor atividade antioxidante do que em nanoemulsdes
puras e encapsulado em curcumina, entretanto, as curcuminas presas na
nanoemulsdo foram efetivamente protegidas da luz UV, reduzindo a degradagéao
oxidativa (Kaur et al. 2017).

Microparticulas de etilcelulose com hidroxitirosol encapsulado, constituinte do
azeite de oliva com propriedades antioxidantes, demonstraram a eficacia de sua
gastrorresisténcia e capacidade antioxidante com preservagcdo de mais de 50%,
indicando possiveis aplicacdes desta formulagdo em alimentos, medicamentos e
nutracéuticos (Paulo e Santos 2018). A microencapsulagdo de riboflavina, uma
vitamina soluvel em agua que atua como cofator em varios processos de oxidagao-
reducdo no sistema celular, com biopolimero de galactomanana resultou em sua
liberacdo mais lenta em meios acidos e basicos em comparagdo com meios sem
vitaminas (De Farias et al. 2018).

A investigagdo do encapsulamento e preservacdo da quercetina com

ciclodextrinas (CDs), lipossomas convencionais compostos de trés tipos diferentes

52



de fosfolipidios e drugin-CDs-in-lipossomas mostrou que a aplicagéao de lipossomas
resultou em melhor protecdo da quercetina contra a irradiagcdo UV, e sua
fotoestabilidade foi adicionalmente melhorada quando encapsulada em drug-in-CD-
in-lipossomas (complexo de inclusao sulfobutiléter B-CD/Q em lipossomas) (Azzi et
al. 2018).

As nanoparticulas metalicas também tém varias vantagens na terapia
humana. As nanoparticulas de ouro tém propriedades de superficie controlaveis
devido ao seu tamanho e tém varios estudos com potenciais aplicacdes nas areas
de biossensores, terapia de hipertermia, medicamentos antibacterianos, engenharia
genética e plataformas de entrega para produtos terapéuticos (Carnovale et al. 2016;
Khan etal. 2014).

As nanoparticulas de Cu mostraram potencial atividade antibacteriana contra
células de Escherichia coli (Harikumar et al. 2016) e toxicidade para células epiteliais
basais alveolares adenocarcindmicas humanas (Vijay et al. 2014).

A sintese de nanoparticulas de TiO2 revelou potencial poder larvicida e
adulticida contra Bovicola ovis (piolho de ovelha) e Hippobosca maculata (mosca
hematdéfaga), apresentando propriedades antioxidantes e antibacterianas das
nanoparticulas de TiO2 contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Proteus mirabilis, Aeromonas hydrophila, E. coli e outros patégenos (Kundu et al.
2002).

Estudos com nanocompdsitos de ZnO e AgO dopados com Ag foram
avaliados no tratamento de Leishmania braziliensis (Barbosa et al. 2022). Os autores
produzem trés formulagdes com diferentes porcentagens de nanocristais de 6xido de
prata (AgO) (x = 49%, 65% e 68%) e descobriram que 65% e 68% de AgO inibem a
replicacdo extra e intracelular desse patdogeno, apresentando alta taxa de
seletividade. Os nanocompdsitos Ag-ZnO/65% AgO modulam a ativagédo, a
expressdo do receptor de superficie e a produgdo de citocinas por células
mononucleares do sangue periférico humano em direcdo a um fendtipo pré-
inflamatoério. Essas descobertas apontam para novos nanocompositos Ag-ZnO/AgO

COmo uma opgao promissora para o tratamento de L. braziliensis.

TECNICAS DE MICROENCAPSULACAO DE NANOMATERIAIS
Para aumentar o tempo de vida util desses nanomateriais, as técnicas de

microencapsulagao surgem como uma possibilidade para essa incorporagao,

53



oferecendo diversas vantagens como facilitar o manuseio, aumentar a estabilidade
fisica, quimica e bioldgica, proteger contra reagdes oxidativas, melhorar a
solubilidade, possibilitar o controle da degradagao das nanoparticulas poliméricas e
consequentemente a liberagdo controlada dos compostos ativos, proporcionando
melhor eficacia terapéutica (Karlsen 2020).

A microencapsulacdo de compostos ativos pode ser realizada por diferentes
técnicas: secagem por pulverizagédo, liofilizagdo, emulsificacdo, extrusao,
coacervagao, lipossomas, fluidizagdo, complexos de inclusdo, cocristalizagao,
polimerizacao interfacial, gelificagao ibnica, entre outras (Rajabi et al. 2019; Das et
al. 2019). A técnica de gelificagcédo ibnica € um método fisico-quimico que produz
esferas ou capsulas, caracterizadas pela formacgao de estruturas gelatinosas. Essas
estruturas sao geralmente esféricas e nanométricas em tamanho, e sdo o resultado
da interacao entre as cargas opostas de um polimero e os contra-ions presentes no
agente de reticulacao (Valle et al. 2021).

Devido a sua natureza nao toxica e a auséncia de solventes organicos, essa
técnica € uma opg¢ao de baixo custo em comparagdo com outras técnicas
disponiveis. Além disso, sua simplicidade e independéncia de temperaturas
elevadas ou condi¢cbes extremas de pH a tornam altamente versatil em varias
aplicacées. No entanto, é importante controlar os parametros de concentragao do
polimero, a velocidade de agitacdo e a concentragdo do agente de reticulagéo para
garantir um encapsulamento eficiente, uma vez que a gelificagdo ibnica depende da
interacao eletrostatica entre o polimero e o agente de reticulagdo (Takihara et al.
2019; Castlo et al. 2020).

Além disso, um dos principais fatores que influenciarao a estabilidade dos
compostos encapsulados € a natureza do material de encapsulamento. Varios
polimeros podem ser utilizados no processo de microencapsulacao, dentre eles, os
polimeros naturais sdo atrativos devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade
e nao toxicidade (Castlo et al. 2020).

Um polimero muito utilizado para a produ¢éo de microcapsulas é o alginato
de sédio (Figura 4). Este polissacarideo pode ser derivado de algas marrons, e além
das vantagens apresentadas acima, o alginato possui alta bioadesividade, alta
capacidade de absorcdo de agua e baixo custo. Uma das -caracteristicas
responsaveis por sua versatilidade € a capacidade de formar estruturas fortemente
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reticuladas na presenca de ions divalentes, como o calcio, o que contribui para a

obtencéao de sistemas de liberagao controlada (Martins et al. 2017).

Figura 4 - Estrutura quimica do alginato de sédio.
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Fonte: Autor, 2024.

A reticulacdo de capsulas ou particulas € baseada na capacidade de varios
hidrocoloides (como quitosana, alginato, pectinas, gomas, etc.) de gelificarem em
meio aquoso na presenca de contra-ions (Ca?*). Essa reticulagédo ocorre devido a
interacao de ions com os grupos ativos dos polissacarideos, resultando na formagéao
de géis insoluveis. Essas estruturas sélidas ou semissolidas geralmente adotam um
formato esférico, no qual, na presenga de um ingrediente ativo, ele pode ser retido
dentro da esfera ou adsorvido na superficie (Castlo et al. 2020).

Para melhorar a eficiéncia e eficacia desse método de encapsulamento,
nanoparticulas podem ser adicionadas ao processo, gerando nanocompositos
(Figura 5), que auxiliam no transporte de farmacos e moléculas bioativas. O
sinergismo das nanoparticulas com os sistemas encapsulantes permite otimizar a
liberacdo do farmaco, a biodisponibilidade e reduz a degradacgao, especialmente de
compostos derivados de produtos naturais (Martins et al. 2017).

Figura 5 - Esquema de preparacgao de nanoparticulas via gelificagao idnica externa.
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Além disso, o encapsulamento por gelificagdo iénica pode ser realizado de
duas maneiras: interna e externa. Na gelificacdo ibnica interna, os ions responsaveis
pela formacdo do gel estdo presentes dentro das particulas, como micelas ou
particulas coloidais. Quando as cargas de ions opostos estdo proximas o suficiente,
elas se atraem e formam ligagdes ibnicas, o que resulta na formagédo do gel. Na
gelificagdo i6nica externa, os ions responsaveis pela formagao do gel séo
adicionados externamente a solugdo. A medida que as cargas de ions opostos se
aproximam, elas se atraem e formam ligagdes idnicas, o que resulta na formagao do
gel (Hoang et al. 2022; Kurozawa et al. 2017).

Estudos Du et al. 2009 de sinteses de nanoparticulas de quitosana (CS-NPS)
carregadas com varios metais (Ag, Cu, Zn, Mn e Fe), usando o método de
gelificacdo ibnica, observou que no teste de atividade antimicrobiana os
nanocompositos puderam inibir Escherichia coli, Salmonella choleraesuis e
Staphylococcus aureus em baixas concentragoes, de 3—85 ug/mL, entre elas, a
concentragao inibitéria minima de Ag e Cu carregados com CS-NPs de 3-9 e 9-21
Mg/mL, respectivamente, com exceg¢ao dos nanocompédsitos com Fe que nao
apresentaram atividade. Além disso, outro estudo (Lima et al. 2017) mostrou que Ag
carregado com nanoparticulas de quitosana pdde inibir S. aureus, E. coli e Klebsiella
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pneumoniae com concentracdes minimas de 1,69, 1,69 e 3,38 uyg Ag/mL,
respectivamente.

Wathoni e colaboradores (Wathoni et al. 2021) avaliaram uma formulacao de
nanoparticulas poliméricas aM baseadas em biopolimero de quitosana e
encapsuladas usando carragenina kappa (aM-Ch/Cr) como um novo carreador para
terapia de cancer de mama pelo método de gelificagao idbnica. Estudos de liberagao
in vitro confirmaram que as nanoparticulas aM-Ch/Cr tinham um perfil de sistema de
liberagcdo sustentada. Curiosamente, a formulacdo de nanoparticulas poliméricas
aumentou significativamente (p < 0,05) a citotoxicidade de aM contra células MCF-7
com um valor de IC50 de 4,7 ug/mL em comparagdo com a ndo nanoparticula com
um IC50 de 8,2 ug/mL. ml. Esses resultados indicam que as nanoparticulas aM-
Ch/Cr em conjunto com a técnica de gelificagdo ibnica tém o potencial de melhorar
as propriedades fisico-quimicas e os efeitos de citotoxicidade dos compostos aM
como agentes terapéuticos para cancer de mama.

