UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
CENTRO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA DOS MATERIAIS

LAIS FARIAS AZEVEDO DE MAGALHAES OLIVEIRA

Nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com extrato de propolis vermelha:
sintese, caracterizacdo e avaliacdo in vitro da atividade antioxidante, antimicrobiana e

antiviral

Maceié — AL
2021



LAIS FARIAS AZEVEDO DE MAGALHAES OLIVEIRA

Nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com extrato de propolis vermelha:
sintese, caracterizagdo e avaliacdo in vitro da atividade antioxidante, antimicrobiana e

antiviral

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pos-Graduacdo em Ciéncia dos Materiais
da Universidade Federal de Alagoas como
requisito para obtencdo do titulo de Doutora
em Ciéncia dos Materialis.

Orientador: Prof°. Dr. Eduardo Jorge da Silva
Fonseca
Co-orientador: Prof. Dr. Ticiano Gomes do

Nascimento

Maceié — AL
2021



Catalogacéao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisao de Tratamento Técnico
Bibliotecaria: Livia Silva dos Santos — CRB-4 — 1670

048n Oliveira, Lais Farias Azevedo de Magalhées.
Nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com extrato de prépolis vermelha:
sintese, caracterizagdo e avaliacgdo in vitro da atividade antioxidante, antimicrobiana e
antiviral / Lais Farias Azevedo de Magalhdes Oliveira. — 2021.
130 f.:il.

Orientador: Eduardo Jorge da Silva Fonseca.

Coorientador: Ticiano Gomes do Nascimento.

Tese (Doutorado em Ciéncia dos Materias) — Universidade Federal de Alagoas.
Centro de Tecnologia. Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias dos Materiais Maceio,
2021.

Bibliografia: f. 111-130
1. Prépolis vermelha 2. Nanoparticulas. 3. Silica mesoporosa. 4. Atividades

Bioldgicas — Propolis. 5. Flavonoides. 1. Titulo.
CDU: 620.3




Lais Farias Azevedo de Magalhées Oliveira

Nanoparticulas de silica mesoporosa carregadas com extrato de prépolis vermelha:
sintese, caracterizacao e avaliacdo in vitro da atividade antioxidante, antimicrobiana e
antiviral

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgao
em Ciéncia dos Materiais da Universidade Federal
de Alagoas e aprovada em 06 de setembro de 2021.

BANCA EXAMINADORA

«

{ \ { \‘f ‘
/,\U\_\L \ki\ ,&.‘y\k u‘(- ESCAAL ‘t( \1'1(((,\

Prof. Dr. Eduardo Jorge d&’ Sllva Fonseca (Orientador — PPGMaterlals/UFAL)

| r ~£
oy 4 2 BT 3 Vgl | M, M 0
1; e LAY T Py |,_.1._‘._' ara P i a4 LYW

Prof. Dr. Ticiano Gomes do Nascimento (Co-orientador — ICF/UFAL)

-~

) -~

7
' ,/

/ANy _:.;-,:_,,.
Prof. Dre. LigiaMaria Manzine Costa (PPGMateriais/UFAL)

(o Plei

Prof. Dr2.=iaria Cristina Marcucci Ribeiro (ICT/UNESP)

/

>¢«Np

Prof. Dr2, LJara MerLdes de Almeida (SBM/SP)
|




“Faca o teu melhor, nas condi¢des que vocé tem,
enquanto ndo tem condigOes melhores, para
fazer melhor ainda.”

(Mario Sérgio Cortella)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, forga maior que coordena, em minha concepcao, o Universo o qual ndo temos
ciéncia de sua dimensdo. Essa energia que nos momentos alegres e dificeis me encorajada, no
fundo da alma, mostrando que o propdsito da vida € aprender a sermos melhores e maiores

intelectual e moralmente, portanto, ndo cabe aqui o sentimento de imodéstia.

A0 meu esposo, Leonardo (Leo), a quem sou muito agradecida, pois me ensina todos os dias a
procurar enriquecer 0os meus conhecimentos. Em todos 0s momentos que penso em desistir ele

me da forcas para continuar e sempre esta disposto a me apoiar em minhas escolhas.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Eduardo Fonseca, que me deu todo o suporte e depositou em mim
confianga para concluir bem essa etapa da minha vida, sua pessoa foi de fundamental
importancia para 0 meu crescimento profissional e pessoal. Assim como, agradeco aos
professores (Prof. Dr. Alcenisio e Prof. Dr. Samuel) que fazem parte do laboratério GON, que
em nossas reunides de grupo, de maneira intencional ou ndo, me mostraram o caminho que eu

deveria percorrer para 0 meu melhoramento.

Igualmente agradeco ao meu co-orientador, Prof. Dr. Ticiano Gomes, que sempre se importou
com o meu crescimento profissional e esteve presente na minha trajetoria para indicar a melhor

forma de buscar o aperfeicoamento.

Ao0s meus pais, minha “maria” Sonia Maria e meu pai Rubem Azevedo, que me traduzem, em
suas atitudes, o significado de ter forca e sabedoria para enfrentar os desafios da vida com

tranquilidade, esperanca e fé em Deus.

As minhas irmas, Simony e Carla, que mesmo ndo morando mais com elas somos companheiras

para todas as necessidades.

Aos meus amigos do laboratério Aninha Rabia, Lais, Lalinha, Jenny, Sendy, Laura, Artur,
Jonathas, Vitor, e aos que passaram por la durante esses 4 anos e meio (prorrogados por causa
da pandemia), obrigada por dividir comigo tantos momentos bons como os cafés, brownies,

brigadeiros, almocos e bolos da Valéria, e, claro, trabalhos, obtencdo de resultados e analises.

Aos companheiros de doutorado que colaboraram para obtencdo dos resultados da minha

pesquisa.
Aos professores que disponibilizaram os seus laboratorios para realizagdo da pesquisa.

Gratidao!



RESUMO

Este trabalho teve como objetivo vincular os avancos tecnolégicos no ramo da nanociéncia com
a ciéncia da salde, desenvolvendo um nanocarreador para extrato da propolis vermelha
utilizando nanoparticulas de silica mesoporosa do tipo MCM-41. A MCM-41 apresenta varias
vantagens, como alta area superficial, grande capacidade de funcionaliza¢do, tamanho de poro
ajustavel, na faixa de 2 a 50 nm, possibilitando o carreamento de moléculas bioativas
protegendo contra degradacdo, aumentando seu tempo de meia-vida e aumentando a
biodisponibilidade e solubilidade. Desta forma, a prépolis, que é uma substancia resinosa com
alto poder terapéutico, tem sido empregada popularmente nas praticas integrativas por
apresentar baixa toxicidade e amplo espectro de acdo, porém apresenta baixa solubilidade e
biodisponibilidade. Para esse estudo, foram utilizadas amostras de extrato da propolis vermelha
(EPV) do “O Corti¢o”, cuja origem boténica é a Dalbergia ecastophyllum e Symphonia
globulifera, da regido dos manguezais do Estado de Alagoas, com o objetivo de preparar e
caracterizar nanocarreadores utilizando a MCM-41. As amostras de MCM-41 e MCM-41
contendo EPV (MCM-41/Pr) foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX) de baixo angulo, analise
termogravimétrica (TG), adsorgéo-dessor¢do de N2, microscopia eletronica de varredura
(MEV) e cromatografia liquida de ultraeficiéncia com detecgéo de arranjo de diodo (UPLC-
DAD). O perfil de liberacdo do EPV encapsulada nas nanoparticulas foi avaliado em ensaio in
vitro em tampéo fosfato pH 5,5, 7,2, 7,4 e 7,6. Além disso, o teste in vitro para a atividade
antioxidante do EPV e da MCM-41/Pr foi realizado usando o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH). O ensaio in vitro da atividade antibacteriana pelo método de difuséo
em poco foi realizado contra Staphylococcus aureus e CIM foi determinada contra as bactérias
S. aureus, Enterococcus faecalis e Escherichia coli. A citotoxicidade foi avaliada em células
Vero E6 pelo método do ensaio colorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio] e a atividade antiviral contra o virus Chikungunya in vitro, a adsorcdo viral foi
realizada por 2h em células Vero EG6, seguida pelo tratamento com diferentes concentracdes. A
MCM-41 e a MCM-41/Pr apresentaram resultados satisfatérios com tamanho de particula entre
100 a 300 nm, com base nas medidas de MEV e tamanho de poro de 3,63 nm, com base nos
resultados de adsorcéo-dessorgéo de N2. MCM-41 observou-se grande area superficial (1289,97
m2.g1) demonstrando uma reducdo de mais da metade apos a incorporacdo do EPV (549,23
m2.g1). Nos resultados de DRX de baixo angulo confirmou-se a formagao de nanoparticulas de
silica com estrutura hexagonal. A partir das analises de FTIR e TG pode ser observada a
assimilacdo do EPV na estrutura mesoporosa da silica com eficiéncia de £15%. Foram
identificados os seguintes compostos fendlicos por UPLC-DAD: pinobanksina, pinocembrina,
daidzeina, liquiritigenina, isoliquiritigenina, formononetina, biochanina A na MCM-41/Pr
mantendo-se a integridade dos constituintes da propolis vermelha e comprovando-se a
eficiéncia de encapsulacdo. As analises de atividades antioxidante, antibacteriana e antiviral
confirmam que suas propriedades farmacologicas foram preservadas. Conclui-se que as
particulas de MCM-41 atingiram uma escala nanomeétrica, assim como a incorporacéo do EPV
foi alcancada e as MCM-41/Pr se mostraram serem capazes de manter a atividade antioxidante
e de agir contra S. aureus, E. faecalis, E. coli e 0 virus Chikungunya, possibilitando a producéo
futura de medicamentos e/ou cosmecéuticos para reverter quadros de algumas enfermidades.

Palavras-chaves: Prdpolis vermelha. Nanoparticulas. Silica mesoporosa. MEV. Atividades

biologicas. Flavonoides



ABSTRACT

This work aims to join technological advances in the field of nanoscience with the health
science, developing a nanocarrier for red propolis extract using nanoparticles of mesoporous
silica type MCM-41. MCM-41 has several advantages, such as high surface area, large capacity
of functionalization, adjustable pore size, in the range of 2 to 50 nm, allowing the carrying of
bioactive molecules protecting against degradation, increasing their half-life and increasing
bioavailability and solubility. Thus, propolis, which is a resinous substance with high
therapeutic power, has been used popularly as in integrative practices due to its low toxicity
and a wide spectrum of action, but it has low solubility and bioavailability. For this study,
samples of red propolis extract (RPE) from “O Cortigo”, which is a botanical origin of
Dalbergia ecastaphyllum and Symphonia globulifera, from the mangrove region of the State of
Alagoas, were used with the intention of prepare and characterize nanocarriers using MCM-41.
The samples of MCM-41 and MCM-41 containing RPE (MCM-41/Pr) were characterized by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), low angle X-ray diffraction (DRX),
thermogravimetric analysis (TG), N. adsorption-desorption, scanning electron microscopy
(SEM) and by ultra-efficiency liquid chromatography with diode array detection (UPLC-DAD).
The release profile of RPE encapsulated in nanoparticles was evaluated in vitro assay in
phosphate buffer pH 5.5, 7.2, 7.4 and 7.6. Likewise, the in vitro test for antioxidant activity of
RPE and MCM-41/Pr was performed using 2,2-diphenyl-1-picrilhidrazil (DPPH) radical. In
vitro test of antibacterial activity by the well diffusion method was performed against
Staphylococcus aureus and MIC was determined against bacteria S. aureus, Enterococcus
faecalis and Escherichia coli. Cytotoxicity was evaluated in Vero E6 by the [3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium] (MTT) colorimetric assay method and antiviral
activity against Chikungunya virus in vitro, viral adsorption was performed for 2h on Vero E6
cells, followed by treatment with different concentrations. The MCM-41 and MCM-41/Pr
produced satisfactory results with particle size between 100 to 300 nm based on SEM
measurements and pore size of 3.63 nm based on N2 adsorption-desorption results. MCM-41
showed a large surface area (1289.97 m?.g™!) with a reduction of more than half after the
incorporation of RPE (549.23 m2.g™). In the results of low angle XRD confirmed the formation
of silica nanoparticles with hexagonal structure. From the analysis of FTIR and TG, the
incorporation of RPE into the mesoporous structure of silica can be observed with + 15%
efficiency. The following phenolic compounds were identified by UPLC-DAD: pinobanksine,
pinocembrine, daidzein, liquiritigenin, isoliquiritigenin, formononetine, biochanin A in MCM-
41/Pr maintaining the integrity of the constituents of red propolis and proving the efficiency of
encapsulation. Analyzes of antioxidant, antibacterial and antiviral activities confirm that their
pharmacological properties have been preserved. It is concluded that the particles of MCM-41
reached a nanometric scale, as the incorporation of RPE was achieved and MCM-41/Pr showed
to be able to maintain the antioxidant activity and to act against S. aureus, E. faecalis, E. coli
and the Chikungunya virus, enabling future production medication and/or cosmeceuticals to
revert some illnesses.

Keywords: Red propolis. Nanoparticles. Mesoporous silica. MEV. Biological activities.
Flavonoids
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com coluna de Fase Reversa (do
inglés: Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography)
Cromatografia de Camada Fina de Alta Eficiéncia com coluna de Fase
Reversa (do inglés: Reverse Phase High Performance Thin Layer
Chromatography)

Santa Barbara Amorphous N°15

Santa Barbara Amorphous N°16

Nanoparticulas de Silica

Microscopio de Corrente por Tunelamento (do inglés: Scanning Tunneling
Microscope)

Tetraetilortosilicato

Termogravimetria

Tetrametilortosilicato

Fator de Necrose Tumoral alfa (do inglés: Tumor Necrosis Factor alpha)
Tromboxano A

Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia com Detector de Arranjo de Diodo
(do inglés: Ultra Performance Liquid Chromatography with Diode Array
Detection)

Ultravioleta-visivel

Virus Sincicial Respiratério
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1 INTRODUCAO

A tecnologia resultante da manipulacdo e caracterizagdo de materiais em escala
nanométrica é definida como nanotecnologia, a qual vem impulsionando o crescimento
econdmico, tecnoldgico e cientifico em varios setores, tais como: computacional, energético,
ambiental, automobilistico, biomédico e outros (ZHANG, WANG et al., 2003; ROZ, LEITE et
al., 2015).

No setor biomédico, permite o desenvolvimento de materiais e equipamentos com a
finalidade de melhorar e aumentar a expectativa de vida (MITRAN, DEACONU et al., 2019).
A nanociéncia aplicada a area da medicina tem possibilitado a fabricacdo de uma variedade de
nanomateriais multifuncionais visando inumeras aplicacdes. Como relatado em estudos
anteriores, nanoparticulas de silica mesoporosa (MSNSs) estdo sendo usadas em varios setores
relevantes da biologia/nanomedicina, como imageamento celular (ZHAO, QIN et al., 2012),
diagnostico, bioandlise, entrega de drogas com baixa solubilidade e, consequentemente, baixa
biodisponibilidade visando minimizar os efeitos adversos e aumentar a eficacia dos
medicamentos (YANG, CHEN e SHI, 2019).

A MCM-41 é um tipo de MSNs que possui arranjo hexagonal uniforme de seus canais
mesoporosos unidimensionais, com didmetro na faixa de 2-50 nm de acordo com a
recomendacdo da IUPAC (SLOWING, VIVERO-ESCOTO et al., 2010; WU, MOU e LIN,
2013). As MCM-41 tém sido bastante utilizadas pois possuem 6timas vantagens como, alta area
de superficie (WU, MOU e LIN, 2013), elevada capacidade de funcionalizacdo (SAROJ e
RAJPUT, 2018; SZEGEDI, POPOVA et al., 2012; KERMANNEZHAD, CHERMAHINI et
al., 2016), tamanho de poro ajustavel que possibilita o carreamento de moléculas bioativas
conferindo estabilidade adicional protegendo-as contra degradacdo (POPOVA, SZEGEDI et
al., 2014) e excelente monodispersidade (TANG, LI e CHEN, 2012; LU, LIONG et al., 2010).
Além disso, as MSNs apresentam estabilidade quimica, térmica e alta biocompatibilidade (LV,
ZHANG et al., 2016; AZEVEDO, SILVA et al., 2018).

Dessa forma, esses nanomateriais podem ser um 6timo carreador para bioproduto que,
normalmente apresentam baixa biodisponibilidade devido a sua baixa solubilidade em agua e
que sdo facilmente oxidados, podendo ter sua vida Gtil aumentada pela protecdo que fornecem
(POPOVA, LAZAROVA et al., 2018).

O uso de plantas medicinais, produtos fitoterapicos e opoterdpicos vem atraindo

interesse da comunidade cientifica devido as evidéncias cientificas de suas propriedades
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farmacoldgicas benéficas como agente anti-inflamatorio, anticancer, antioxidante,
antibacteriano, antiviral e antifingico (WANG, ZHAO et al., 2015; YUAN, MA et al., 2016).

Dentre 0s opoterapicos encontra-se a propolis que é uma substancia resinosa complexa
produzida pelas abelhas (Apis mellifera) a partir de esxudatos coletados de diferentes partes das
plantas, as abelhas acrescentam, a essas substancias, secrec¢des salivares e enzimas dando como
produto final a propolis (DO NASCIMENTO, SILVA et al., 2016; CUI e DUKE, 2015). Este
produto é utilizado pelas abelhas em diferentes aplicacfes tais como barreira natural de protecao
contra insetos, microrganismos invasores e no reparo das colmeias (BANKOVA, DE CASTRO
e MARCUCCI, 2000; MARCUCCI, 1996)

A propolis vermelha do Brasil pode ser encontrada em diferentes estados litoraneos
brasileiros em regido de mangues como Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, entre outros.
Essa substancia apresenta diversas propriedades bioldgicas e sua composi¢do quimica sofre
influéncias das condi¢fes ambientais e da biodiversidade presente no local de coleta das abelhas
(PARK, IKEGAKI e DE ALENCAR, 2000).

Em geral, a literatura relata que a composi¢cdo quimica da prépolis consiste em
aproximadamente 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera e o restante de 6leos essenciais
e aromaticos, polen e outras substancias (TOMAZZOLI, ZEGGIO et al., 2020; DE VARGAS,
LOGUERCIO et al.,, 2004; DO NASCIMENTO, ARRUDA et al.,, 2019). Mais de 300
componentes foram relatados em amostras de propolis vermelha, as quais foram analisadas por
diversas técnicas (MARTINI, BARBOSA et al., 2017). A classe mais importante de compostos
farmacologicamente ativos na prépolis vermelha sdo flavonoides, isoflavonoides, acidos
fendlicos, terpenos, xantonas, propolonas e gutiferonas (MARTINI, BARBOSA et al., 2017;
DOS SANTOS, MUNARI et al., 2019; BANSKOTA, TEZUKA et al., 1998).

Esta composicdo rica em resinas e ceras faz da propolis uma substancia com baixa
solubilidade e, consequentemente, baixa biodisponibilidade e esta desvantagem pode ser
superada através de associa¢do a um sistema nanocarreador. Portanto, baseando nas vantagens
das nanoparticulas de silica e da propolis vermelha, esse trabalho, teve como objetivo sintetizar
e caracterizar nanoparticulas mesoporosas de silica do tipo MCM-41 carreadas com extrato de
propolis vermelha visando aumentar a disponibilidade e solubilidade da prépolis. Por fim,
foram avaliadas suas propriedades terapéuticas atraves de ensaios da atividade antioxidante,

antibacteriana e antiviral.
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2 REVISAO LITERARIA

2.1 Nanociéncia

O prefixo nano, de origem grega, significa “ando”, hoje vem sendo utilizada para
descrever escalas de comprimentos fisicos que representam um bilionésimo de um metro, ou
seja, 1 x 10° m (1 nm = 0,0000000001 m = 10 A) (ROZ, LEITE et al., 2015).

O termo nanociéncia se destacou em 1959 quando o professor fisico tedrico americano
Richard Feynman em uma palestra visionaria comtitulo “There is plenty of room at the bottom”
(H& muito espaco 14 embaixo) para a American Physical Society abordou pela primeira vez o
tema da nanociéncia quando previu a litografia por feixe de elétrons, técnica utilizada nos
tempos atuais para a produgao de chips de silicio. Assim como, também relatou a possibilidade
de construir circuitos em nanoescala, utilizados hoje na producdo de computadores (ROZ,
LEITE et al., 2015; POOLE JR. e OWENS, 2003).

Feynman também mencionou que seria possivel colocar todos os 24 volumes da
Enciclopédia Britanica na area da cabeca de um alfinete que teria 1/25.000 do seu tamanho
normal, no qual poderia ser lida com técnicas de uso comum. Com essa Vvisdo extraordinaria de
Feynman iniciou-se o estudo do entendimento da matéria em escala nanométrica (FEYNMAN,
2010).

A nanociéncia estuda, especificamente, a manipulacdo de materiais nanométricos e 0s
fendmenos que ocorrem nesses sistemas, nos quais ha caracteristicas fisico-quimicas que séo
Unicas aos materiais nessa escala, quando comparada aos mesmos materiais que se encontram
na escala microscopica ou macroscopica (BINNS, 2010).

Por exemplo, em um sistema nanométrico até 50% dos 4&tomos podem estar na superficie
da nanoestrutura. Quando se fala dos mesmos materiais em escala micrométrica ou
macromeétrica, as disposicGes dos atomos em sua superficie séo bem menores, de tal modo que
nos nanomateriais hd um aumento consideravel da area de superficie de contato com o meio
(LINDSAY, 2010). Zhang, Wang et al. (2003) afirmam que o0s materiais nanométricos
apresentam propriedades fisico-quimicas Unicas que podem estar em funcao do tamanho, forma
e estrutura cristalina desses materiais.

A alteracdo das propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas em comparacao com a
particula existente na escala usual em partes é explicada pela alteracdo da mecénica quéntica
da particula manipulada ao passo que quando ha alteracdo no tamanho da particula a distancia

dos elétrons positivos do nucleo também € alterada, trazendo enormes mudangas em suas
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propriedades mecanicas, elétricas, dpticas, entre outras (PRASAD e BANDYOPADHYAY,
2014).

Assim, a nanotecnologia permite a manipulacédo e ajustes finos nos materiais para obté-
los com as propriedades mecanicas, elétricas e Opticas desejadas, e entdo, permite o
desenvolvimento de materiais com propriedades Unicas que podem ser utilizados em diversas

areas.

2.2 Nanotecnologia

Em 1974, surgiu o termo nanotecnologia criado pelo japonés, entdo professor da Tokyo
Science University, Norio Taniguchi para definir a capacidade de se desenvolver e/ou manipular
a matéria em nanoescala (LINDSAY, 2010).

O Comité Técnico da Organizacdo Internacional de Padronizacdo (ISO-TC, do inglés
International Organization for Standardization — Technical Committee), com a proposta de
regulamentar, definiu o termo nanotecnologia em: “Compreensdao e controle da matéria e
processos em escala nanométrica, em geral (mas ndo exclusivamente) abaixo de 100 nm em
uma ou mais dimensdes, em que o aparecimento de fendmenos ligados ao tamanho geralmente
permite novas aplicagdes” (ROZ, LEITE et al., 2015; FAROKHZAD e LANGER, 2009).

Apesar do termo nanotecnologia ter surgido ha pouco mais de 50 anos, a existéncia dos
materiais nanomeétricos na natureza ocorrem desde que a vida apareceu na Terra, no entanto, o
conhecimento da capacidade de manipula-los e das suas diferentes propriedades fisico-
quimicas foi sendo ampliado gradativamente com o avanco da ciéncia e da tecnologia (ROZ,
LEITE et al., 2015).