Hesami et al. (2022) sintetizaram e caracterizaram CS-NPS carregados com
Oleo essencial de raiz de celandina (GCREOQ)e 6leo essencial de folha de celandina
(GCLEOQ), obtidos pelo método de gelificagdo ibnica, como um agente anticancer
para atuar de forma biocompativel e sustentavel no corpo visando a linhagem celular
MCF-7. De acordo com os resultados do MTT, os NPs sintetizados mostraram um
efeito dependente da dose nalinhagem celular MCF-7. Os valores de concentragao
inibitoria (IC 50) para amostras de GCREO, GCLEO, CSNRs-GCREO e CNPs-
GCLEO foram 126,44, 90,2, 77,6 e 41,5 ug/mL, respectivamente. A maior taxa de
apoptose foi obtida no grupo CNPs-GCLEO (63,73%), revelando que a
citotoxicidade de CSNRs-GCREO e CNPs-GCLEO contra a linhagem celular MCF-7
foi significativamente maior do que a de sua forma livre, implicando que o
encapsulamento de GCREO e GCLEO em CNPs por gelificagdo ibnica € uma
técnica eficiente para melhorar sua atividade anticancer.

Yan et al. (2020) produziram nanoparticulas de quitosana puerarina oral (Pur-
CS/TPP-NPs) pelo método de gelificagdo ibnica, avaliando sua cinética. Os
resultados farmacocinéticos e o estudo do modelo de perfusao intestinal de
passagem unica in situ mostram que a biodisponibilidade e a absor¢gdo de Pur-
CS/TPP-NPs foram significativamente maiores do que a Puerarina. Mostrando que
0s nanocompositos preparados podem melhorar significativamente a

biodisponibilidade da Puerarina.
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Estudos realizados pelo grupo (Rodrigues et al. 2022) produziram diversas
formulacdes de propolis vermelha microencapsulada com nanoparticulas de ZnO e
Ag-ZnO/AgO utilizando o método de gelificagéo ibnica, utilizando alginato de sédio
como agente encapsulante. Os achados deste estudo mostraram que a
incorporagdo de nanoparticulas na formulacdo melhorou a eficiéncia de
encapsulamento da prépolis vermelha, aumentando a quantidade de compostos
fendlicos e, consequentemente, melhorando a atividade antioxidante dessas
microencapsulagoes.

A combinacido de alginato e produtos naturais € amplamente estudada na
literatura. No entanto, ha caréncia de estudos que abordem a microencapsulagao de
produtos naturais com alginato associado a nanoparticulas utilizando a técnica de
gelificacdo ibnica. Desta forma, novos insights podem surgir, valorizando as

caracteristicas fisico-quimicas e suas aplicacdes na area da saude.

CONCLUSAO

Neste artigo de revisao, buscamos apresentar questdes basicas relacionadas
ao campo da nanotecnologia e suas inovagdes tecnoldgicas para o setor da saude.
Entre elas estd o processo de microencapsulagdo de nanomateriais pelo qual
particulas de substancias ativas sao incorporadas em sistemas em escala
nanomeétrica e encapsuladas por hidrocoloides.

O potencial desta técnica e, consequentemente, a extensdo da linha de
produtos nanoencapsulados que podem ser produzidos é inegavel, apresentando
vantagens na eficacia farmacoldgica, como aumento da especificidade, reducao de
efeitos adversos atribuidos ao nanomedicamento e melhor biodisponibilidade, ao
permitir a passagem por barreiras bioldgicas como a cutanea, hematoencefalica e
intestinal, bem como sua localizagdo em tecidos tumorais e sitios inflamatérios. Para
tanto, € necessario escolher corretamente os materiais de preparacdo desses
sistemas nanoestruturados, o composto ativo e as propriedades desejadas para
obter um produto final de qualidade.
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CAPITULO 4

Desenvolvimento e Avaliacao de Capsulas
Carregadas com Extrato de Préopolis Vermelha
e Nanoparticulas Metalicas pelo Método de
Gelificacao Ionica

DESENVOLVIMENTO E AVALIAGAO DE CAPSULAS CARREGADAS COM
EXTRATO DE PROPOLIS VERMELHA E NANOPARTICULAS METALICAS PELO
METODO DE GELIFICACAO IONICA

RESUMO

O extrato de prépolis vermelha (EPV) é amplamente reconhecido por seu potencial
terapéutico em humanos devido a sua alta atividade antioxidante. No entanto,
fatores externos como luz, umidade e temperatura podem comprometer a eficacia do

EPV, tornando necessarias inovagdes tecnoldgicas para melhorar sua estabilidade.
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Uma das abordagens inovadoras € o encapsulamento por gelificagdo ibnica, um
método econdmico e facilmente reproduzivel. Neste estudo, um método de
gelificacdo id6nica foi usado para desenvolver microcapsulas contendo EPV,
juntamente com nanoparticulas de ZnO e ZnOAg. Seis formulagcbes foram
preparadas e entdo sua eficacia e atividade antioxidante foram avaliadas. As
microcapsulas foram posteriormente caracterizadas usando microscopia eletrénica
de varredura, analise térmica e espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR). Formula¢des contendo EPV e
EPV com nanoparticulas de ZnO apresentaram os melhores resultados. A presenca
de nanoparticulas levou a um aumento na concentracdo de prépolis nas
formulacgdes, conforme evidenciado pela eficiéncia de encapsulamento variando de
92% a 95%. Notavelmente, a técnica de encapsulamento garantiu a preservagao
das caracteristicas quimicas do composto, conforme revelado pela analise FTIR-
ATR, bem como boa estabilidade térmica. No geral, a técnica de encapsulamento de
gelificagao ibnica provou ser eficaz e eficiente, encapsulando com sucesso propolis
vermelha e nanoparticulas, mantendo suas propriedades. Esta abordagem
inovadora tem potencial significativo para aumentar a estabilidade e eficacia

terapéutica de formulagcbes baseadas em EPV.

Palavras-chave: alginato de sddio, ZnO, encapsulamento, nanoparticulas, capsulas

gelatinosas, ZnOAg, flavonoides.

INTRODUGCAO

O extrato de préopolis vermelha (EPV) atraiu atengédo global nas industrias
farmacéutica e cosmética. Derivado dos complexos processos naturais de coleta e
biotransformacgdo por varias espécies de abelhas, a propolis vermelha (PV) é
conhecido por suas diversas atividades bioldgicas, que estdo inerentemente ligadas
a sua composicao quimica, incluindo notavelmente isoflavonoides, acidos fendlicos,
gutiferonas e terpenos (Duarte et al., 2018; Silva et al., 2020). Apesar de suas
propriedades benéficas, o EPV vendido como um extrato alcodlico, muitas vezes
possui atributos sensoriais solidos, como um aroma potente e sabor amargo,
tornando-o menos palatavel para alguns consumidores e inadequado para mulheres
gravidas ou amamentando, criangas e individuos com dependéncia de alcool.

Consequentemente, sua aplicacdo na industria alimenticia permanece limitada.
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As técnicas de encapsulamento surgiram como uma solugdo altamente
eficiente para mitigar esses desafios (Csernatoni et al., 2018). Essas técnicas,
caracterizadas por seu baixo custo, simplicidade, reprodutibilidade e adaptabilidade
para producdo em larga escala, oferecem protegdo e transporte eficiente de
substancias bioativas, ao mesmo tempo em que garantem estabilidade sob varias
condi¢des ambientais (Melo & Constante, 2021).

Numerosos procedimentos de encapsulamento, incluindo secagem por
pulverizacao, revestimento por pulverizagao, liofilizacdo, emulsificagdo, extrusao e
gelificagao ibnica, sao alternativas viaveis, cada uma com diferentes consideragdes
de custo-beneficio (Amin et al., 2016). Além disso, o desenvolvimento de sistemas
encapsulados exige atencao a aspectos fundamentais, como a natureza intrinseca e
a estabilidade do composto a ser encapsulado, as propriedades do polimero
encapsulante e os requisitos especificos do produto desejado, promovendo inovagao
continua e avanco tecnolégico (Vaniski et al., 2017).

O alginato de sédio (NaAlg), caracterizado por notavel biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxicidade, surge como um material de
revestimento adequado para processos de encapsulamento (Frent et al., 2022).
Amplamente utilizado em formulagdées farmacéuticas, o NaAlg é fundamental no
desenvolvimento de géis para fornecer biomoléculas cruciais como medicamentos,
peptideos e proteinas, ocupando assim uma posicdo de destaque em pesquisa e
desenvolvimento (Flores-Hernandez et al., 2021).

Nas ultimas duas décadas, a industria farmacéutica tem integrado cada vez
mais nanoparticulas (NPs) em formulacdes para melhorar os aspectos qualitativos e
funcionais do produto final. As dimensdes em nanoescala oferecem propriedades
inovadoras, facilitando o transporte, a cinética, a biodistribuigcdo e a liberacado de
medicamentos em comparagdo com as formas convencionais (Duarte et al., 2022).

Nanoparticulas metalicas em formulagdes farmacéuticas, notadamente NPs
de 6xido de zinco (ZnO), exibem propriedades biolégicas aprimoradas, incluindo
atividades antioxidantes, antitumorais, bactericidas e leishmanicidas, com varias
aplicagdes no setor da saude (Sousa et al., 2014; Reis et al., 2015; Souza et al.,
2020; Silva et al., 2021; Martins et al., 2021; Valle et al., 2021; Carmo Neto et al.,
2022). Aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como um material
biocompativel e seguro em baixas concentragbes, o ZnO encontra utilidade na

industria alimenticia como aditivo alimentar e em embalagens para inibir a
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proliferacéo de biofilmes (Sousa et al., 2014; Morais et al., 2017; Mahamuni-Badiger
et al., 2020; Garcia et al., 2021).

As nanoparticulas de prata (AgNPs) também s&o promissoras em diversos
dominios cientificos e tecnolégicos. Elas apresentam propriedades favoraveis, como
moldabilidade, maleabilidade, alta poténcia antioxidante, eficacia antimicrobiana e
baixa toxicidade humana (Carmo Neto et al., 2022). Estudos recentes de Fonseca et
al. (2019), Barbosa et al. (2022) e Moura et al. (2022) destacaram as excelentes
propriedades bactericidas, leishmanicidas, antioxidantes e de biocompatibilidade das
nanoparticulas hibridas Ag-ZnO/AgO. Com base nessa base, o presente estudo
investiga as propriedades fisico-quimicas, térmicas, vibracionais e de estabilidade de
capsulas de EPV associadas a NPs de ZnO-AgO obtidas por meio de gelificacédo
ibnica, revelando a preservagdo das caracteristicas fisico-quimicas desses

compostos.

METODOLOGIAS

As metodologias foram patenteadas de acordo com os numeros de processo BR 10
2022 010600 2 e BR 10 2024 005829 1.
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Preparo das formulagoes

As capsulas gelatinosas foram produzidas por meio de experimentos
delineados em um plano projetado para desenvolver seis formulagbes, cada uma
contendo concentragdes variaveis de alginato de sodio, EPV, ZnO-NPs, ZnOAg-NPs
e CaClz (Tabela 1).

As capsulas esféricas foram preparadas usando o método de gelificacao
ibnica descrito por Suda et al. (2013), no qual o alginato de sddio foi dissolvido em
agua destilada. A preparagao do extrato de propolis vermelha (EPV) envolveu a
técnica de maceracao a frio, na qual a propolis fresca foi macerada em etanol. Os
procedimentos detalhados sao patenteados sob o numero BR1020220106002.

A sintese de nanoparticulas de ZnO e ZnOAg seguiu uma metodologia
patenteada documentada sob o numero BR10201800771, conforme descrito nos
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trabalhos de Barbosa et al. (2022) e Carmo Neto et al. (2022). A solucdo de
reticulacdo foi preparada dissolvendo cloreto de calcio em agua destilada nas
concentragbes especificadas na tabela. Entdo, a mistura foi gradualmente

adicionada ao meio de reticulagdo usando uma seringa.

Tabela 1 - Formulagées de capsulas selecionadas.

. % Alginato de %Zn0O-  %ZnOAg-
Formulagoes %EPV %CacCl2
soédio NPs NPs
F1 2 - - - 3
F2 2 - 04 - 3
F3 2 - - 04 3
F4 2 6.5 - - 3
F5 2 6.5 04 - 3
F6 2 6.5 - 04 3

F1= alginato, F2= alginato+ZnO-NPs, F3= alginato+ZnOAg-NPs, F4= alginato+EPV, F5= alginato+EPV+ZnO-
NPs e F6= alginato+EPV+ZnOAg-NPs.

As capsulas se formam em contato imediato com o meio de reticulagao
(patenteado) e sdo entdo coletadas por filtragcdo, armazenadas em recipientes
herméticos e refrigeradas para avaliagdo subsequente (Figura 1). Todos os
experimentos foram conduzidos em triplicata a temperatura ambiente, e os dados

sa0 expressos como meédia £ desvio padrao.

Figura 1 - Processo de encapsulagao por gelificagao idnica.
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Fonte: Autor, 2024.

Eficiéncia de encapsulagao
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A eficiéncia de encapsulamento foi avaliada em ftriplicata com base no
conteudo de flavonoides nas formulagdes F4, F5 e F6. Para esta analise, uma
capsula de cada formulagao foi macerada e dissolvida em 1 mL de etanol, depois
filtrada através de uma seringa equipada com um filtro de 0,45 um (ABLUO
SUPREME) para minimizar a interferéncia do polimero. A analise utilizou o método
colorimétrico de cloreto de aluminio (AICI3) (Woisky; Salatino, 1998).

O conteudo total de flavonoides das capsulas foi determinado a partir de uma
curva de calibragdo (4,0-14 pg/mL) preparada com quercetina (mg mL-1). As
seguintes equacdes foram usadas para calcular a porcentagem total de flavonoides
nas amostras analisadas: C = (Abs — A)B e % = (C/M) x 100. Onde: %

porcentagem de quercetina; C = concentracdo de quercetina em pg/mL; Abs

absorbancia da amostra; M = Massa da amostra em pg/mL; A = coeficiente linear da

equacao da reta; B = coeficiente angular da equacgao da reta.

Atividade antioxidante
A capacidade antioxidante foi avaliada em todas as formula¢des usando os
métodos DPPH, ORAC e FRAP (Justino et al., 2018) com modificagdes. Uma

capsula foi diluida em metanol para cada formulagao e analisada em triplicata.

Ensaio DPPH

As formulagdes diluidas em metanol foram incubadas com DPPH (0,06 mmol
L=", metanol) no escuro a 30°C por 20 min. A redug&o na absorbancia da mistura foi
medida a 517 nm (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA), com acido ascorbico e
quercetina usados como resultados de controle positivo. A atividade de eliminagao
do radical DPPH foi calculada usando a seguinte formula: Atividade antioxidante (%)
= [(DPPH Abs — amostra Abs)/DPPH Abs] x 100, onde Abs DPPH representa a
absorcao do radical DPPH e Abs amostra denota a absorbancia do radical DPPH na
presenca de propolis/nanocompadsitos/controle.

Ensaio ORAC

Todos os reagentes foram preparados em tampao fosfato 75 mmol L-' a pH
7,4 para este procedimento. As formulagdes foram diluidas em metanol e entao
incubadas com 0,085 nmol L-' de fluoresceina a temperatura ambiente por 15 min.

Posteriormente, a mistura foi suplementada com APPH (153 mmol L-') para iniciar a
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reacgao. A intensidade da fluorescéncia (485 nm/528 nm) foi medida a 37°C por 90
min usando um espectrofotdmetro Perkin-Elmer LS 55 (Massachusetts, EUA). A
diminuigcéo da intensidade da fluorescéncia foi determinada pelo calculo da area sob
a curva. A capacidade antioxidante foi avaliada usando uma curva analitica
construida com trolox como padrdo (umol TE g='), enquanto o acido ascorbico e a
quercetina serviram como controles positivos.

Ensaio FRAP

As formulacdes, previamente diluidas em metanol, foram incubadas a 37°C
por 6 min com reagente FRAP consistindo de tamp&o acetato de sédio (300 mmol
L™, pH 3,6), 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (10 mmol L") e cloreto férrico (20 mmol L)
em uma propor¢cao de 10:1:1. A absorbancia foi medida a 593 nm usando um
espectrofotometro Molecular Devices (Menlo Park, CA, EUA), e a atividade
antioxidante foi determinada usando uma curva analitica construida com trolox como
padrao (umol TE/g). Acido ascérbico e quercetina foram empregados como controles

positivos.

Teste de dissolucgao e liberagao de flavonoides de capsulas

Estudos de dissolugcdo foram conduzidos para determinar o mecanismo de
liberagdo (liberagdo imediata, controlada, modificada ou gastrorresistente) de
flavonoides presentes em capsulas carregadas com extrato de propolis vermelha
(EPV). Com base nos resultados de eficiéncia de encapsulamento, capsulas das
formulacbes F4, F5 e F6 foram adicionadas ao meio em uma concentragcéo
equivalente a 50 pg/mL de extrato (10, 8 e 6 capsulas, respectivamente).

Os testes de dissolugao foram realizados usando equipamento Agilent,
modelo 708-DS (Santa Clara, CA, EUA). A dissolucao foi avaliada em dois meios de
dissolugado diferentes: um meio tamp&o acido e outro basico, baseado na
Farmacopeia dos EUA com modificagées (USP, 2013). As amostras foram coletadas
em tempos pré-determinados, e os perfis de liberagcdo foram determinados por
espectrofotometria UV-Vis a 280 nm usando um padrao analitico de naringenina
para quantificar a liberagdo de flavonoides. O experimento foi conduzido em

triplicado.

Morfologia (MEV)
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A caracterizagdo morfolégica das capsulas foi realizada usando um
Microscépio Eletrdnico de Varredura (MEV) (Tescan Vega3). Uma capsula de cada
formulacédo foi fixada em uma fita adesiva metalica de carbono dupla face e
revestida com uma fina camada de ouro usando um metalizador (QUORUM Q150R

ES) para facilitar a analise.

Analise Termogravimétrica (TGA)

As propriedades térmicas das formulagdes foram determinadas por analise
termogravimétrica (TGA) usando o equipamento Shimadzu TGA-50®. As amostras
foram analisadas em um cadinho de platina sob uma atmosfera de nitrogénio com
uma vazdo de 50 mL min-!, temperaturas variando de 25 a 600 °C e taxas de
aquecimento de 10 °C min -1.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier de reflexdo
total atenuada (FTIR-ATR)

As capsulas foram secas, trituradas e maceradas para obter p6 finamente
dividido para analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier de reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) usando um espectrometro Cary 660
(Agilent, Califérnia) acoplado a um acessorio de refletancia total atenuada (ATR). Os
espectros foram registrados para identificar grupos funcionais quimicos presentes

nas formulacgdes.

Analise estatistica
Todas as analises foram conduzidas em triplicado com o software estatistico
R (v. 4.2.0; R Core Team 2022) e os dados foram apresentados como média *

desvio padrdao. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Eficiéncia de encapsulagao
A Tabela 2 apresenta os teores totais de flavonoides e a eficiéncia de
encapsulamento quantificados nas formulagdes F4, F5 e F6 contendo extrato de
prépolis vermelha. Os respectivos valores foram determinados como 86,8, 110,6 e
159,5 mg EQ.g"'. Curiosamente, o teor total de flavonoides aumenta com os metais
na formulacdo. Essa observacdo ocorre devido a adsorgdo do extrato de prépolis
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vermelha na superficie das nanoparticulas por meio da quimissorgao (Henrich, 1985;
Sanchez-Sanchez et al., 2024).

Tabela 2 - Conteudo total de flavonoides nas formulagdes seguido de sua eficiéncia
de encapsulamento.

Flavonoides Eficiéncia de

Amostra totais* encapsulacio (%) Desvio Padrao
F4 86.8 +2.23 92.51 0,012
F5 110.6 £ 0.92 94.12 0,006
F6 159.5 +0.70 95.92 0,007

*Média £ CV = Coeficiente de variagdo

1-mg EQ.g"' Expresso como equivalente de quercetina por g de propolis vermelha.

Atividade antioxidante

A Tabela 3 apresenta os resultados da determinacdo da capacidade
antioxidante das capsulas obtidas. Os resultados mostram um aumento significativo
na atividade antioxidante via atividade de eliminagao de radicais livres (DPPH?)
observada nas formulagdes F4 e F5 em comparacéo as formulagdes F1, F2 e F3.
Esse aumento pode ser atribuido aos compostos fendlicos no extrato de prépolis
vermelha, particularmente a concentracdo elevada de flavonoides avaliada

anteriormente.

Tabela 3 - Comparagao da atividade antioxidante das formulagoes pelos métodos
DPPH, ORAC e FRAP.