Desde a Idade Média (século V — XV) a humanidade ja fazia uso de materiais em
nanoescala mesmo sem o conhecimento de sua existéncia e desconhecendo que as
caracteristicas fisicas dos materiais manipulados se davam pelo seu tamanho nanométrico.
Exemplo disso, é a producéo de vitrais realizada com compostos inorganicos moidos, como o
ouro (Au) e o cobre (Cu), antes de serem misturados a massa de vidro em fusdo, que resultava
em um p6 com particulas de diferentes tamanhos nanométricos. Essa mistura de tamanhos
resultava aos materiais uma variedade de cores (POOLE JR. e OWENS, 2003; ZHANG,
DASARI et al., 2015). Gustav Mie (1908) em seus estudos foi o primeiro a correlacionar a cor
dos vidros aos tamanhos e aos tipos de metais utilizados.

Outro exemplo da presenga de nanoparticulas encontra-se na tecnologia utilizada nas

fotografias entre o século XVIII e X1V, onde, de maneira geral, halogenetos de prata (Ag), em
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contato com a luz, decompunham-se formando nanoparticulas de Ag que, por conseguinte,
geravam a imagem (POOLE JR. e OWENS, 2003).

Foi devido ao desenvolvimento das técnicas que permitem visualizar os materiais em
escala reduzida que a nanotecnologia comecou a se desenvolver, mais precisamente em 1931
com o surgimento do microscopio eletrénico transmissdo (MET) apresentado pelo fisico Ernst
Ruska e seus colaboradores. Esse microscopio utiliza feixe de elétrons para resolucdo das
imagens, permitindo aumento de 300.000x ou mais para a maior parte dos materiais solidos e
resolucdo na ordem de 1 a 5 nm aproximadamente. Ap6s 55 anos Ernst Ruska recebeu o Prémio
Nobel de Fisica, em 1986. Apo6s 4 anos do surgimento do MET, M. Knoll descreveu a
concepcao do microscopio eletrénico de varredura (MEV), no qual foi construido pela primeira
vez em 1938 por von Ardenne adaptando bobinas de varredura ao MET (RAMSDEN, 2011;
Plataforma de Microscopia Eletronica, 2021).

No inicio da década de 1980 foi inventado o microscopio de tunelamento (STM) por
Gerd Binning e Heinrich Rohrer, os quais foram comtemplados com o Prémio Nobel de Fisica
em 1986. O STM permitiu a criacdo de imagem na escala nanométrica e a manipulacdo dos
atomos. No mesmo ano, surgiu 0 microscopico de forca atdmica (AFM), que permite que 0s
materiais isolantes possam ser resolvidos na escala atdmica e, dessa forma, o bioquimico Ned
Seeman, pode montar a molécula de DNA (LINDSAY, 2010).

Em 1990, D. M. Eigler e E. K. Schweizer fizeram deposicdo de atomos individuais de
xendnio (Xe) em uma placa metal de niquel (Ni), que foi previamente tratada com pulverizacGes
catddicas de ions-argbnio aquecidos utilizando uma pressdo parcial de oxigénio para remocao
dos carbonos da superficie para escrever as siglas IBM (International Business Machines)
usando o STM em um sistema de ultravacuo e uma temperatura muito baixa de 4K (-269°C)
(Figura 1) (EIGLER e SCHWEIZER, 1990).

Figura 1. Sequéncia de imagem do STM durante a deposi¢do de &tomos individuais de xendnio
(Xe) (com altura de 1,6 A, cada) em uma superficie de niquel (Ni). (A) superficie de Ni com os
atomos de Xe depositados. (B) — (F) processo de construcio das siglas IBM. Cada letra tem 50 A de
cima a baixo.
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Fonte: Eigler e Schweizer (1990).

Os nanotubos de carbono foram sintetizados pela primeira vez em 1991 por Sumio
lijima (Figura 2), usando um método semelhante ao utilizado na obtencédo do fulereno (I11JIMA,
1991). Dois anos depois lijima e Ichihashi cultivaram nanotubos de carbono de folha unica,

com 1,37 nm de didmetro como mostra a Figura 3 (I11JIMA e ICHIHASHI, 1993).

Figura 2. Microscopia eletrénica de transmissdo dos nanotubos de carbono grafitico. (A) nanotubo
contendo 5 folhas grafiticas, 6,7 nm de diametro; (B) Nanotubos com 2 folhas, 5,5 nm de didmetro; (C)
bo menor 2,2 nm).

Fonte: lijima (1991).
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Figura 3. Microscopia eletrénica de transmissao do nanotubo de carbono de folha Unica.

Fonte: lijima e Ichihashi (1993).

A nanotecnologia abrange as técnicas que permitem a producdo, caracterizacdo e
aplicacdo de estruturas, equipamentos e sistemas através do controle do tamanho e forma da
matéria na escala nanométrica. A producdo de materiais nessa escala vem impulsionando o
crescimento econdmico, tecnoldgico e cientifico em varios setores, tais como: setor
computacional, setores energéticos, ambientais, automobilisticos, biomédicos e outros (Figura

4) (ZHANG, WANG et al., 2003; ROZ, LEITE et al., 2015).

Figura 4. Areas de atuag&o e aplicagdo da nanotecnologia.
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A nanotecnologia aplicada na &rea eletronica permitiu o desenvolvimento de varios
materiais com habilidades mecénicas, topograficas e fisicas através da manufatura aditiva de
impressora 3D e 4D capaz de depositar sequenciamente jatos de diferentes tipos de tintas
condutoras, dielétricas ou semicodutoras em uma variedade de substratos como papel, vidro e
polimeros. As impressoras 4D com capacidade de ajustar o comportamento elétrico, mecanico
e de radiofrequéncia do material impresso permitiu desenvolver antenas reconfiguradas
inspiradas em orimagi, mais leves, compactas e com alta frequéncia que pode ser aplicada em
areas como aerondutica, biomedicina e estruturas mecénicas implantaveis (Figura 5) (EID,
HESTER et al., 2019).

Figura 5. Materiais produzidos utilizado a manufatura aditiva por impressoras 3D.

Prétese ortopédica feita
por impressao 3D

Pecas de reposicao
para trens da empresa
alema Deutsche Bahn

Carro produzido
inteiramente com pecas
impressas por uma
empresa chinesa

Orgio humano para
realizacdo de
transplante

Airbus padroniza em 2016
pecas impressas para o aviao
modelo A350 XWB

Fonte: Adaptado de Kettermann (2018); Cit (2018); Aeroin (2016) e Jr (2020).
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2.3 Nanobiotecnologia

Processos e manipulacdo da matéria em nivel molecular direcionados para a producgéo
de materiais, substancias e produtos aplicados a é&rea biolégica sdo chamados de
nanobiotecnologia (TOMAR, JYOTI e KAUSHIK, 2020).

Dispositivos e materiais biomédicos/farmacéuticos estdo sendo amplamente
desenvolvidos utilizando processos nanotecnolégicos em busca de novas ferramentas na area
de deteccdo e diagndstico, visando a melhoria na qualidade de vida da sociedade. Além disso,
desenvolver formas de tratamento mais eficaz, contribuirdo para o crescimento da expectativa
de vida (ZHANG, WANG et al., 2003; MITRAN, DEACONU et al., 2019).

Brusentsov, Nikitin et al. (2002), desenvolveram nanoparticulas magnéticas de ferrita
dextrana para o tratamento de tecidos tumorais por hipotermia em camundongos. Foi observado
que apds multiplas aplicacdes direcionadas ao tecido tumoral, seguido do tratamento com
campo magnético, podem alcancar a regressdo completa do tumor.

Segundo Farokhzad e Langer (2009) o primeiro trabalho utilizando sistema de liberacéo
controlada com polimeros para entrega de macromoléculas, foi descrito em 1976. No decorrer
dos anos, os sistemas foram sendo aprimorados, como exemplo, para ser responsivos a
modifica¢cdes do pH do meio desencadeando a liberagdo do principio ativo. Nos ultimos anos,
foram desenvolvidos muitos nanomateriais e nanodispositivos biomédicos, com a intencdo de
melhorar a biodisponibilidade dos medicamentos, que consiste na quantidade de principio ativo
que consegue atingir o sitio alvo e promover a acdo terapéutica. A0 aumentar a
biodisponibilidade dos medicamentos, consequentemente, reduz os efeitos colaterais, uma vez
que a dose necessaria para atingir o efeito desejado sera menor e tera entrega direcionada ao
sitio especifico (MAMAEVA, SAHLGREN e LINDEN, 2013).

Chen, Hu et al. (2020) produziram um sistema de entrega de farmaco direcionado
responsivo a reagdes redox. O sistema é composto de nanoparticulas de silica mesoporosas
(MSNs) com funcao de carrear a doxorrubicina (DOX), farmaco usual em terapias oncologicas
e anidrase carb6nica IX (CAIX), que é uma proteina transmembranaria de superficie celular,
com baixa expressdo em tecidos normais e alta expressdo em varios tumores sélidos. A
DOX@MSNs-CAIX foi injetada em camundongos com tumor mamario da linhagem 4T1 para
se avaliar o direcionamento e o efeito terapéutico. O efeito esperado foi alcancado onde
DOX@MSNs-CAIX apresentou maior interagdo com as células tumorais (4T1) em comparacao

as células sadias (Mef) e a DOX na forma livre e MSNs contendo apenas a DOX (Figura 6).
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Figura 6. Expressdo de CAIX e absorcdo celular em células 4T1 e Mef. (A) llustragdo de co-cultura
de células 4T1 e Mef com DOX@MSNs, DOX@MSNs-CAIX e DOX, respectivamente. Imagens de
Microscopia de varredura a laser confocal de células 4T1 e Mef cultivadas com (B) DOX@MSNs, (C)
DOX@MSNs-CAIX, (D) DOX. Azul: coloracdo do nucleo da célula por DAPI. Verde: MSNs-CAIX
rotulado por FITC. Vermelho: DOX.
Bl B oo 2 “ DOX@MSNs"
“DOX@ \i;ﬂ‘ls(‘Al.\'" or . Cell Nucleus  MSNs-FITC DOX Merged
“free DOX”

(€)
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Fonte: Chen, Hu et al. (2020).

“ DOX@MSNs-CAIX™

Vivero-Escoto, Huxford-Phillips e Lin (2012) relataram o uso de nanoparticulas de
silica funcionalizadas com corantes como agentes de contraste para imagens biomedicas e
aplicacOes teranosticas, que apresentam funcdo terapéutica e diagndstica. Nesse artigo de
revisao o0s autores mostram a biodistribuicdo por meio de imageamento Optico de trés amostras
de nanoparticulas de silica (OH-SiNPs, COOH-SINPs e PEG-SiNPs) dopadas com o fluoréforo
tris(2,2’-bipiridil)diclororutenio (11) (Ru(bpy)s**). Como o polimero, polietilenoglicol (PEG), é
amplamente utilizado para aumentar a biocompatibilidade e o tempo de circulacdo sanguinea
evitando a adsorcdo inespecifica de proteinas. O estudo mostrou que o PEG-SINPs exibiu um
tempo na circulacdo sistémica maior (tu2 = 180 + 40 min) e captacdo minima pelo sistema

macorfagocitico nos 6rgdos (Figura 7).
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Figura 7. Imageamento 6ptico in vivo da biodistribui¢do de SiNPs modificados injetados por via
intravenosa em diferentes pontos pos-injecdo: (a) imagem do abdémen e (b) imagem posterior.
(A) OH-SiINPs, (B) COOH-SiNPs, (C) PEG-SiINPs. As setas indicam a localiza¢do do rim (K), figado

(L) e bexiga urinéria (Ub).
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Fonte: Vivero-Escoto, Huxford-Phillips e Lin (2012).