Amostra DPPH % inibicao ORAC (pmol FRAP (umol
(1 mg/mL de amostra)* trolox eq/g)* trolox eq/g)*

F1 6.9+6.92 228.3+1.02 002

F2 12.917.82 456.4+28.9° 002

F3 23.3+5.22 0+0¢ 002
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F4 61.313.4° 800.0+11.2¢ 0+02

F5 66.6+3.8° 1872.0+£35.1¢ 9.2+1.62

F6 5.6+5.62 1673+49.0 13.1£4 .4

Legenda: *Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) pelo Teste de
Tukey. F1= Alginato; F2= Alginato+ZnO-NPs; F3= Alginato+ZnOAg-NPs; F4= Alginato+EPV; F5=
Alginato+EPV+ZnO-NPs; F6= Alginato+EPV+ZnOAg-NPs.

Comparando F4 com F5, a ultima formulagdo experimentou um ligeiro
aumento devido a adsorcdo de propolis vermelha em nanoparticulas de ZnO,
conforme observado na eficiéncia de encapsulamento. No entanto, a formulagao F6,
incorporando prépolis vermelha e NPs de ZnOAg, exibiu menor atividade de
eliminagao de radicais do que todas as outras formulagdes. Essa diferenca pode ser
atribuida a interagdes intermoleculares que estabelecem um sistema estavel entre o
meio dispersivo, nanoparticulas e moléculas organicas no EPV, dificultando assim
sua atividade antioxidante. Esse obstaculo provavelmente decorre do mecanismo
que envolve a transferéncia de hidrogénio e/ou doagao de elétrons para estabilizar o
radical DPPH.

A avaliacdo da capacidade oxidativa usando o método ORAC revelou
atividade antioxidante em todas as formulacdes, exceto para F3. E plausivel que o
nanocomposito Ag-ZnO/AgO em F3 nao exibisse a capacidade de absorver radicais
oxigenados usando esse método. Por outro lado, a formulagdo F6 demonstrou
atividade antioxidante notavel na presenca de extrato de prépolis vermelha. As
formulacdes F4 e F5 também apresentaram boa capacidade de absor¢ao de radicais
de oxigénio. No entanto, F5 apresentou o resultado mais favoravel para atividade
antioxidante com o método ORAC, indicando que as nanoparticulas de ZnO podem
atuar sinergicamente e servir como agentes adjuvantes na formulagdo, com
capacidade de controlar a geracdo de radicais peroxil. Adicionalmente, por meio
deste método, observou-se que a esfera com alginato de sédio (F1) apresentou
capacidade oxidativa limitada, que aumentou progressivamente com a adicdo de
nanoparticulas de ZnO (F2) e extrato de propolis vermelha (F4). Finalmente, no
método de reducao do poder antioxidante férrico (FRAP), apenas as amostras F5 e
F6 apresentaram atividade crescente entre si, o que pode estar relacionado ao
aumento do teor de flavonoides presentes.

Ao comparar os resultados obtidos por meio de varios métodos, fica evidente
que cada método de analise tem suas peculiaridades, incluindo diferentes tipos de
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radicais e locais de acgado. Isso torna improvavel que um unico método possa
representar de forma abrangente e precisa a verdadeira atividade antioxidante de
uma substancia. Consequentemente, as propriedades antioxidantes das
formulagcbes que contém propolis vermelha podem advir do seu potencial de

transferéncia de hidrogénio e n&o da sua capacidade de transferéncia de elétrons.

Morfologia

As fotomicrografias obtidas por meio de microscopio eletrénico de varredura
(MEV) revelaram diferentes caracteristicas estruturais das capsulas e suas
superficies (Figura 2). Estas exibiram preservagdo com possivel porosidade e sem

evidéncias de rachaduras.

Figura 2 - Imagens MEV das amostras A (alginato), B (alginato+ZnO), C
(alginato+ZnOAg), D (alginato+EPV), E (alginato+EPV+ZnO) e F
(alginato+EPV+ZnOAg).
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Fonte: Autor, 2024.

As formulagdes F1 (A), F2 (B), F3 (C) e F4 (D) apresentaram superficies
irregulares, alta rugosidade e aparéncia de particulas vazias, resultantes do
processo de secagem, pois as particulas perdem agua, enfraquecendo a estrutura
do gel da matriz, fazendo com que as capsulas encolham e colapsem em suas
superficies. Ao comparar as formulagdes F1 (A) com F4 (D) quanto ao formato das
capsulas, fica evidente que o extrato de propolis vermelha atuou como material de
preenchimento, mantendo um contorno ligeiramente mais esférico. Quanto a
superficie, foi observavel acumulo de particulas de EPV em F4, diferentemente de
F1, que apresentou superficie mais lisa.

Por outro lado, nas fotomicrografias das formulagcées F5 (E) e F6 (F), foi
observada resisténcia das capsulas ao processo de secagem, mantendo formatos
proximos a particulas esféricas, superficie granular mais uniforme e sem trincas.
Este fendmeno pode ser explicado pelo aumento da concentragdo do extrato de

prépolis vermelha na presenca de nanoparticulas metalicas, que preencheram as
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capsulas, gerando superficies densas e reduzindo o aparecimento de particulas
vazias, fendbmeno nao observado nas capsulas F2 e F3, respectivamente,

corroborando o teste de eficiéncia de encapsulamento.

Analise termogravimétrica (TGA)

A Figura 3 mostra os termogramas das microcapsulas. Dois eventos térmicos
sao discerniveis na curva termogravimétrica do extrato de propolis vermelha (EPV).

O primeiro evento (126,09 °C) pode ser atribuido a monoterpenos,
sesquiterpenos, acidos, ésteres, alcoois, fendis, aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos
com até 10 carbonos. Estes abrangem os compostos volateis da prépolis,
responsaveis por seu aroma, e a umidade e volatilizagado do etanol residual durante
a preparacgao do extrato, resultando em uma perda de massa de 13,32%.

O segundo evento térmico (354,17 °C) corresponde a condensagao de grupos
-OH, indicativo do processo de fusdo de compostos orgénicos de baixo peso
molecular, como flavonoides, isoflavonoides e outros compostos fendlicos,
resultando em uma perda de massa de aproximadamente 60%.

Figura 3 - Termogramas das microcapsulas. F1 (alginato), F2 (alginato+ZnO), F3
(alginato+ZnOAg), F4 (alginato+EPV), F5 (alginato+tEPV+ZnO) e F6
(alginato+EPV+ZnOAg).
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Fonte: Autor, 2024.

As curvas termogravimétricas das formulagdées também exibem dois eventos
térmicos. O primeiro evento térmico (Tendset: 99,38/107,07/96,41°C) esta associado
a perda de agua nas formulagdes, resultando em perdas de massa de 86,29%,
90,38% e 90,74% para as formulacdes F1, F2 e F3, respectivamente. No segundo
evento dessas formulagdes (Tendset: 338,29/335,55/340,0°C) com uma temperatura
final em torno de +399°C, as perdas de massa sdo atribuidas a degradacao do
alginato, resultando em perdas de massa de 3,31% (F1), 2,40% (F2) e 3,03% (F3).

Consequentemente, nas formulagdes F4, F5 e F6, o primeiro evento térmico
(Tendset: 90,88/88,47/85,39°C) também esta relacionado a umidade, com perdas de
massa correspondentes a 78,84%, 69,16% e 65,28%, respectivamente. Por fim, o
segundo evento dessas formulagdes (Tendset: 345,20/334,59/352,65°C) apresenta
perdas de massa de 12,25%, 16,93% e 21,55%, respectivamente, associadas a
degradagdo do NaAlg por meio de reacbdes de transesterificacdo intra e
intermolecular e cisbes de cadeias poliméricas, bem como reacdes de condensacgao

de hidroxilas referentes a volateis, acidos e flavonoides presentes na prépolis.

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier de reflexao
total atenuada (FTIR-ATR)
O espectro de propolis vermelha (PV) mostra bandas de absorgao

caracteristicas dos compostos quimicos presentes (Figura 4), refletindo sua
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composigdo quimica distinta. Varias bandas de absorgdo correspondentes a
diferentes ligagdes quimicas sao evidentes.

A banda larga em torno de 3370-3330 cm-' é caracteristica da ligagdo O-H,
grupos hidroxilados e O-H de alcoois, compostos fendlicos e acidos carboxilicos no
extrato. As bandas em 2954 e 2851 cm-' surgem de vibragdes de ligagbes C-H
esticando CHs e CHz, seguidas por vibragdes de dobramento em 1454 e 1372 cm-.
Uma banda proeminente em torno de 1619 cm-' corresponde ao alongamento da
ligacdo de cetonas aromaticas C=, caracteristica de compostos como flavonoides.
Alongamentos simétricos na faixa de 1462-1445 cm™' compreendem a absorgéo de
dobramento de CHa.

Uma série de bandas menores com absorgdes em 1714-1668 cm™, presenca
de outros compostos carbonilicos, como acidos carboxilicos, ésteres e amidas,
embora em baixas concentracdes. Absor¢cdes de intensidade consideravel em 1597,
1505 e 1462 cm' sugerem fortemente a presenca de ligagdes C=C de compostos
aromaticos, incluindo alcenos.

Bandas dentro da faixa de 1287 a 1029 cm' significam a presencga de
vibragdes de ligagdo C-O. Uma banda de baixa intensidade em torno de 728 cm-!
surge de compostos com porgdes de hidrocarbonetos em suas estruturas
moleculares, como acidos graxos.

Além disso, absor¢cdes mais fracas sdo observadas devido ao extrato de
propolis, natureza complexa, e estdo associadas a varias ligagdes quimicas. A
prépolis vermelha € uma matriz complexa, e compostos em concentragdes mais
baixas podem resultar em picos espectrais sobrepostos, obscurecendo alguns sinais
no espectro. Apesar disso, a técnica se mostra altamente eficaz na caracterizagao
dos materiais em estudo, oferecendo notavel resolugdo na determinagao de seus
perfis espectrais, representando assim um avango significativo na analise e
identificacdo de componentes em matrizes complexas.

Em relacdo as capsulas F1, F2 e F3, nas quais o alginato € o componente
primario, seus espectros FTIR parecem mais diretos, exibindo menos sinais, mas
mantendo o mesmo perfil espectral em todas as amostras. A ampla banda O-H
caracteristica da cadeia de hidroxilas de alginato é evidente nessas capsulas, com
uma intensidade notavelmente maior observada para F2 e F3. Essa disparidade
pode surgir de variagdes nos niveis de umidade entre elas. Além disso, a absorgao

em 1594 cm' surge do alongamento assimétrico do grupo carboxilato de alginato
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(COO-) ligagdo C=0, seguido pelo aparecimento de seu sinal de alongamento
simétrico em 1407 cm™'. Notavelmente, devido ao efeito de ressonéancia da fragao
carboxilato mais pronunciado, sua absorcdo ocorre em numeros de onda mais
baixos do que os acidos carboxilicos correspondentes (forma protonada). Outras
bandas se relacionam predominantemente com as vibragdes da ligagdo C-O dentro
dos segmentos éter, alcool e carboxilato da estrutura do alginato.

Nos espectros de todas as capsulas, bandas caracteristicas de alginato sao
discerniveis, confirmando sua presenga como material de revestimento. Em
capsulas que incorporam extrato de propolis vermelha, absor¢des originadas de
seus constituintes se sobrepdem aos sinais de alginato. Uma comparagéo entre os
espectros das capsulas F1, F2 e F3 com suas contrapartes contendo propolis
vermelha (F4, F5 e F6) revela diferencas distintas em seus perfis espectrais. Os
espectros obtidos das trés formulagdes desprovidas de prépolis vermelha (F1, F2 e
F3) exibem picos idénticos atribuidos aos grupos quimicos inerentes a estrutura do

alginato; alguns se manifestam nos espectros F4, F5 e F6.

Figura 4 - Espectros de FTIR de F1 (alginato), F2 (alginato+ZnO), F3 (alginato+ZnOAg),
préopolis vermelha (RP) F4 (alginato+EPV), F5 (alginato+EPV+ZnO) e F6
(alginato+EPV+ZnOAg).
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Fonte: Autor, 2024.

Ao comparar os perfis espectrais de F1 com F4, é evidente que os sinais
primarios originarios do alginato estdo presentes em ambos os espectros. Além
disso, em F4 os sinais de propolis vermelha sdo aparentes, confirmando sua
presenca dentro dessas capsulas. Uma tendéncia semelhante é observada ao
comparar os espectros F2 com F5 e F3 com F6. Os sinais de carbonila de alginato
estdo presentes em todas as quatro formulagbes, enquanto as bandas

caracteristicas da prépolis vermelha emergem em F5 e F6, exibindo um perfil
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espectral semelhante ao F4. Essas absorgdes, originarias da prépolis vermelha em
F4, F5 e F6, abrangem vibragdes CH2 e CH3, alongamento C=0 e C=C e vibragbes
associadas a ligagdo C-O, entre outras. Este resultado ressalta a incorporagado bem-
sucedida da propolis vermelha nas capsulas F4, F5 e F6, preservando suas
propriedades moleculares, mantendo assim as caracteristicas fisico-quimicas da
préopolis.

Teste de dissolugao
A Figura 5 exibe os perfis de liberagao total de flavonoides em relagao a
naringenina versus seus respectivos tempos, visando verificar o perfil de dissolugao

das capsulas sob investigacao.

Figura 5 - Perfis de dissolugao de capsulas em diferentes dissolu¢gées simulando TGI.

Dados para cada ponto representam o ensaio triplicado.
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Fonte: Autor, 2024.

As capsulas exibiram um perfil de liberagdo semelhante em todos os meios de
dissolugdo durante a hora inicial do estudo, indicando baixa cinética de solubilizagao
e um padrao de liberagado consistente ao longo de 60 minutos, indicativo de um

comportamento de liberagdo controlada. Notavelmente, a formulagédo F6 exibiu um
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perfil de liberacédo reduzido em comparagao com F4 e F5, provavelmente atribuivel a
interacao entre flavonoides e ZnOAg-NPs.

Apés as duas horas iniciais de observagao, houve uma escalada notavel no
perfil de solubilizagdo da formulagao devido a transicao do meio e ao subsequente
aumento do pH. O pH alcalino facilitou a solubilizagdo da esfera, aumentando a
solubilizacao do flavonoide em comparacédo ao meio acido. No ambiente alcalino, as
formulagdes F4 e F5 exibiram liberagao de flavonoide aprimorada, com a liberagao
maxima observada em 240 minutos. O comportamento de liberagcdo de F4 e F5 foi
notavelmente semelhante, sem variagao significativa na quantidade ou taxa de
liberagdo. Isso sugere que EPV (F4) exibiu comportamento de liberacdo comparavel
quando capsulas dentro de nanoparticulas de ZnO (ZnO-NPs) na esfera (F5).

Além disso, houve uma tendéncia geral de aumento da taxa de liberagao de
naringenina na sequéncia F6-F4-F5. O exame visual corroborou essas descobertas,
pois todas as capsulas perderam sua forma esférica ao final dos 240 minutos. Esses
resultados ressaltam o papel do CaCl2 como um agente de reticulagéo, permitindo
que as capsulas obtidas possuam uma propriedade de degradagdao moderada e,
portanto, facilitando a liberagao sustentada de flavonoides.

DISCUSSAO

Demonstramos com sucesso a fabricagdo de capsulas contendo extrato de
propolis vermelha e nanoparticulas de ZnO incorporadas em uma matriz de alginato
reticulada por ions de calcio. As formulacbes contendo nanoparticulas de ZnO
apresentaram resultados fisico-quimicos superiores, apresentando aspectos
satisfatérios quanto a qualidade e quantidade dos compostos fendlicos. Este fato
observado é devido ao processo de quimissorgao da propolis vermelha na superficie
das nanoparticulas. Esta observacdo esta alinhada com estudos conduzidos por
Sanchez-Sanchez et al. (2024), onde conduziram uma analise tedrica da interagao
de CO, CO2 e NH3 com ZnO.

Observamos que a eficiéncia de encapsulamento deste estudo corroborou os
resultados dos estudos realizados por Keskin et al. (2019), que encontraram 99,3%
de eficiéncia no encapsulamento de EPV usando o método de gelificagao iénica, e
Dallabona et al. (2020), que obtiveram eficiéncia de 89,6% para fendlicos totais e
98,1% para antocianinas monomeéricas totais em uma mistura de extrato de

jabuticaba e propolis usando o mesmo método de encapsulamento. A sinergia entre
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ZnO-NPs e prépolis vermelha potencializou as atividades antioxidantes, pois a
formulacao F5 se mostrou eficiente em todos os meios desta analise.

Por outro lado, a formulacéo F6, contendo ZnOAg NPs, n&o obteve resultados
satisfatorios usando o método DPPH. Neste método de quantificagcao, a substancia
com poder antioxidante elimina o radical DPPH, e a molécula é estabilizada e reage
melhor na presenga de flavonoides ou acidos aromaticos grupos -OH (Hamlaoui et
al., 2018). Portanto, sugere-se que forgas intermoleculares entre os metais na
formulacédo F6 e a propolis vermelha dificultam a liberagdo de compostos fendlicos
responsaveis pela atividade antioxidante.

Para o método FRAP, o mecanismo de acéo é redox por meio da doagao de
elétrons da substancia para reduzir Fe3* em Fe2*, promovendo o término de reagdes
de radicais livres. Acredita-se que a presenga de dois ou mais grupos -OH nas
estruturas fendlicas dos antioxidantes promova atividade antioxidante mais
significativa (Grzesik et al., 2018).

Com base no exposto acima, existem varios métodos para avaliar a atividade
antioxidante de uma substancia. O método escolhido dependera da natureza dos
compostos presentes em sua constituicdo e do método escolhido, pois eles tém
mecanismos de atividade diferentes.

Estudos de dissolugao sao testes essenciais no desenvolvimento de novas
formulacbes, pois podem ser aplicados para simular condi¢des do trato
gastrointestinal (TGI), nas quais composigdes farmacéuticas ou alimentos sofrem
durante a fase de solubilizacido e subsequente permeacao e absor¢gao de moléculas
bioativas pelo TGI.

De acordo com Nascimento et al. (2022), o grau de liberagédo de flavonoides
presentes em capsulas depende de varios fatores, como o grau de solubilidade no
meio de dissolugao, cargas eletrostaticas, presenga de ions no meio de dissolugao e
também o grau de interacédo e ligagcdo com os polimeros do material, da parede.
Esses autores encontraram perfis de solubilizagdo semelhantes em capsulas de
caseinatos e extrato de propolis vermelha.

Estudos sugerem que bactérias colbnicas podem biodegradar compostos
fendlicos durante a fase de pré-metabolismo intestinal antes da absor¢ao, reduzindo
sua biodisponibilidade in vivo (BeSlo et al., 2023). Neste estudo, foi possivel
observar que o alginato € um polimero com moderada resisténcia a degradagdo em

ambiente acido (simulando o estbmago), com o perfil de liberacdo de um ingrediente
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ativo em sua maior concentragdo em pH alcalino (simulando o cdlon). Assim, as
capsulas em estudo apresentaram propriedades de liberagao controlada e podem
ser aplicadas em produtos farmacéuticos, capsulas ou alimentos funcionais.

A analise por microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelou que as
formulagbes contendo propolis vermelha (F4, F5 e F6) mantiveram uma superficie
de estrutura morfolégica mais definida, compativel com capsulas.

Também é observada a auséncia de trincas ou aberturas nas formulagoes, o
que € essencial para garantir menor permeabilidade aos gases, resultando em maior
protecdo e retengcdo do principio ativo. Fotomicrografias de capsulas de prépolis
vermelha obtidas pela mesma técnica de encapsulamento avaliada em outro estudo
(Keskin et al., 2019) apresentaram as mesmas caracteristicas.

Sobre a analise térmica, a TGA, método utilizado para mensurar alteracdes
na massa da amostra em fung¢ao da temperatura e do tempo aplicado principalmente
para avaliar a estabilidade e decomposi¢cdo térmica de um dado composto,
demonstrou que todas as formulacdes mantiveram excelente estabilidade em altas
temperaturas.

Segundo estudos (Flores-Hernandez et al., 2021), a decomposic¢ao térmica
das capsulas de alginato ocorre em trés etapas. O primeiro evento se refere a
evaporagdo da agua, o segundo esta associado a destruicdo de ligagdes
glicosidicas e o terceiro se deve a conversao do alginato em Na2COs.

As informacdes moleculares relacionadas ao extrato de prépolis vermelha e
as capsulas a base de alginato obtidas por espectroscopia no infravermelho (FTIR-
ATR) permitiram a identificacdo precisa dos tipos de ligacdo presentes nas
diferentes fragdes analisadas, representando um avanco notavel nas

caracterizagdes moleculares desses materiais.