Estudos realizados com nanomateriais biodegradaveis e biocompativeis como um
sistema de encapsulacdo para extratos de plantas medicinais foram propostos com o objetivo
de vencer a baixa biodisponibilidade que as substancias bioativas presentes nos produtos
vegetais normalmente apresentam (JAIN e CHELLA, 2020). Como exemplo, tem-se 0s
flavonoides, terpenoides e taninos, que apesar de apresentarem alta solubilidade em agua
possuem baixa permeabilidade em membrana lipidica. Desta forma, a nanoestrutura foi
proposta ndo apenas como melhoria da disponibiliza¢éo do bioativo para a células, mas também
como estabilidade do produto vegetal e como estratégia de entrega ao sitio-alvo especifico, pela
possibilidade de funcionalizacdo das estruturas nanométricas utilizadas. Os estudos apontaram
gue os extratos vegetais apresentaram melhores respostas quando associados as nanoparticulas
do que na forma livre (BONIFACIO, DA SILVA et al., 2014).

Outro estudo foi realizado em 2008 com extrato de curcuma (Curcuma longa) em um
sistema nanométrico de polietilenoglicol, também com a finalidade de aumentar a
biodisponibilidade da curcumina, visto que apresenta boas a¢des bioldgicas, mas possui baixa
biodisponibilidade ap6s a administracdo oral. Este estudo mostrou que pacientes tinham que
ingerir, por via oral, 8000 mg de curcumina por dia, para atingir niveis sistémicos detectaveis,

quantidade muito elevada com baixa aceitagdo terapéutica. Com o intuito de desenvolver um
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medicamento parenteral com a curcumina, aproveitando a sua capacidade terapéutica
anticancerigena, foi desenvolvido um sistema com nanoparticulas poliméricas e avaliadas
contra células humanas de cancer pancreatico o qual apresentou um efeito um pouco mais
elevado que o da prépolis na sua forma livre (BISHT, FELDMANN et al., 2007).

Uma pesquisa também objetivando otimizar a biodisponibilizagdo dos bioativos
presentes na prépolis foi realizada pela encapsulacao do extrato de prépolis de dlamo (Populus
sp.) da Bulgéria em MSNs do tipo MCM-41 e SBA-15 funcionalizadas com nanoparticulas de
prata. O sistema nanocarreador possibilitou uma potencializagdo das atividades bioldgicas ndo
sO pelo melhoramento da biodisponibilizacdo da prépolis como também por um efeito sinérgico
das propriedades terapéuticas da prépolis com o poder antimicrobiano da nanoparticula de prata
(POPOVA, LAZAROVA et al., 2018).

As MSNs vém sendo utilizadas extensivamente em varias areas de pesquisas, desde as
areas da tecnologia de sensores, sistemas adsorptivos, cataliticos como também nas areas
biomédicas e farmacéuticas. Estes materiais possuem a grande vantagem de ser biocompativeis,
possibilitando o desenvolvimento de farmacos usando esse material em sua formulacgéo e,
também, por apresentarem grande area superficial (em torno de 1000 m?.g™) permitindo carrear
além da substancia biologicamente ativa como também funcionalizar materiais que direcionem
o farmaco para o sitio de acdo desejado e/ou com materiais luminescentes que ajudem a
detectar, por exemplo, células tumorais e assim tendo além da acdo terapéutica, a acdo de
diagnostico, que sdo os materiais chamados de teranosticos. Em 2011, esses materiais foram
aprovados para ensaios clinicos em humanos na fase | do desenvolvimento de medicamentos
ou materiais com funcdes fisioldgicas pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos, por apresentarem biocompatibilidade (FROBA, HOFFMANN et al., 2006; DA SILVA,
2015; MITRAN, DEACONU et al., 2019; BAEZA e VALLET-REGI, 2018).

2.3.1 Nanoparticulas de silica mesoporosas (MSNS)

As MSNs sdo sdlidas, porosas, formadas a partir de silicato ou de aluminossilicato.
Desenvolvidos pela primeira vez pela equipe de pesquisa da Mobil Oil Corporation — Mobil
Research and Development Corporation em 1992, denominados M41S (do inglés, Mobil 41
Synthesis). Apresentam sistema de poros bem ordenados com distribuicdo bem definida, séo
materiais amorfos com tamanho de poro entre 2 — 10 nm. Os M41S sdo classificados de acordo

com o arranjo dos poros na estrutura, que podem ser hexagonais, sdo as chamadas de MCM-41
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(grupo espacial ppmm), arranjo cubico, que sdo as MCM-48 (la3°d) e as de estrutura laminares,
chamadas de MCM-50 (p2) (Figura 8). A sigla MCM ¢ proveniente da Mobil Composition of
Matter (FROBA, HOFFMANN et al., 2006; DA SILVA, 2015).

Figura 8. Representacéo das estruturas de MCM-41 (a), MCM-48 (b) e MCM-50 (c).

Fonte: Froba, Hoffmann et al. (2006).

Outro grupo de pesquisa da Universidade da California também desenvolveu
nanoparticulas de silica mesoporosas, que sdo denominados de SBA-n, sigla referente a cidade
Santa Béarbara, EUA, onde a SBA-15 possui estrutura hexagonal, equivalente a estrutura da
MCM-41, porém, esta apresenta tamanhos de poros menores que as da SBA-15. O mesmo
grupo de pesquisa também desenvolveu a SBA-16 com estrutura cubica, equivalente a MCM-
48. O tamanho de poros dessas nanoparticulas estdo na faixa de 2 — 30 nm. Diferem das M41S
pois sua sintese além de ocorrer em pH acido também utiliza um copolimero tribloco como
modelo para direcionamento da sua estrutura (DA SILVA, 2015).

Segundo as definicbes da IUPAC os materiais sdo classificados como materiais
Mesoporosos por apresentarem didmetros de poro entre 20 a 500 A (2 a 50 nm). Materiais que
apresentam tamanhos de poro menores que 2 nm sdo classificados como materiais
microporosos, e como exemplo tem-se as zeolitas, enquanto 0s materiais macroporosos sao
aqueles que possuem diametro dos poros maior que 50 nm, exemplo destes sdo as ceramicas.
Os poros desses materiais s&éo monodispersos, ou seja, apresentam, aproximadamente, 0 mesmo
tamanho por toda a estrutura. Além disso, sao facilmente ajustaveis com pequenas alteracdes
nos parametros de seus processos de sintese (MITRAN, DEACONU et al., 2019).

Os materiais mesoporosos sao sintetizados de maneira semelhante as zedlitas, porém,
por esses apresentarem tamanhos de poros maiores e, dessa forma, possibilitarem a adsorcao
de moléculas mais volumosas na sua estrutura interna sdo bastante aplicados como carreadores
de produtos terapéuticos (DA SILVA, 2015).

As nanoparticulas de silica mesoporosas tém sido bastante empregadas em aplicacdes
biomédicas também pela sua capacidade de multifuncionalidade explorando a capacidade

destes materiais tanto como sistema de entrega de f&rmacos como diagnosticos de doengas (LI,
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BARNES et al., 2012). Uma das grandes dificuldades do desenvolvimento de nanocarreadores
para entrega de farmacos é a capacidade de encapsular o bioativo em uma quantidade suficiente
para obter uma liberacdo ativa, outro ponto é conseguir levar o nanocarreador ao local de acdo
desejado frente as dificuldades de multiplas barreiras fisiologicas in vivo (TANG, LI e CHEN,
2012), tais como proteinas que formam uma espécie de coroa envolta da nanoparticula quando
esta é fornecida por aplicacéo sistémica (BAEZA e VALLET-REGI, 2018).

Também deve ser levada em consideracdo a toxicidade dos nanomateriais, que deve
estar bem estabelecida para garantir seguranca a saude humana. E ainda, deve-se avaliar a
viabilidade econémica e a producdo em grande escala (TANG, LI e CHEN, 2012). Dessa forma,
as nanoparticulas de silicas mesoporosas podem ser uma 6tima escolha devido as suas
vantagens de multifuncionalizacdo, grande area superficial, simples producéo, escalonaveis e
economicamente viaveis (BAEZA e VALLET-REGI, 2018; FARJADIAN, ROOINTAN et al.,
2019).

A biodegradabilidade das MSNs & maior que as das particulas ndo porosas, devido a
maior area superficial apresentada que proporciona um aumento do contato com 0 meio
biologico tanto pela face externa como na parte interna e, entdo, a boa disperséo coloidal facilita
a deterioracdo do material (MITRAN, DEACONU et al., 2019) sendo acelerada ou retardada
através da funcionalizacdo destas particulas (BAEZA e VALLET-REGI, 2018). A degradac&o
das MSNs é considerada relativamente rapida, tendo como principal produto o acido silicico,
um composto ndo toxico (BAEZA e VALLET-REGI, 2018).

Para que as MSNs sejam carreadoras ideais para medicamentos, 0s tamanhos de
particulas precisam ser uniformes, o volume de poros deve ser grande tal qual o seu diametro
deve ser do tamanho adequado aquele da particula que deseja ser carreada. Esses parametros
sdo ajustados durante o processo de sintese (NARAYAN, NAYAK et al., 2018).

2.3.2 Sintese de nanoparticulas de silica mesoporosas do tipo MCM-41

O método de obtencdo das MSNs é conhecido como método Stdber, que foi o pioneiro
no desenvolvimento de reacdes para a producao de particulas esféricas de silica em tamanhos
micrométricos. Com o avango dos estudos nessa linha de materiais foram feitas algumas
modificacdes nos parametros utilizados por Stéber adaptando-o para atingir modelos diferentes
e com tamanhos menores de particulas, monodispersas e ordenadas. A sintese das MSNs pode
ser realizada em meio acido, basico ou neutro, esse é um dos parametros que influenciam na
forma geométrica das particulas (NARAY AN, NAYAK et al., 2018; SAROJ e RAJPUT, 2018).
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A sintese do grupo de materiais M41S ocorre em meio aquoso de pH alcalino (pH > 8).
O modelo esférico de MCM-41 foi produzido pela primeira vez por Grun e colaboradores apds
realizarem modificacdo no processo de sintese pela introducdo do surfactante catidnico,
brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB), como o agente direcionador de estrutura
(NARAYAN, NAYAK et al., 2018).

A sintese ocorre tipicamente pelo método de sol-gel, a baixas temperaturas, envolvendo
a hidrolise [eq. (1)] e a condensacdo [eg. (2)] de um precursor de silica na forma liquida
(SALVIANO, 2017; GAN, ZHU et al., 2015). Utilizando-se um surfactante como agente
direcionador da estrutura e um precursor da silica, tal como tetraetilortossilicato (TEOS) e
tetrametilortossilicato (TMOS) (FROBA, HOFFMANN et al., 2006).

= Si — OR + H,0 > = Si — OH + ROH (1)

=Si—-OH+HO-Si=->=S8i—0-Si=+H,0 (2)

As MSNs do tipo MCM-41 geralmente séo sintetizadas usando um surfactante catiénico
de cetiltrimetilaménio (CTA") como o agente direcionador de estrutura e em meio alcalino para
o favorecimento da formacgéo de estruturas esféricas. Esse sistema permite que o surfactante
catibnico forme micelas carregadas positivamente e, dessa forma, interagem eletrostaticamente
com a carga negativa da estrutura inorganica, neste caso o silicato (Figura 9) (MITRAN,
DEACONU et al.,, 2019). Em &gua, acima da concentragdo micelar critica (CMC) os
surfactantes formam micelas, onde a fracdo hidrofobica (cauda) se orienta para o lado interno

da micela e a fracdo hidrofilica (cabeca) forma a parte externa (SALVIANO, 2017).
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Figura 9. Mecanismo de formacéo da nanoparticula de silica mesoporosa do tipo MCM-41.

%
(oA
) i) %p
& . ‘o
o ‘?76 %
S . G
43 <
4‘0 o(\fp @
S MSN (MCM-41)

Moléculas do
surfactante
Mesoestrutura solida
com surfactante

Automontagem das
micelas em uma
estrutura hexagonal

+ E o ’
L :
o TEOS :
+ Calaﬂsad(), A :‘E;_’.