CONCLUSAO

Portanto, esta técnica de encapsulamento demonstra atributos notaveis e
promissores. Ela se distingue por sua capacidade de encapsular compostos
bioativos sem induzir alteragbes significativas, juntamente com sua simplicidade,
viabilidade e facilidade de manipulagao durante a preparacdo. A inovacao deste
trabalho estd na preservagdo bem-sucedida das caracteristicas quimicas dos
compostos, conforme demonstrado pela analise FTIR-ATR, juntamente com a

incorporacado eficiente de propolis vermelha e nanoparticulas, aumentando sua
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estabilidade e potencial terapéutico. Os esforcos de pesquisa futuros devem incluir
atividade antimicrobiana e avaliagdes de toxicidade para garantir o consumo seguro

em concentracdes apropriadas.
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CAPITULO 5

Explorando o potencial antimicrobiano de
esferas carregadas com extrato de prépolis

vermelha e nanocompoésito Ag-Zno/AgO

EXPLORANDO O POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE ESFERAS CARREGADAS
COM EXTRATO DE PROPOLIS VERMELHA E NANOCOMPOSITO AG-ZNO/AGO

RESUMO
A propolis vermelha tem atraido cada vez mais interesse entre pesquisadores devido
as suas propriedades antibacterianas e antifungicas bem documentadas, que tém
implicagdes na saude e na agricultura. Utilizar extrato de prépolis vermelha em
sistemas de microencapsulagéo, particularmente empregando gelificagdo iénica, &
uma via promissora para otimizar sua eficacia terapéutica. Além disso, incorporar
nanoparticulas metalicas nesses sistemas representa uma nova abordagem para
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aumentar as propriedades antimicrobianas, dada sua eficacia estabelecida contra
uma ampla gama de microrganismos, abrangendo bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, fungos e virus. Este estudo avalia o potencial antimicrobiano de esferas
derivadas de gelificagdo ibnica encapsulando extrato de prépolis vermelha e
nanoparticulas metalicas. Seis formulagbes (F1 a F6) foram sintetizadas e
submetidas a avaliagao antimicrobiana. O ensaio de difusdo em disco foi empregado
para investigar a atividade antifungica contra patégenos relevantes para a
agricultura, incluindo Trichoderma afroharzianum, Fusarium oxysporum e Diaporthe
caulivora. A atividade antimicrobiana foi ainda mais elucidada usando métodos de
difusdo e concentragao inibitoria minima (MIC) contra cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans. Todas as formulagbes exibiram
atividade antimicrobiana contra as cepas testadas, exceto T. afroharzianum.
Notavelmente, a formulagdo F3 (alginato+ZnOAg-NPs) demonstrou atividade
superior contra S. aureus; no entanto, as formulagcbes F4 (alginato+EPV), F5
(alginato+tEPV+ZnO-NPs) e F6 (alginato+EPV+ZnOAg-NPs) exibiram efeitos
inibitérios significativos no crescimento geral do patégeno. Essas descobertas
ressaltam o potencial inovador do extrato de prépolis vermelha e dos nanomateriais
(ZnO e Ag-ZnO/AgO) no avanco do desenvolvimento de agentes antimicrobianos,
oferecendo eficacia contra fungos e bactérias e mantendo uma promessa

substancial para aplicagdo em biotecnologia verde.

Palavras-chave: compostos fendlicos, atividade microbioldégica, nanoparticulas,
esferas, nanocompdsitos, nanomateriais metalicos.
INTRODUGAO

A crescente resisténcia microbiana aos antimicrobianos convencionais
apresenta um desafio global significativo para a saude, obrigando a busca por novas
abordagens terapéuticas. Nesse meio, a propolis vermelha, uma resina natural
sintetizada por abelhas, tem atraido atengdo devido aos seus atributos
antimicrobianos validados (Freitas et al., 2017; Duarte et al., 2018; Silva et al., 2020;
Javed et al., 2022). Ao mesmo tempo, as nanoparticulas metalicas ttm demonstrado
eficacia contra um amplo espectro de microrganismos patogénicos (Rudramurthy et
al., 2016; Duarte et al., 2022; Kaur et al., 2023).

A estratégia de encapsular o extrato de propolis vermelha (EPV) por meio de

gelificagao ibnica apresenta um caminho promissor para aumentar a estabilidade e a
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eficacia de compostos bioativos. Essa técnica de encapsulamento ndo apenas
protege os compostos fendlicos da degradagao oxidativa, mas também permite a
liberagdo controlada do ingrediente ativo, estendendo assim sua atividade
antimicrobiana (Jansen-Alves et al., 2023; Martinovic et al., 2023).

A incorporagdo de nanoparticulas metalicas em formulagdes farmacéuticas
pode aumentar suas propriedades biolégicas. Entre essas propriedades, destacam-
se suas atividades antioxidantes, antitumorais, bactericidas, fungistaticas e
leishmanicidas, destacando suas diversas aplicagdes no campo da saude (Sousa et
al., 2014; Reis et al., 2015; Souza et al., 2020; Aboyewa et al., 2021; Massironi et al.,
2022).

Além do dominio da saude, a agricultura lida com patégenos como Diaporthe
caulivora, Fusarium oxysporum e Trichoderma afroharzianum. Diaporthe caulivora,
por exemplo, ndo apenas induz a podriddo de sementes e vagens, mas também
causa cancro do caule da soja, causando perdas substanciais em regides
produtoras de soja em todo o mundo (Mena et al.,, 2020; Mena et al., 2022).
Fusarium oxysporum representa um desafio crescente para o cultivo de feijao-
mungo, sendo transmitido pelo solo e capaz de infectar sistemas de raizes de
leguminosas por meio de feridas. Sua prevaléncia é particularmente pronunciada em
regides de baixa altitude com solos argilosos pesados e excesso de umidade (Sun et
al., 2020; Batzer et al., 2022; Rocha et al., 2023). Espécies de Trichoderma, embora
tipicamente consideradas simbiontes benéficos do solo e agentes de biocontrole
contra patégenos de plantas, também foram implicadas na podridao da espiga no
milho nos EUA e na Europa, representando ameacas potenciais aos agricultores
(Pfordt et al., 2020).

Portanto, alavancar as propriedades antimicrobianas das nanoparticulas de
Zn0O e ZnOAg com os efeitos sinérgicos de compostos bioativos, como o0s
encontrados na propolis vermelha, é promissor para formular solugbes eficazes
contra fungos e bactérias (Baptista et al., 2018).

Rodrigues et al. (2024) investigaram preliminarmente as caracteristicas fisico-
quimicas e a atividade antioxidante de esferas obtidas por meio de gelificagao ibnica
carregadas com EPV e nanoparticulas metalicas (ZnO e ZnOAg), produzindo
resultados notaveis e promissores. Eles encapsularam com sucesso os compostos
bioativos de EPV e nanoparticulas, preservando suas caracteristicas quimicas

enquanto aumentavam a estabilidade e a atividade antioxidante.
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Este estudo se esforca para avaliar a eficacia antimicrobiana dessas esferas,
com o objetivo de desenvolver novas estratégias terapéuticas contra infecgoes
microbianas resistentes, oferecendo assim insights valiosos para futuras aplica¢des

na area da saude.
METODOLOGIAS

Atividade fungistatica in vitro

A atividade antifungica das amostras foi medida de acordo com a metodologia
proposta por Charannya et al. (2018), com algumas modificacdes. O Agar Dextrose
Batata (ADP) foi usado como meio de cultura para todos os microrganismos
avaliados. As nanoparticulas foram colocadas equidistantes umas das outras, e 3 pL
de uma solucgao contendo 106 esporos de Trichoderma afroharzianum 10BR1 (CCC
115-23), Trichoderma afroharzianum UEPA AR 12 (CCC 175-23), Fusarium
oxysporum (CCC 186-06) e Diaporthe caulivora (CCC 120-20) foram inoculados no
centro da placa (Figura 1). Em seguida, a distancia do centro da placa até o ponto
onde cada amostra foi colocada foi medida a cada 24 horas, durante 10 dias. Os
experimentos foram realizados em triplicata, e as medidas foram expressas em mm,
comparando-as com a amostra F1 (amostra controle), que ndo contém extrato de

propolis vermelha nem nanoparticulas.

Ensaio antimicrobiano pelo método de difusao

Cepas padrao da American Type Culture Collection (ATCC) foram usadas no
ensaio antimicrobiano para avaliacdo qualitativa, incluindo a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), a bactéria Gram-negativa Escherichia coli
(ATCC 25922) e o fungo Candida albicans (ATCC 90028).

O método de difusdo em agar foi realizado de acordo com os documentos
M44-A3 (CLSI, 2018) e M100 (CLSI, 2020) do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018) com modificagbes. Os microrganismos avaliados foram
previamente cultivados em placas de Petri contendo agar Luria Bertani (LB) (para
cepas bacterianas) e agar Sabouraud (para cepas fungicas) e incubados a 37 °C por
24 horas. Apés o periodo de crescimento, suspensdes microbianas foram
preparadas em solugdo salina estéril, e a concentragdo foi ajustada por comparagéao

com um padrao de turbidez na escala de McFarland de 0,5. Em seguida, usando um
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cotonete estéril, o inéculo foi semeado em placas contendo agar Mueller Hinton
(MH) (para bactérias) e agar Sabouraud (para fungos) suavemente e em diferentes
dire¢des, tentando cobrir toda a superficie.

Posteriormente, as esferas foram adicionadas as placas semeadas usando
pingas. Apos um periodo de incubagéo de 24 horas a 37 °C, os diametros das zonas
de inibigdo foram medidos. Como controle positivo, um disco de Gentamicina (30 pg)
e Fluconazol (50 pg) foram usados.

Todo o ensaio foi realizado em ftriplicata, e o termo ativo foi atribuido aos

produtos que apresentaram halos de inibigdo do crescimento microbiano.

Ensaio antimicrobiano pelo método CIM

Para avaliagdes antimicrobianas quantitativas, os produtos foram testados
contra as seguintes cepas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 900028).

A atividade antimicrobiana foi determinada usando a metodologia de
microdiluicdo em caldo pelo CLSI (2018). Uma solugao estoque foi preparada
diluindo as esferas em solugao tampdo fosfato, e um volume de 100 pL foi
dispensado na primeira linha de cada coluna de uma microplaca de 96 pogos
contendo 100 pL de Mueller Broth Hinton. A solugdo foi homogeneizada e
descartada apds a ultima linha da coluna, com concentragdes entre 31,2 e 64000
pMg/mL para as amostras e 15,6 ug/mL para a substancia controle (Meropenem).
Apés esta etapa, 5 yL de um indculo microbiano preparado pela técnica de
suspensao direta, com turbidez ajustada ao padrao McFarland 0,5 (1,5 x 108
células/mL), foram dispensados em cada pog¢o. Controles negativos (solugéo tampéo
fosfato) e positivos (meropenem) foram incluidos, e todos os testes foram realizados
em triplicata. Apds incubagdo em incubadora bacteriolégica a + 36°C por 18-24
horas, 20 pyL de solucdo de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) a 1% foram
adicionados a todos os pocos, e a CIM foi determinada como a menor concentracao

que inibiu o crescimento bacteriano.
Analise estatistica

A significancia estatistica foi determinada usando ANOVA unidirecional.
Todas as anélises foram conduzidas em triplicado com o software estatistico R (v.
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4.2.0; R Core Team 2022) e os dados foram apresentados como média + desvio

padrdao. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Atividade fungistativa in vitro

Ao avaliar a atividade contra F. oxysporium (Tabela 1), foi observada uma
inibicdo notavel do crescimento fungico em todas as formulagdes. F2 e F3 exibiram
atividade inibitéria comparavel a substancia de controle (F1) utilizada no estudo

durante todo o periodo analisado.

Tabela 1 - Avaliagéo da atividade inibitéria contra Fusarium oxysporum.
F. oxysporium (CCC 186-06)

Dia F1 F2 F3 F4 F5 F6
4 2,1 1,8 1,5 1,3 1,4 1,3
5 2,5 2,2 2,2 1,6 1,7 1,7
6 3 29 29 1,9 1,9 1,9
7 3 3,1 29 21 21 21
9 4.1 4,2 41 2,2 2,3 2,2

F1= alginato, F2= alginato+ZnO-NPs, F3= alginato+ZnOAg-NPs, F4= alginato+EPV, F5= alginato+EPV+ZnO-
NPs e F6= alginato+EPV+ZnOAg-NPs.
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As formulagbes F4, F5 e F6 exibiram eficacia fungistatica aprimorada contra
esse fungo durante todo o estudo em comparacéao a formulagcéo controle (F1). Essas
descobertas sugerem que essa atividade aumentada é atribuida a inclusdo do
extrato de propolis vermelha na formulagao, pois ao comparar as formulacdes F5 e
F6 com F4, os valores n&do demonstram diferengas significativas.

Observacbes semelhantes foram feitas para D. caulivora (Tabela 2). As
amostras F2 e F3 também demonstraram atividade inibitéria semelhante ao controle
(F1), enquanto F4, F5 e F6 exibiram eficacia comparavel na reducéo do crescimento
fungico durante o periodo de teste, indicando atividade antifiUngica aprimorada na
presenca de EPV.

Tabela 2 - Avaliagao da atividade inibitéria contra Diaporthe caulivora.
D. caulivora (CCC 120-20)

Dia F1 F2 F3 F4 F5 F6
4 2,8 2,9 2,5 1,7 1,8 1,7
5 3,3 3,8 3,9 1,8 2 1,8
6 4 4 4 2,2 2,2 2,2
7 4,2 4,2 4,2 23 24 23
9 4,3 4,2 4,2 29 3 29

F1= alginato, F2= alginato+ZnO-NPs, F3= alginato+ZnOAg-NPs, F4= alginato+EPV, F5= alginato+EPV+ZnO-
NPs e F6= alginato+EPV+ZnOAg-NPs.
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Certas espécies de Trichoderma spp sao conhecidas por serem benéficas,

promovendo o crescimento das plantas (Hang et al., 2022) e contribuindo para a

fitoestabilizagdo de locais contaminados com metais (Rocha et al., 2023).

Ao avaliar a espécie T. afroharzianum 10BR1 (Tabela 3), as formulagdes F2 e

F3 nado exibiram diferengas significativas na inibicdo do crescimento fungico em

comparagao com o controle (F1) ao longo dos dias observados. No entanto, as

amostras F4, F5 e F6 demonstraram atividade fungistatica durante os 4 dias iniciais

do estudo quando contrastadas com o controle. Apesar dessa inibicdo do

crescimento, os resultados sugerem que o fungo superou esse obstaculo apos 96

horas, retomando o crescimento depois disso.

Tabela 3 - Avaliagao da atividade inibitéria contra Trichoderma afroharzianum.

T. afroharzianum 10BR1 (CCC 115-23)

Dia F1 F2 F3 F4 F5 F6
2 2,3 24 24 1,9 1,8 1,7
3 4,3 4,3 4,3 2,2 2,3 21
4 4,3 4,3 4,3 24 24 23
6 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3 4,3

F1= alginato, F2= alginato+ZnO-NPs, F3= alginato+ZnOAg-NPs, F4= alginato+EPV, F5= alginato+EPV+ZnO-

NPs e F6= alginato+EPV+ZnOAg-NPs.

No entanto, no caso da atividade antifungica para T. afroharzianum (Tabela

4), ndo houve diferencas significativas na atividade fungistatica em todas as
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formulagbes testadas. Isso sugere que as formulagbes examinadas ndo exerceram

um efeito inibitorio discernivel sobre essa espécie em particular.

Tabela 4 - Avaliagao da atividade inibitoria contra Trichoderma afroharzianum.
T. afroharzianum UEPA AR 12 (CCC 175-23)

Dia  F1 F2 F3 F4 F5 F6
2 2,4 2,4 23 2,1 2.2 2
3 43 43 43 43 43 43
4 43 4,3 43 43 43 4,3

F1= alginato, F2= alginato+ZnO-NPs, F3= alginato+ZnOAg-NPs, F4= alginato+EPV, F5= alginato+EPV+ZnO-
NPs e F6= alginato+EPV+ZnOAg-NPs.

ApOs essas avaliagdes, a inibicao do crescimento fungico parece dependerda
presenca de extrato de prépolis vermelha na formulacdo, conforme evidenciado
pelas diferencas nao significativas entre as amostras F4, F5 e F6. De fato, essas
descobertas sugerem um potencial efeito fungistatico dessas formulag¢des contra os
patdgenos F. oxysporum e D. caulivora.

Este estudo revela resultados intrigantes para o dominio agricola, indicando o
potencial das formulagbdes para impedir o crescimento de fungos patogénicos que
podem impactar plantagcées de pequena e grande escala. Notavelmente, a inibi¢ao
do crescimento de T. afroharzianum 10BR1 pode estimular investigacbes sobre
milho afetado por esse fungo nos EUA e na Europa (Pfordt et al., 2020). No entanto,
mais estudos sdo necessarios para compreender de forma abrangente os

mecanismos subjacentes e otimizar essas formulagdes para aplicagdes praticas.

Ensaio antimicrobiano

Os resultados apresentados na Tabela 5 oferecem uma analise comparativa
dos resultados de sensibilidade para varios microrganismos contra diferentes
formulagbes de um agente antimicrobiano, avaliados qualitativa e quantitativamente.

Inicialmente, € evidente que os valores de concentragdo necessarios para
inibir o crescimento de microrganismos variam consideravelmente entre as espécies
testadas em ensaios qualitativos e quantitativos, sugerindo niveis variados de
sensibilidade aos agentes antimicrobianos sob analise. Notavelmente, as amostras
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F1 e F2 n&o exibiram atividade significativa, indicando resisténcia potencial a essas
formulacoes.

Tabela 5 - Comparagdao qualitativa e quantitativa da inibicido do crescimento
microbiolégico de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida albicans.

Método qualitativo (mm) Método quantitativo (ug/mL)
Amostras
S. aureus E. coli C. albicans | S. aureus E. coli C. albicans

F1 SA SA SA SA 64000 SA
F2 3 SA SA SA SA 64000
F3 4 4 SA 4000 16000 32000
F4 9 6 5 32000 16000 SA
F5 9 7 6 16000 16000 32000
F6 9 7 7 16000 16000 64000
Meropeném - - - 1.95 1.95 -
Gentamicina 25 22 - - - -
Fluconazol - - 20.5 - - -

SA= Sem atividade; F1= Alginate; F2= Alginate+ZnO-NPs; F3= Alginate+ZnOAg-NPs; F4=
Alginate+RPE; F5= Alginate+RPE+ZnO-NPs; F6= Alginate+tRPE+ZnOAg-NPs. (p < 0.05)

Para Staphylococcus aureus, um patdgeno bacteriano comumente associado
a infeccgbes resistentes a antibidticos, o alginato em combinagdo com ZnOAg (F3)
demonstrou a maior atividade em uma concentragao de 4000 ug/mL.

Por outro lado, Escherichia coli exibiu sensibilidade relativamente maior aos
agentes antimicrobianos testados. Embora tenham exibido o mesmo perfil de
atividade inibitéria em uma concentragcado de 16000 ug/mL para as formulag¢des F3-
F6 quando avaliadas por MIC, elas exibiram diametros de inibi¢do de crescimento
variaveis entre elas.

No caso de Candida albicans, foi observada uma sensibilidade intermediaria a
agentes antimicrobianos. As amostras F3 e F5 demonstraram melhor atividade
quando comparadas quantitativamente a outras formulagdes, indicando alta
resisténcia com valores superiores a 64000 ug/mL. No entanto, quando avaliadas
qualitativamente, F3 ndo mostrou atividade. Vale a pena notar que na avaliagcao

qualitativa, as formulagdes F4, F5 e F6 exibiram didmetros de inibicdo substanciais
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contra todos os microrganismos testados, sugerindo seu potencial na eficacia como
agentes antimicrobianos.

Comparando os resultados com o controle positivo, meropenem (1,95 ug/mL),
€ notavel que as formulagdes exibem atividade antimicrobiana comparavel ou até
superior sob certas condig¢des. Isso indica o potencial das formulacdes testadas
como agentes terapéuticos contra infecgbes causadas por esses microrganismos.

Enquanto a resisténcia é alta em alguns casos, necessitando de
concentragbes acima de 64000 pg/mL, em outros cenarios, a concentragédo
necessaria para inibicdo do crescimento € menor. Esta observagdo sugere que
diferentes métodos de avaliacado influenciam a interpretacdo dos resultados.

Essas descobertas ressaltam a importancia da selegdo meticulosa de
componentes em formulagbes antimicrobianas e propdem que a combinacido de
alginato com nanoparticulas e EPV pode representar uma abordagem promissora
para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos eficazes contra gram-positivos,
gram-negativos e fungos no nivel clinico. No entanto, pesquisas adicionais sao

essenciais para entender os mecanismos subjacentes e otimizar essas formulagoes.

DISCUSSAO

A observagao inicial revela variabilidade significativa na atividade
antimicrobiana entre as formulacdes F1 a F6 contra os microrganismos testados. Por
exemplo, a formulagcédo F4 exibiu um didmetro de inibigdo de 9 mm para S. aureus, 6
mm para E. coli e 5 mm para C. albicans, indicando atividade moderada contra todos
os trés microrganismos. Em contraste, a formulagcdo F3 exibiu um didmetro de
inibicdo de 4 mm para S. aureus e E. coli, sem efeito sobre C. albicans, sugerindo
atividade antimicrobiana seletiva.