Hidrolise e condensacdo
da silica envolta das
micelas de surfactante

Fonte: Adaptada de Narayan, Nayak et al. (2018); Forba, Hoffmann et al. (2006).

A formacéo e a forma estrutural dos poros, como dimensdo, geometria depende da
formacdo das micelas e da interacdo eletrostatica entre estas e as estruturas inorganicas,
permitindo a automontagem (ZHANG, WANG et al., 2003; FROBA, HOFFMANN et al.,
2006). O tamanho dos poros é desenhado pelo tamanho da molécula do surfactante utilizado,
sendo esse maior, consequentemente, 0s poros que serdo formados terdo tamanhos maiores
quando comparados aos poros formados com surfactantes que apresentam cadeias mais curtas
(ZHANG, WANG et al., 2003). A razdo molar entre o surfactante e o precursor de silica
influencia no tamanho das particulas e na estabilidade da solucédo coloidal (WU, MOU e LIN,
2013; GAN, ZHU et al., 2015).

A fonte de silica é a unidade de construgédo da estrutura solida da MCM-41, formando
como se fosse uma espécie de casca envolta das micelas de surfactante que, apds a
automontagem, assume um arranjo hexagonal (LI, BARNES et al., 2012). A Gltima etapa para
a obtencdo da MCM-41 é a remoc¢do do surfactante, que normalmente ocorre por meio de
calcinagéo ou por extracéo acida (Figura 9) (FROBA, HOFFMANN et al., 2006; WU, MOU e
LIN, 2013).

Uma das vantagens dessa técnica é a possibilidade de sintetizar uma grande variedade

de materiais porosos, bem como controlar tamanho e distribuicdo de tamanho de poros, em
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funcéo dos parametros da sintese, como variagio do pH (FROBA, HOFFMANN et al., 2006),
temperatura, solvente, tipo de surfactante (LI, BARNES et al, 2012), entre outros
(SALVIANO, 2017).

2.4 Propolis

A propolis (origem grega, pro = em defesa de e polis = cidade ou comunidade) é uma
substancia resinosa, de mistura complexa, produzida por abelhas. Através da coleta de
exsudatos de plantas ou parte da planta como folhas, frutos, brotos ou cascas, as abelhas levam
esse material em suas patas traseiras, especificamente nas corbiculas, até a colmeia, onde
enriquecerdo esse material com componentes das proprias secrecdes salivares, enzimas,
resultando na formacdo da propolis como produto final (FREIRES, DE ALENCAR e
ROSALEN, 2016; BREYER, 1980).

As abelhas utilizam a propolis para proteger a colmeia contra microrganismos e insetos
invasores, para mumificar insetos que por ventura adentrem na colmeia, evitando a
decomposicdo e contaminagdo do meio. Também utilizam-na para isolamento térmico,
umidade e vento, para reparar a estrutura fisica quando ocorrem danos internos ou externos e
preparar um local asséptico para a postura da abelha rainha (BREYER, 1980; CASTALDO e
CAPASSO, 2002; ANDRADE, DENADAI et al., 2017).

Esse produto natural vem sendo utilizado pela humanidade de diversas formas desde
antes de Cristo. Data-se, aproximadamente no ano 300 a.C., que os egipcios utilizavam a
propolis para a conservacao dos corpos no processo de mumificacdo e os sacerdotes daquela
época ja tinham o conhecimento do seu poder curativo, utilizando-a na medicina popular
(FREIRES, DE ALENCAR e ROSALEN, 2016; BANSKOTA, TEZUKA et al.,, 1998;
LUSTOSA, GALINDO et al., 2008).

Na Grécia e em Roma, médicos como Aristoteles, Plinio e Galeno conheciam as
propriedades cicatrizantes e antissépticas dessa substancia. Enquanto que os Incas, tinham o
conhecimento do seu poder antipirético (CASTALDO e CAPASSO, 2002; SFORCIN e
BANKOVA, 2011; MOREIRA, DIAS et al., 2011).

Na Franca, tem registro literarios do termo propolis, datados do século XVI.
Posteriormente, no século subsequente, a propolis entrou para a lista oficial de substancias
medicamentosas da Farmacopeia de Londres e a partir de entdo comecou a ficar conhecida por

toda Europa por sua atividade antibacteriana. Mais recentemente, em algumas guerras como na
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Segunda Guerra Mundial (1939 — 1945) foi utilizada pelo seu poder cicatrizante (CASTALDO
e CAPASSO, 2002; MARCUCCI, 1996).

Desde essa época, 0s estudos relacionados a essa substancia foram crescendo com o
objetivo de aumentar o conhecimento da relagdo entre o amplo espectro de acdo e sua
composi¢do quimica. Recentemente, varios produtos vém sendo desenvolvidos em diversos
setores industriais como biomeédicos, alimentos e bebidas, cosméticos e produtos odontoldgicos
como enxaguantes e cremes bucais (FREIRES, DE ALENCAR e ROSALEN, 2016;
AZEVEDO, SILVA et al., 2018). No Brasil, os estudos com a propolis datam da década de
1980 quando foi lancado o livro "Abelhas e salde" da autoria de Ernesto Ulrich Breyer
relatando a utilizacdo da propolis como antibiotico natural (LUSTOSA, GALINDO et al.,
2008).

A partir de alguns desses estudos foi descoberto que existem tipos diferentes de propolis
classificadas segundo sua composicdo quimica, que variam devido a alguns fatores ligados a
coleta das abelhas, tais como: origem geografica, propriedades fisico-quimicas do local de
coleta, sazonalidade e origem botanica (BANKOVA, DE CASTRO e MARCUCCI, 2000).

No Brasil, se conhece alguns tipos de propolis classificadas a partir de trés fatores:
origem boténica, coloracdo e origem geografica como mostra na (Tabela 1). (TRUSHEVA,
POPOVA et al., 2006; SILVA, ROSALEN et al., 2008; DAUGSCH, MORAES et al., 2008).

Tabela 1. Tipos de propolis brasileira.
Propolis encontradas no Brasil

Origem boténica Nome popular Cor Orlgem_da
prépolis
Populus sp Alamo, choupo Marrom Regido Sul
Baccharis . Regido
dracunculifolia Alecrim do campo Verde Sudeste
Rabo de bugio, marmelo do x
D. ecastaphyllum o . Regido
mangue, feijdo de guaiamum Vermelha
. . Nordeste
S. globulifera Anani,

Fonte: Adaptada de Park, lkegaki e de Alencar (2000); Vasconcelos, Costa et al. (2014); Jonh (2016); Ccana-
Ccapatinta, Mejia et al. (2020).

A variedade de prépolis no Brasil se d& devido a sua biodiversidade, pois é sabido que
a variacdo das condicdes climaticas na regido de coleta, a parte da planta onde a substancia é
coletada e a origem boténica influenciam na sua composi¢do quimica e, consequentemente, na

sua propriedade medicamentosa. Essa variedade desperta o interesse em estudos relacionados
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as propriedades farmacoldgicas e sua origem, ajudando a classificar as substancias majoritarias
presentes em cada tipo de propolis (TRUSHEVA, POPOVA et al., 2006).

2.5 Propodlis vermelha

A propolis vermelha pode ser encontrada na regido de mangues, como ja foi
mencionando anteriormente, lagoas, rios e praias do Nordeste do Brasil, especificamente na
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco e Paraiba. As abelhas desta regido coletam o exsudato
resinoso avermelhado liberado pela seiva da planta de origem botanica Dalbergia
ecastaphyllum (L) Taub. (Leguminosae), popularmente conhecida como rabo de bugio e a seiva
da Symphonia globulifera L.f. (Clusiaceae), onde sdo encontradas as benzofenonas
polipreniladas (gutiferona E) e produzem um material resinoso de cor vermelha como mostrado
na Figura 10 (DAUGSCH, MORAES et al., 2008; CAVENDISH, SANTOS et al., 2015
(CCANA-CCAPATINTA, MEJIA et al., 2020).

Figura 10. Vegetacéo de origem da prépolis vermelha. (A) D. ecastaphyllum; (B) S. globulifera;
(C) propolis vermelha na colmeia, (D) prépolis vermelha nos coletores e (E) prépolis vermelha
coletada.

Fonte: Adaptada de Programa Arboretum (2019), Beeva Brazil (2021).

Esse tipo de propolis tem despertado interesse dos pesquisadores tanto pela pigmentacéo

diferenciada das demais ja estudadas, quanto pela semelhanca com a préopolis vermelha de
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Cuba, que possui isoflavonoides em sua composicdo quimica (DAUGSCH, MORAES et al.,
2008) e da Venezuela, que apresenta benzofenonas preniladas (TRUSHEVA, POPOVA et al.,
2004).

A propolis vermelha de Cuba e da Venezuela s&o originadas a partir da coleta de
exsudatos da Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata, respectivamente, pertencentes a familia,
Clusiaceae (TRUSHEVA, POPOVA et al., 2006). Trusheva, Popova et al. (2004), apos realizar
estudo com extrato etandlico da propolis venezuelana em HPLC, notaram que esta possui
benzofenonas poli-isopreniladas que podem ser encontradas também na resina floral do género
Clusia, confirmando sua origem botanica. Nesse estudo, 0s autores conseguiram isolar 5
benzofenonas, dentre elas encontram-se majoritariamante, a scrobiculatona A e a

scrobiculatona B (Figura 11).

Figura 11. Estrutura molecular da (1) scrobiculatona A e da (2) scrobiculatona B.

Fonte: Trusheva, Popova et al. (2004).

Além disso, também realizaram estudos da atividade antimicrobiana do extrato e da
mistura dessas substancias isoladas (1+2) contra Staphylococcus aureus, demonstrando que o
extrato apresentou maior atividade antimicrobiana quando comparado com a mistura, mas que
a mistura também demonstrou resultado satifatério. Para a acdo redutora de radicais livres, a
mistura das substancias isoladas apresentou reducéo de apenas 10% contra 62% de atividade

do extrato.
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Em estudos realizados com a propolis cubana, também foram encontradas algumas
benzofenonas poli-isopreniladas, prioritariamente, a nemorosona e em quantidades menores,
uma mistura de xantoquimol e gutiferona E (Figura 12), que apresentaram resultados positivos
para atividade antioxidante e reducdo da atividade citotoxica de células cancerosas (CUESTA-
RUBIO, FRONTANA-URIBE et al., 2002).

Figura 12. Estrutura molecular da (1a e 1b) nemorosonas, (2) xantoquimol e (3) gutiferona E.
HsC

CHg

la: R= OH 1b: R=OH

Fonte: Adaptado de Cuesta-Rubio, Frontana-Uribe et al. (2002).

Estudos com UV-Vis, GC-MS e HPLC mostraram que a prépolis vermelha do Brasil,
também produzida pelas abelhas Apis mellifera, apresenta origem botanica diferente da prépolis
encontrada em Cuba e na Venezuela, pois esta mostrou uma composi¢cdo quimica mais rica em
isoflavonoides que as demais. Esses isoflavonoides encontrados na composi¢do quimica da

propolis vermelha do Brasil ainda ndo tinham sido indentificados em nenhum outro tipo de
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prépolis, 0 que despertou o interesse para estudos comparativos da composicdo quimica desta
prépolis e da vegetacdo, em busca da possivel origem boténica do material coletado pelas
abelhas para produzi-la (TRUSHEVA, POPOVA et al., 2006).

Sabe-se que os isoflvonoides ocorrem quase que exclusivamente na familia
Leguminosae e a busca, entdo, se deu em torno da vegetacdo a qual pertence essa familia
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2003; DAUGSCH, MORAES et al., 2008). No ano de 2007
dois trabalhos foram realizados com o objetivo de estabelecer a origem boténica da propolis
vermelha. Em um dos trabalhos realizados por Daugsch, Moraes et al. (2008) observaram que
as abelhas faziam coleta principalmente dos exsudatos vermelho de ramos da D. ecastaphyllum,
dos quais fizeram coleta para anélise comparativa com o extrato da prépolis. Os cromatogramas
realizados por RP-HPTLC e RP-HPLC da propolis e do exudato da D. ecastaphyllum
mostraram o mesmo perfil qualitativo e quantitativamente de flavonoides e outros compostos
quimicos, como os isoflavonoides, daidzeina, formononetina e biochanina A.