Além disso, os resultados quantitativos (expressos em pg/mL) delineiam a
concentragdo necessaria para inibir o crescimento microbiano. Na formulagao F4,
por exemplo, a concentracdo necessaria para inibir S. aureus foi de 32000 uyg/mL,
enquanto para E. coli foi de 16000 pg/mL, e para C. albicans ultrapassou 64000
Mg/mL. Isso sugere variagdes na sensibilidade microbiana as diferentes formulagoes
testadas.

A comparagdao com controles positivos revela que todas as amostras
apresentam atividade antimicrobiana comparavel a do antimicrobiano de referéncia,

demonstrando o potencial das formulacdes em estudo.
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Um estudo de Silva et al. (2017) avaliou os efeitos antimicrobianos in vitro de
extratos de prépolis vermelha, verde e marrom de varias regides do Brasil, obtidos
por métodos de extragao etandlica e supercritica. A propolis vermelha demonstrou a
maior atividade antimicrobiana contra S. aureus (62,5 ug/mL), embora nenhum dos
extratos tenha exibido atividade contra E. coli ou C. albicans.

Achados semelhantes foram relatados por Machado et al. (2016), que
descreveram a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis vermelha
contra S. aureus e E. coli, com uma concentracdo bactericida minima entre 800-
1600 pg/mL. Outros estudos também demonstraram a atividade antimicrobiana do
extrato de propolis vermelha contra C. albicans (Sokolonski et al., 2021).

O encapsulamento do extrato hidroetandlico de propolis vermelha em
nanoparticulas de poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) por Silva et al. (2020)
exibiu potencial antimicrobiano contra S. aureus, com uma concentracio inibitoria
minima variando de 15,6 a 125 pug/mL.

Estudos realizados por Béji-Srairi et al. (2020), Benhanifia et al. (2014), Nediji
e Loucif-Ayad (2014) avaliaram amostras de propolis coletadas de areas do
Mediterraneo e confirmaram a eficacia do EEP em S. epidermidis, S. aureus e S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) usando um ensaio de difusdo em disco em
uma faixa de concentragdo de 100 a 1000 pyg/mL, com uma zona inibitéria que
variou de 4,6 a 21,4 mm. A atividade antimicrobiana realizada por Vica et al. (2021)
obtiveram maior sensibilidade (32 mm) para S. aureus e E. coli ao combinar mel e
extrato aquoso de propolis coletado na Roménia.

Nanocompésitos (ZnO/Ag) sintetizados por Busila et al. (2023) mostraram
maior atividade antimicrobiana contra cepas de P. aeruginosa e S. aureus. Esparza-
Gonzalez et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de nanoparticulas de
ZnO modificadas por DMSO e APTES contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas, observando efeitos inibitérios no crescimento bacteriano.

Fonseca e colaboradores (2019) sintetizaram nanocompdsitos de ZnO
dopados com nanocristais de prata (Ag) e oxido de prata (AgO) (ZnO:Ag-AgO) e
avaliaram se eles poderiam controlar ou prevenir a formagao de biofilmes de
Salmonella enteritidis e Salmonella heidelberg e a capacidade de entrar em ovos.
Eles observaram que para a analise de S. enteritidis pés-formagao de biofilme, o
nanocomposito ndo foi capaz de eliminar o biofilme, mas a carga bacteriana foi

menor que a do grupo controle, além disso, esse microrganismo foi capaz de se
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infiltrar nos ovos e foi encontrado tanto na clara quanto na gema. Quanto as analises
de S. heidelberg aplicadas em cascas de ovos antes da formacgao do biofilme, o
tratamento com o nanocompésito impediu a formagao de biofilme e S. heidelberg
nao conseguiu atingir a gema, embora a infiltracdo da bactéria nos ovos tenha sido
observada em todos os grupos tratados, foi significativamente menor nos ovos pré-
tratados com ZnO:Ag-AgO.

Barbosa et al. (2022) avaliaram nanocompdsitos de ZnO:Ag-AgO como uma
opg¢ao para o tratamento da leishmaniose cutédnea. Eles observaram que 65% e 68%
de AgO inibiram a replicacdo extra e intracelular de Leishmania braziliensis e
apresentaram alto indice de seletividade. Nanocompdsitos na concentracao de 65%
de AgO modularam a ativacao, expressao de receptores de superficie e producao de
citocinas por células mononucleares do sangue periférico humano em dire¢do a um
fendtipo pré-inflamatdrio, mostrando-se uma opgao promissora para o tratamento de
L braziliensis.

Estudos realizados por Moura et al. (2022) sintetizaram nanocompdésitos
usando Ag-ZnO e AgO-NPs (Ag-ZnO/AgO NPs) e avaliaram o tratamento tépico em
camundongos. Eles observaram que feridas tratadas com o nanocompdsito
apresentaram fechamento acelerado, melhorando a cicatrizagdo e reduzindo o
processo inflamatério, n&o citotoxicidade, especialmente em queratindcitos,
aumentando a deposicdo de colageno na matriz extracelular e aumentando a
atividade das metaloproteinases 2 e 9. Assim, o nanocompasito teve potencial para
ser uma estratégia de uso tépico em formulagdes de novos medicamentos para
tratamento de feridas.

Estudos de Galletti et al. (2017) e Vica et al. (2022) demonstraram a atividade
antifUngica do extrato de prépolis verde e do extrato de propolis romena contra
Fusarium spp., consistente com os achados deste estudo. No entanto, ndo ha
relatos anteriores sobre o uso de EPV e Ag-ZnO/AgO contra Trichoderma
afroharzianum, Fusarium oxysporum e Diaporthe caulivora.

Outros estudos demonstraram a atividade antifungica de nanoparticulas
sintetizadas contra F. oxysporum. Farhana et al. (2022) sintetizaram nanoparticulas
de ZnO que exibiram inibi¢ao significativa do crescimento micelial na murcha de F.
oxysporum do grao-de-bico, enquanto Abdelaziz et al. (2022) biossintetizaram ZnO-
NPs em Penicillium expansum, que suprimiu a doeng¢a da murcha de Fusarium em

Solanum melongena L. cultivada.
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Em outro estudo contra F. oxysporum, Yao et al. (2020) sintetizaram
nanoparticulas de prata (AgNPs) usando Trichoderma citrinoviride e Trichoderma
velutinous, que mostraram atividade antifungica aprimorada com concentragdes
crescentes de nanoparticulas de prata.

Portanto, este estudo sugere o uso de bionanomateriais como uma alternativa
aos antimicrobianos sintéticos para controlar ou erradicar infeccbes e doencas
fungicas ou bacterianas. A diversidade na resposta antimicrobiana depende de
fatores como estrutura celular microbiana, mecanismos de resisténcia especificos e

as propriedades do proprio agente antimicrobiano.

CONCLUSAO

A conclusdo do estudo destaca o potencial promissor das formulagdes
contendo extrato de propolis vermelha (EPV) e nanoparticulas de ZnO (éxido de
zinco) e ZnOAg (6xido de zinco/prata) como agentes antimicrobianos eficazes. A
variabilidade observada na atividade antimicrobiana entre diferentes formulagdes
sugere a importancia da selecdo cuidadosa dos componentes para otimizar a
eficacia. Os resultados demonstram que as formulacdes foram capazes de inibir o
crescimento de microrganismos patogénicos, incluindo bactérias gram-positivas e
gram-negativas, bem como fungos. A comparagcdo com o controle positivo,
meropeném, ilustra que as formulagbes testadas apresentam atividade
antimicrobiana comparavel ao antimicrobiano de referéncia, indicando seu potencial
terapéutico contra infec¢des causadas por esses microrganismos.

Estudos anteriores sobre extrato de propolis vermelha e nanoparticulas de
Zn0O e ZnOAg corroboram os achados deste estudo, destacando sua eficacia contra
uma variedade de microrganismos patogénicos. Além disso, foi demonstrado que a
sintese de nanoparticulas pode aumentar a atividade antimicrobiana contra
patdgenos fungicos, como Fusarium spp., Diaporthe spp. e Candida spp. e bactérias
Staphylococcus spp. e Escherichia spp.

Esses resultados enfatizam a importdncia da pesquisa continua no
desenvolvimento de agentes antimicrobianos alternativos, particularmente a luz da
crescente resisténcia aos antimicrobianos convencionais. O uso de bionanomateriais
pode representar uma abordagem promissora para o controle e erradicagao de
infecgbes bacterianas e fungicas, com potenciais aplicagdes em ambientes clinicos e
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agricolas. No entanto, mais estudos sdo necessarios para entender completamente

0S mecanismos subjacentes e otimizar essas formulagdes para uso pratico.
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CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

De acordo com as pesquisas realizadas e com os resultados obtidos, é
possivel concluir que a aplicagado e o avango da nanotecnologia na area da saude,
oferecem uma nova alternativa tecnolégica que abre novas possibilidades para
aumentar a eficacia de tratamentos ja estabelecidos clinicamente. Esse
desenvolvimento estd gerando impactos concretos tanto para a comunidade
cientifica quanto para a sociedade. A adicdo de nanomateriais oferece varias
vantagens em comparagdo com os sistemas farmacéuticos tradicionais, como o
aumento da biodisponibilidade, alcangando melhoria na resposta terapéutica, maior
estabilidade dos niveis dos farmacos no organismo, alcangando uma melhor eficacia
terapéutica, além de obter uma maior seletividade ao alvo biolégico.

Pbde-se observar que o método de encapsulacao por gelificagao ibnica se
mostrou eficaz, de baixo custo e de facil reprodutibilidade, visto que, as
caracterizagdes fisico-quimicas das microcapsulas com propolis vermelha e
associada com as nanoparticulas, respectivamente, permitiram inferir que houve a
incorporagdo desses compostos de forma satisfatéoria na matriz de alginato
reticuladas com ions calcio, apresentando atividades biolégicas de interesse tanto

para a area da saude, quanto para a agricultura. Também revelaram que as
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formulagbes propostas se apresentam como um importante produto biodegradavel,
com boa estabilidade frente a elevadas temperaturas.

Diante disso, sugere-se que novos estudos sejam realizados para analisar os
meios de conservacao das formulagdes propostas, assim como testes in vivo em
Drosophila melanogaster ou Danio rerio (Zebrafish) para quantificar e avaliar as
dosagens toxicas.
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