O segundo trabalho realizado por Silva e colaboradores (2008), também com o mesmo
objetivo, relatou os resultados de analises de composi¢cdes quimicas de 20 tipos de plantas
retiradas da regido de mangue do Estado de Alagoas, na cidade de Marechal Deodoro, para fins
comparativos com as substancias quimicas presentes no extrato da prépolis vermelha, essa
analise foi realizada por UV-Vis, RP-HPTLC, RP-HPLC e GC-MS quando foi possivel
indentificar que sua origem botanica principal é a D. ecastaphyllum.

No ano de 2020 um grupo de pesquisa realizou um estudo avaliando a origem das
benzofenonas polipreniladas presentes na prépolis vermelha que até entdo ndo se conhecia a
sua origem botéanica. A partir de analises fitoquimicas e cormatograficas confirmou-se que as
substancias liquiritigenina, isoliquiritigenina, formononetina, vestitol, neovestitol, medicarpina
e 7-o-neovestitol sdo provenientes da D. ecastaphyllum e as benzofenonas polipreniladas
(gutiferona E, oblongifonila B) e os triterpenoides (amirina e glutinol) sdo derivadas da S.
globulifera (CCANA-CCAPATINTA, MEJIA et al., 2020).

2.6 Metabdlitos secundarios

O metabolismo vegetal é dividido em metabolismo primario e secundario. O
metabolismo priméario é conjunto de reacdes quimicas (sintese, conversdo ou degradacdo) que
ocorrem intermitentemente nas células de todos os seres vivos a partir de substancias comuns
a todos, como agUcares, acidos graxos, aminoacidos e nucleotideos, para formar substancias

mais complexas que sdo essenciais a vida. Essas reacdes de sintese, conversdo e degradacao
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séo realizadas para produzir energia, poder redutor, a partir de reacdes de oxido-reducdo dos
compostos organicos, e as macromoléculas, como os carboidratos, proteinas, lipideos e acidos
nucléicos. As vias metabolicas que envolvem a formacdo dessas macromoléculas sdo
conhecidas como glicdlise e ciclo do cido carboxilico, também conhecido como ciclo de Krebs
(MEYER, REZENDE et al., 2012; DA SILVA e CABRAL, 2017; DOS SANTOS, 2003; DE
REZENDE, ROSADO et al., 2016).

No metabolismo secundario as substancias produzidas ndo sdo essenciais de forma
direta para a manuten¢do da vida do organismo produtor, portanto, ndo estdo envolvidas no
processo de gerar energia e/ou na constituicdo do protoplasma. Assim como, ndo estdo
distribuidas para todas as plantas de forma ubiqua, dessa forma, expressam a individualidade
de familias, géneros e, até mesmo, de espécies. Os metabdlitos secundarios sdo importantes
para 0s organismos que as produzem por darem a eles prote¢édo contra os ataques de herbivoros,
patogenos, alelopatia, protegem contra radiacdo UV e poluigdo, atraem polinizadores e
dispersores, portanto, sdo substancias importantes para a sobrevida e perpetuacdo das espécies
no ecossistema. Acredita-se que os metabolismos secundérios talvez sejam ativados apenas em
alguns estagios do crescimento e desenvolvimento ou durante alguma situacéo de estresse (DOS
SANTOS, 2003; MEYER, REZENDE et al., 2012; DA SILVA e CABRAL, 2017; DE
REZENDE, ROSADO et al., 2016).

A quantidade de metabolitos secundarios identificados em espécies de angiospermas ja
passa de 50 mil. Eles sdo substancias consideradas principios ativos existentes em plantas, ou
seja, sdo as substancias medicamentosas encontradas nas plantas, porém, dependendo da
quantidade administrada pode causar efeito toxico ao invés de terapéutico (DOS SANTOS,
2003; DA SILVA e CABRAL, 2017; DE REZENDE, ROSADO et al., 2016).

A Figura 13 mostra a origem dos metabdlitos secundarios, resumidamente, partindo do
metabolismo da glicose, sendo o acido chiquimico e o acetato os dois principais intermediarios
(DOS SANTOS, 2003). Existem quatro rotas biossintéticas para a formagdo dos metabolitos
secundarios: 1. rota do acetato malonato; 2. rota do &cido mevalonico; 3. rota do metileritritol
fosfato; e 4. rota do &cido chiquimico (DE REZENDE, ROSADO et al., 2016).
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Figura 13. Rotas biossintéticas dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: dos Santos (2003).

O é&cido chiguimico é originario de uma reacdo de condensacdo alddlica entre dois
metabolitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato. Esse pode ser metabolizado
em acido galico e &cido corismico, que se tornam acidos ionizados no pH das células da planta
(DOS SANTOS, 2003).

2.7 Composicao quimica da propolis

Sabe-se que a composicao quimica da propolis apresenta mudancgas de um tipo para o
outro, ou do mesmo tipo, sendo coletadas em épocas do ano diferentes. No primeiro caso, ocorre
devido a variabilidade da vegetacdo na qual as abelhas coletam o material (metabdlitos
secundarios) para sua producdo e, no segundo caso, devido a sazonalidade na regido em que a
vegetacdo se desenvolve no decorrer do ano. Essa dependéncia do clima e da vegetacdo local
promove uma diversidade acentuada dos metabdlitos secundarios disponiveis, principalmente
em regides tropicais e com uma grande biodiversidade, como é o caso do Brasil (LOPEZ,
SCHMIDT et al., 2014; PICCINELLI, LOTTI et al., 2011; CABRAL, OLDONI et al., 2009).
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Na composicao geral da propolis, encontra-se, aproximadamente, 50% de resinas, 30%

de ceras e o restante de 6leos essenciais, pdlen e outros compostos organicos (Figura 14). Varios

componentes podem ser encontrados em todos 0s tipos de prépolis, tais como:

Hidrocarbonetos superiores;

Alcoois;

Acidos alifaticos e seus ésteres derivados;
Acidos aromaticos e seus ésteres aromaticos derivados:

Acidos graxos superiores tipicos de ceras e seus ésteres;

Aldeidos;

Cetonas;

Flavonas e flavonois;
Flavanonas;

Chalconas e diidrochalconas;
Terpendides e sesquiterpendides;
Esteroides;

Aminoéacidos;

Acucares;

Lignanas;

Vitaminas e minerais.

Porém, existe uma parcela de substancias que depende da vegetacdo de origem, sazonalidade e
parte da planta que o material foi coletado (DE VARGAS, LOGUERCIO et al., 2004;
TOMAZZOLI, ZEGGIO et al., 2020; DO NASCIMENTO, ARRUDA et al., 2019;
PAGANOTTI, 2013).
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Figura 14. Composi¢ao da Propolis
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Fonte: Przybytek e Karpinski (2019).

Segundo Paganotti (2013), amostras das propolis encontradas na Europa e na China,
apresentam tipos variados de flavonoides e acidos fendlicos, enquanto que as coletadas em
terrenos brasileiros tiveram maiores quantidades de terpendides e derivados prenilados de acido
p-cumarico. O mesmo também relata, que em zonas temperadas as substancias majoritarias com
propriedades bioldgicas presentes na prépolis sdo os polifenois: flavonoides, acidos fendlicos
e seus ésteres. Nessa regido a propolis possui maior teor de flavonoides do que a propolis de
zonas tropicais, que por sua vez apresentam maiores quantidades de outros compostos
fendlicos, como os fenilpropandides prenilados, encontrados na propolis do Brasil e as
benzofenonas poli-isopreniladas, encontradas nas amostras de Cuba.

Estudos vém sendo desenvolvidos ha pelo menos 20 anos para se obter maior
conhecimento da composi¢do quimica da propolis produzida no Brasil. Aproximadamente 300
componentes ja foram identificados até agora, em amostras de diferentes tipos de propolis,
dentre os quais estdo os acidos graxos, acidos fenolicos, ésteres fendlicos, terpenos, s-esterdis,
aldeidos aromaticos, alcoois, sesquiterpenos e naftalenos (MARTINI, BARBOSA et al., 2017).

Park et al. (2002) analisaram extratos etandlicos de trés tipos de prépolis encontradas
no Brasil, que se diferenciam quanto a coloracao da propolis, regido que é encontrada e quanto
a origem botanica. A regido em que cada propolis foi coletada foi Sul, Sudeste e Nordeste,
sendo elas marrom, verde e vermelha, respectivamente. A origem boténica foi detectada para



41

cada uma dessas propolis através de analises realizadas por espectroscopia UV e cromatografias
RP-HPTLC, RP-HPLC e GC-MS.

Com os resultados desse e de outros estudos constatou-se que a propolis brasileira
apresenta os compostos fenolicos derivados do &cido cindmico (acido diidrocindmico, acido
artepilina, &cido p-cumarico, &cido ferulico e éacido caféico), inclusive derivados mono e
diprenilados do &cido p-cumarico, sdo 0s seus constituintes principais, ao lado de benzopiranos,
flavanonas preniladas, benzofenona, triterpendides (cicloartano, alcanoatos de lupeol, acido
morbnico e 3p-acetato de bauerenol) e epdxidos de naftoquinonas (MARCUCCI,
RODRIGUEZ et al., 1998; TAZAWA, WARASHINA et al., 1998; TAZAWA, TSUTOMU e
NORO, 1999; BANKOVA, DE CASTRO e MARCUCCI, 2000; PARK, PAREDES-
GUZMAN et al., 2004; PAGANOTTI, 2013; DE LIMA, 2018).

2.7.1 Composigédo quimica da propolis vermelha

A propolis vermelha encontrada no estado de Alagoas é caracterizada quimicamente
pela presenca de terpenos, flavonoides, isoflavonoides, &cidos arométicos e acidos graxos
(RUFATTO, DOS SANTOS et al., 2017). Trusheva et al. (2006) mostraram que 0 extrato
etanolico da prépolis vermelha de Alagoas, da cidade de Maceid, € composto por derivados de
fenilpropenos (Figura 15), sendo a elimicina encontrada em maior quantidade. Destes
compostos, o metileugenol, metilisoeugenol, elemicina e a isoelemicina foram encontrados em

amostras de propolis pela primeira vez.

Figura 15. Estrutura molecular dos derivados de fenilpropeno. (1) trans-anetol, (2) metileugenol,
(3) trans-metilisoeugenol, (4) elemicina e (5) trans-isoelemicina.

HJC
N\
R 0]
s CHy CH,
HC—0 HyC—0O
o 2.R=H
LR=R,=H 4.R= OCH

3.R;=0CH,, R,=H
5.R,=R,=0CH,
Fonte: Trusheva, Popova et al. (2006).
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Além destes compostos, também foram encontrados alcoois triterpénicos, tipicamente
presentes em propolis brasileira e dois isoflavonoides, a isoflavana isosativam e o pterocarpano
medicarpina (Figura 16) (TRUSHEVA, POPOVA et al., 2006).

Figura 16. Isoflavonoides encontrados na propolis vermelha de Alagoas. (1) Isoflavana isosativam
e (2) Pterocarpano medicarpina.
1

(@) (@)
O OH

CHj

Fonte: Trusheva, Popova et al. (2006).

Outro estudo, também realizado com a prépolis vermelha de Alagoas, comparou a sua
composicdo quimica com a composicdo quimica da D. ecastaphyllum, possivel origem
boténica, na qual foram identificados dois flavonoides, o flavonol quercetina e a flavona crisina
e também um &cido fenodlico, o acido ferulico, que estdo presentes nos outros 12 tipos de
propolis estudadas por Park et al. (2004). Porém, observou-se também a presenca dois
isoflavonoides pterocarpanos, a medicarpina e o 3-hidroxi-8,9-dimetoxipterocarpano, sendo
possivel correlacionar que a sua origem botanica ocorre a partir do rabo-de-bugio, D.
ecastaphyllum (SILVA, ROSALEN et al., 2008).

Trabalhos que também buscaram investigar a composicdo da propolis vermelha
mostraram a presenca das flavonas, luteolina e crisina, dos flavondis, a rutina e a quercetina,
dos di-idroflavanois, a liquiritigenina, pinobaksina, pinocembrina e a naringenina, da chalcona,
a isoliquiritigenina, dos isoflavonoides, as isoflavonas, formononetina, biochanina A e
daidzeina e a isoflavana, vestitol ou isovestitol. Além disso, também foram encontradas a
xantona, gutiferona E ou xantoquimol, os taninos condensados, a catequina e a epicatequina, 0S
acidos fendlicos derivados dos acidos benzdicos, o acido galico e dos derivados dos acidos
cin@micos, o &cido caféico, acido p-cumarico e acido fertlico (DOS SANTOS, MUNARI et al.,
2019; RUFATTO, LUCHTENBERG et al., 2018; ALMEIDA, DA SILVA et al., 2017,
ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).
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2.7.2 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo todas as substancias que possuem um ou mais anéis
aromaticos, onde ocorreu a substituicdo de pelo menos um hidrogénio pelo grupamento
hidroxila. Estes apresentam ou nao diferentes graus de polimerizacdo. Mais de 8000 estruturas
fendlicas presentes no reino vegetal ja foram descritas. Existem alguns compostos fendlicos
que ocorrem de forma livre, que sdo chamados de agliconas, como também existem aqueles
que se apresentam ligados a acucares, que sdo conhecidos como glicosideos ou heterosideos,
bem como, existem os terpenos e alcaloides que estdo ligados as proteinas. Exemplos de
compostos fenodlicos sdo os acidos fendlicos, quinonas, fenilpropanoides, cumarinas,
flavonoides, substancias poliméricas (taninos, ligninas) (DE REZENDE, ROSADO et al., 2016;
CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003; CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD,
2009).

Estes compostos sdo metabdlitos secundarios, importantes para o crescimento,
desenvolvimento e perpetuacédo das espécies. Sendo assim, séo utilizados como defesa contra
microrganismos, radiacdo UV, entdo, sd@o encontrados em maiores concentragdes nas plantas
em momentos de estresse. S&o responsaveis por conferir sabor, odor e coloracao aos organismos
em que sdo encontrados (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003). Existem muitos
compostos fendlicos bastante conhecidos pela sua aplicacdo em alimentos devido a suas
caracteristicas organolépticas, como exemplo a vanilina, que da aos alimentos o sabor/aroma
baunilha, o aldeido cindmico que confere o sabor caracteristico da canela, o t-anetol, aroma do
aniz e o eugenol, presente no 6leo de cravo (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003;
ANGELO e JORGE, 2007).

A classificacdo dos compostos fendlicos ocorre segundo a sua estrutura molecular
principal pelo namero e disposi¢do dos atomos de carbono, conforme a Tabela 2 (CROZIER,
JAGANATH e CLIFFORD, 2009).

Tabela 2. Classificagdo dos compostos fenolicos.
Estrutura molecular principal Esqueleto basico | Classe dos compostos fendlicos

HO’@ Ce Fendis simples, benzoquinonas




Cs—C1

Acidos fendlicos
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Ce—Co

Acetofenonas e acidos
fenilacéticos

Ce—Cs3

Fenilpropanoides: acidos
cindmicos e compostos
analogos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas e
cromonas.

Ce—Cy

Naftoquinonas

Ce—C1-GCs

Xantonas

Ce—Cr—-Cs

Antraquinonas

Ce—C2—-Ces

Estilbenos

Ce—C3—-Cs

Flavonoides e Isoflavonoides
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2.7.2.1 Flavonoides

o~

(Ce — Ca)2 Lignanas

Fonte: Adaptada de Carvalho, Gosmann e Schenkel (2003).

Os flavonoides sdo os metabdlitos secundarios mais abundantes nos vegetais,
encontrados principalmente na epiderme das folhas e nas cascas dos frutos, ocorrendo em
diferentes concentragdes dependendo do 6rgdo vegetal em que se encontram. Apresentam
diversas funcdes para as plantas, desde protecdo contra radiacdo UV, ataque de insetos, virus,
fungos e bactérias, como também, acdo antioxidante, controle hormonal dos vegetais, acéo
alelopatica e inibidores de enzimas. Tém importancia econémica devido a pigmentacéo e valor
nutricional que conferem aos alimentos, além das propriedades farmacologicas como
antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral, que sdo atribuidos a alguns
representantes dessa classe (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

S&o compostos sintetizados atraves da rota biossintética mista. Pertencem a classe dos
polifenodis ou fenois, apresentando, entdo, em sua estrutura molecular, um ou mais nucleos
aromaticos com substituintes de grupos hidroxilicos e/ou seus derivados, que podem ser ésteres,
éteres, glicosideos entre outros (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003; CROZIER, JAGANATH
e CLIFFORD, 2009).

O esqueleto molecular basico dos flavonoides pode ser substituido de varias formas
dando origem as subclasses flavonois, flavonas, flavan-3-nois, antocianidinas, flavanonas,
isoflavonas, que estdo presentes em maior quantidade nos vegetais quando comparadas com as
subclasses de dihidrofavonois, flavan-3,4-diois, cumarinas, chalconas, dihicrochalconas e
auronas. Mesmo tendo uma grande variedade de representantes dessa classe, a maioria das
estruturas apresentam 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental (Figura 17)
(CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD, 2009; ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).
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Figura 17. Estrutura molecular das subclasses dos Flavonoides.
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Fone: Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

Frequentemente, os flavonoides de origem natural encontram-se oxigenados e uma
grande parte apresenta-se conjugada com acuUcares, que sdao denominados heterosideos (O-
heterosideo, quando a ligacdo ocorre por intermédio de uma hidroxila e C-heterosideo, quando
a ligacdo ocorre por intermédio de um atomo de carbono). Os flavonoides que ndo se
apresentam conjugados com agucares, ou seja, encontram-se na forma livre, sdo denominados
de agliconas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

As substancias da subclasse flavonol sdo as mais amplamente distribuidas no reino
vegetal s6 estando ausentes nas algas. Eles podem ser considerados flavonas substituidas na
posicdo C-3 por uma hidroxila. Suas variagdes estruturais sdo bastante documentadas e como

exemplo tem-se o canferol, a quercetina, a isorramnetina, a miricetina (Figura 18), que sdo
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comumente encontrados na forma de O-heterosideos (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003;
CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD, 2009).

Figura 18. Estrutura molecular de representantes mais comuns dos flavondis.
Ry

Canferol R,=H,R,=0H, R,=H
Quercetina  R,= OH, R,=0OH, R,=H
Isorramnetina R;= OCH,, R,=OH, R,=H
Miricetina R,= OH, R,= OH, R,= OH
Fonte: Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

As flavonas apresentam uma rota biossintética muito proxima da rota dos flavondis, em
que estes sdo derivados da 3-hidroxi-2-fenilcromona e as flavonas derivadas da 2-fenilcromona.
S&o substancias de coloracdo que variam do branco ao amarelo intenso. Assim como 0s
flavondis, a maioria das flavonas sdo encontradas na sua forma conjugada com um ou mais
acucares formando O-heterosideos. A apigenina e luteolina (Figura 19), na forma livre ou
conjugada, séo as flavonas mais comumente encontradas nas plantas. Esta subclasse apresenta
baixa distribuicdlo (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003; CROZIER, JAGANATH e
CLIFFORD, 2009).
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Figura 19. Estrutura molecular da apigenina e luteolina.

Apigenina R,=H,R,=0OH
Luteolina R,= OH, R,=OH
Fonte: Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

A subclasse dos flavan-3-ois apresentam substancias estruturalmente complexas devido
aos dois centros quirais que apresentam, o C2 e o0 C3, formando quatro isdmeros (+)- catequina
e (-)- epicatequina bastante difundido e a (-)- catequina e (+)- epicatequina, mais dificeis de
serem encontrados (Figura 20). Provavelmente a catequina € sintetizada a partir das
leucocianidinas que, posteriormente, sofrem reducdo no C4, formando as proantocianididas
oligomeéricas ou poliméricas, conhecidas como taninos condensados (SANTOS e DE MELLO,
2003; CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD, 2009).

Figura 20. Estrutura molecular da catequina e seus isbmeros.
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(-)- Catequina (+)- Epicatequina
Fonte: Crozier, Jaganath e Clifford (2009).

As antocianidinas estdo amplamente distribuidas no reino vegetal e sdo, em sua maioria,
responsaveis pela coloragdo vermelha, rosa, laranja, azul, violeta, roxa, das flores e frutos, que
atraem animais com o objetivo de polinizar e dispersar as sementes. Sdo também encontrados
em outros 6rgdos das plantas. Pela coloracdo que possuem sdo considerados aditivos eficazes
para uso em alimentos, porém, devido a sua baixa instabilidade ndo sdo muito utilizados. Séo
também interessantes para a area farmacéutica por apresentarem atividade anti-inflamatoria. As
antocianidinas mais comuns sdo a pelargonidina, cianidina, malvidina, delfinidina, peonidina e
etunidina (Figura 21). Sdo mais facilmente encontradas na forma de heterosideos, conhecidos
como antocianinas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

Figura 21. Estrutura molecular das antocianidinas mais frequentemente encontradas na natureza.
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As flavanonas sdo encontradas, preferencialmente, nas cascas dos frutos citricos. Sao
compostos intermedidrios na biossintese da maioria das classes dos flavonoides. Os
representantes mais comuns dessa subclasse sdo a liquiritigenina, hesperidina, hesperetina,
naringenina, narigina, pinocembrina (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).

Os isoflavonoides apresentam distribuigdo taxonémica limitada, encontrados quase que
exclusivamente na familia das plantas leguminosas, Leguminosae, diferentes dos outros tipos
de flavonoides. Sua biossintese ocorre via chalconas (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).
Ocasionalmente podem ser encontradas também na subfamilia Caesalpinioideae e em outras
familias como a Rosaceae, Moraceae, Amaranthaceae, Iridaceae e Podocarpaceae. Nessa classe
encontram-se as isoflavonas, isoflavononas, isoflavanas, aril-3-cumarinas, rotendides,
pterocarpanos e cumestanos. As isoflavonas, geralmente, servem de intermediarios para a
sintese das isoflavononas, isoflavanos e pterocarpanos (WONG, 1975).

As isoflavonas sdo as substancias, do grupo dos isoflavonoides, mais comumente
encontradas na natureza, seguido pelos pterocarpanos (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003).
Seus componentes mais comuns sdo a daidzeina, genisteina, formononetina, precursora da
daidzeina e biochanina A, precursora da genisteina (DUNCAN, PHIPPS e KURZER, 2003).
Essas substancias possuem atividade estrogénica, sendo denominados de fitoestrogénios,
possivelmente esses componentes conseguem imitar 0 horménio esteroide estradiol, que
blogueia a ovulacdo, pois apresentam estrutura quimica analoga ao mesmo (CROZIER,
JAGANATH e CLIFFORD, 2009).

Segundo Corzier e colaboradores (2009), esses compostos sdo capazes de reduzir a
ocorréncia de cancer de prostata e de mama. O crescimento do cancer de préstata € induzido
pela testosterona androgénica, que por sua vez tem a producdo reduzida na presenca do
estradiol. No entanto, o estradiol natural ocorre em quantidades insuficientes no organismo do
homem e, entdo, as isoflavonas podem ser uma estratégia para diminuir os niveis de testosterona
androgénica e, consequentemente, inibir o desenvolvimento das células cancerigenas.

Quando mencionado o cancer de mama, 0s mesmos autores reportam que este depende
da suplementacdo de estrogenos para se desenvolver, principalmente, na fase inicial, dessa
forma as isoflavonas competem com esses hormdnios ligando-se ao sitio ativo do mesmo
impedindo-o de se ligar, consequentemente, restringe a sua a¢do extinguindo o crescimento das
células cancerigenas. Essas substancias podem agir de trés diferentes formas, como o horménio
estrégeno, como anti-estrégeno e como antioxidantes.

Na literatura ha relatos de que das isoflavonas existentes a Unica que é capaz de agir na

inibicdo das células cancerigenas em concentracdes fisioldgicas é a genisteina e que a daidzeina
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SO € capaz de agir se estiver na presenca desta (QUEIROZ, NOGUEIRA e SCRAMIN, 2006).
As isoflavonas podem ser diferenciadas das flavonas e isoflavononas através da espectroscopia
UV, pois as isoflavonas simples apresentam absorc¢do intensa entre 255 — 275 nm e geralmente
uma banda na regido de 310 — 330 nm (WONG, 1975).

As isoflavanas séo as substancias, do grupo dos isoflavonoides, encontradas em menor
quantidade, um de seus representantes, o equol, pode ser encontrado na urina de mamiferos
como produto de degradacdo da daidzeina adquirida através da alimentacdo por bactérias
intestinais (ZUANAZZI e MONTANHA, 2003; KARSLI-CEPPIOGLU, NGOLLO et al.,
2015).

2.7.2.2 Acidos fenélicos

Os acidos fenolicos (fenois simples e acidos fenolcarboxilicos) podem ser derivados de
acidos benzoicos e de acidos cinamicos, originando duas classes os &cidos hidroxibenzdicos e
os &cidos hidroxicinamicos, respectivamente. Podem ser citados o acido galico, acido p-
hidroxibenzdico, acido salicilico, acido vanilico séo representantes da primeira classe e séo
encontrados amplamente distribuidos em angiospermas e gimnospermas. Ja os acidos ferulico,
p-cumarico, caféico e sinapico sao representantes da segunda classe, que sdo mais facilmente
encontrados em planta e grdos (CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003).

Os é&cidos fendlicos sdo encontrados, em sua maioria, nos tecidos vegetais na forma
conjugada com ésteres e amidas, porém, apesar de raro também podem ser encontrados
conjugados com glicosideos, exemplo, o éster acido clorogénico, encontrado no grdo de café
(CARVALHO, GOSMANN e SCHENKEL, 2003; KARAKAYA, 2004).

2.7.2.3 Derivados dos acidos graxos

Acidos graxos s&o &cidos monocarboxilicos lineares ramificados ou ndo. Existem quatro
acidos graxos o acido palmitico (Cie), 0 acido estearico (Cis), 0 acido oleico (Cis) € 0 &cido
linoleico (Ci8) que déo origem aos 95% dos acidos dos diversos tipos de lipideos (DE
REZENDE, ROSADO et al., 2016).

Esses acidos sdo compostos derivados da via do acetato malonato onde, inicialmente
ocorre a carboxilacdo da acetil-CoA, mediada pelo complexo multienzimético acetil-CoA
carboxilase, que contém biotina como grupamento prostético, formando malonil-CoA.

Posteriormente ocorre a condensagdo de unidades de malonil-CoA e de acetil-CoA
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intermediada pela acdo do complexo enzimatico FAS (&cido graxo sintetase, do inglés, fatty
acid synthase), seguindo por uma sequéncia de reacdo de reducdo, desidratacdo e reducdo, que
dé origem ao buritil ligada a proteina carreadora de acilas (ACP, do inglés, acyl carrier protein).
Este retorna ao ponto inicial onde seu grupamento acila condensa com uma nova molécula de
malonil-CoA passando novamente pelas etapas de 1 a 4 da rota biossintética (Figura 22). Este
processo se repete seis vezes, consumindo 7 malonil-CoA, formando o precursor do acido graxo
com 16 carbonos (Cis), acido palmitico, a partir deste da origem ao precursor do &cido esteérico
(C1s:0), deste surge o precursor do &cido oleico (Cis:1) que, por sua vez, da origem ao precursor
do acido linoleico (Cis2). O alongamento das cadeias de acidos graxos se da pela acdo de
enzimas conhecidas como alongases e as enzimas dessaturases introduzem ligagdes duplas nos
acidos graxos saturados. Exemplo, ocorre dessaturacdo na molécula de linoleato dando origem
ao linolenato que sofre alongamento para Cyo seguido se uma dessaturacdo resultando na
formacgéo do acido araquidonico (MOYNA e HEINZEN, 2003; DE REZENDE, ROSADO et
al., 2016; DOS SANTOS, 2003; PRATT e CORNEY, 2006).



Figura 22. Rota biossintética do acetato malonato.
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Os &cidos graxos formados podem sofrer descarboxilacdo formando os alcanos, alcoois
secundarios e cetonas ou reducdo formando alcoois priméarios e ésteres. H4, dentro do grupo
dos acidos graxos, as acetogeninas (Css e Ca7), que sdo compostos derivados dos &cidos graxos
Ca2 e Cas, onde ocorre uma reacdo de adicdo de uma molécula de propano-2-ol, formando um
anel lactdnico, que caracteriza as acetogeninas (MOYNA e HEINZEN, 2003; DE REZENDE,
ROSADO et al., 2016; DOS SANTOS, 2003).

Os éacidos graxos sdo utilizados em suplementacdo alimentar que tenha o intuito de
prevenir enfermidades cardiovasculares. Nas plantas esses componentes lipidicos sdo
constituintes da cera cuticular, que é formada de uma mistura complexa de hidrocarbonetos
alifaticos de cadeia longa de série homdloga. As ceras tém caracteristica hidrofébica, que
mantem a superficie dos tecidos das plantas impermeavel e evita a perda de agua desses durante
a transpiracao. Além disso, o revestimento das partes aéreas das plantas as protegem contra a
radiagdo UV e contra entrada de patdgenos e poluentes. A acetogenina, por sua vez, € produzida
para suprimir a alimentacdo de insetos invasores e apresentam propriedades antitumoral,
antimicrobiana, anti-helmintica e antiprotozoario (DE REZENDE, ROSADO et al., 2016;
MOYNA e HEINZEN, 2003).

2.8 Atividades biologicas da propolis

Devido a sua composicdo quimica bastante diversificada e complexa, a propolis possui
ampla atividade biologica. Essa composicao sofre variacdes quanto a origem botanica como da
sazonalidade. Na variacdo da composicdo, quando ocorre a diminuicdo de um componente
biologicamente ativo, ocorre 0 apareccimento de outro componente, também biologicamente
ativo, como fator de compensacdo; por exemplo, quando os acidos fendlicos sdo reduzidos
aparecem em maior quantidade de 4acidos diterpénicos (BANKOVA, DE CASTRO e
MARCUCCI, 2000; NUNES, GALINDO et al., 2009).

Apesar da propolis apresentar essa diferenca na composicdo devido a diversidade da
vegetacdo e estacdo do ano, possui atividades semelhantes (PRZYBYLEK e KARPINSKI,
2019). Dentre as atividades biologicas conhecidas da propolis encontram-se sua acao
antimicrobiana, antioxidante (FREIRES, QUEIROZ et al., 2016; VEIGA, DE MENDONCA et
al., 2017; ANDRADE, DENADAI et al., 2017; DO NASCIMENTO, ARRUDA et al., 2019),
anti-inflamatoria (BUENO-SILVA, ROSALEN et al., 2017; BATISTA, ALVES et al., 2018),
anticancerigena (NANI, FRANCHIN et al., 2018) e antiparasitaria (DO NASCIMENTO,
SILVA et al., 2016; SILVA, MACHADO et al., 2017).
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2.8.1 Atividade antimicrobiana

Os medicamentos mais utilizados contra infecgdes bacterianas com Staphylococcus
aureus séo os fS-lactamicos (meticilina) associados a inibidores da f-lactamase, enzimas que
algumas bactérias desenvolveram ao longo dos anos, criando resisténcia aos medicamentos /-
lactamicos inicialmente utilizados (VEIGA, DE MENDONCA et al., 2017).

A Organizagdo Mundial de Saude, entre os anos de 2016 e 2017, divulgou uma lista das
bactérias com grande potencial de causar sérios danos a saude humana que apresentam
resisténcias aos antibioticos que existem disponiveis no mercado com o objetivo de alertar para
a necessidade de desenvolvimento de novos medicamentos para o combate desses patdgenos.
Foram relatadas, nessa lista, bactérias que sdo resistentes aos carbapenémicos (5-lactamico),
medicamento de Gltimo recurso, utilizado apenas quando os outros antibidticos falham. No ano
desse estudo esses patdgenos tinham uma taxa de mortalidade mundial de 700.000 pessoas por
ano e os cientistas alertaram que podem atingir cerca de 10 milhdes por ano em 2050, caso ndo
sejam desenvolvidos novos medicamentos. Estudos vém sendo realizados com o intuito de ndo
deixar isso se tornar realidade, em 2016, s6 nos EUA cerca de 40 novos antibioticos estavam
sendo avaliados (WILLYARD, 2017).

Também vem sendo desenvolvidos estudos com a utilizagdo da nanotecnologia no
combate a essas bactérias. Um estudo de revisdo da literatura mostrou que 0s nanoprodutos
desenvolvidos, tal como nanoparticulas de prata (AgNPs) que apresentam atividade
antimicrobiana, vém sendo direcionados ao combate de bactérias multirresistentes. Tambem
podem ser desenvolvidos nanomateriais para o carreamento das drogas existentes, facilitando a
entrada destes no meio intracelular, podendo ainda agir como uma protecdo contra 0 mecanismo
de resisténcia bacteriana (BAPTISTA, MCCUSKER et al., 2018).

Dessa forma a propriedade antimicrobiana de produtos naturais como a prépolis vem
sendo estudada (LUSTOSA, GALINDO et al., 2008; CABRAL, OLDONI et al., 2009). Para a
atividade antimicrobiana, sabe-se que é importante a presenca de flavonoides e dos compostos
fendlicos como todo (PRZYBYLEK e KARPINSKI, 2019).

Veiga e colaboradores (2017) avaliaram o poder antimicrobiano e antioxidante da
Artepilin C, um composto fendlico, mais especificamente um acido p-cumarico, presente em
altas concentracdes na prépolis verde da regido sudeste do Brasil, que tem como origem
boténica o alecrim do campo (Baccharis dracunculifolial). O estudo foi realizado para a
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (MIC, do inglés minimum inhibitory

concentration) para inibir o crescimento de 90% (MICg) de bactérias da espécie S. aureus com
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extratos hexanicos e etandlicos tanto da prépolis verde como do material coletado na B.
dracunculifolial. Os extratos etanolicos da propolis apresentou maiores concentragcdes da
Artepilin C e foi necessaria uma menor concentracdo desse extrato para atingir a MICgo, 0
mesmo ndo foi observado para o extrato etandlico do alecrim do campo, sendo preciso uma
maior concentragdo para atingir o MICgg, isso ocorreu devido a composi¢do quimica da propolis
ser mais rica em compostos bioativos que o extrato do material coletado diretamente do alecrim
do campo.

Bispo Janior e colaboradores (2012) analisou a atividade antimicrobiana e antifingica
de extrato etandlico e das fragdes hexanicas e acetondlicas da prépolis vermelha de Alagoas
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e contra cepas do fungo Candida albicans.
As linhagens bacterianas utilizadas foram: Shigella flexneri, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus e Escherichia coli. Em
todas as espécies testadas os extratos mostraram eficiéncia de 76,9%, tendo eficiéncia contra as
bactérias Gram-positivas de 100% e contra as Gram-negativas de 62,5%. A cepa de K.
pneumoniae foi resistente a esses extratos. A atividade antifungica para a cepa de C. albicans
foi observado uma MIC similar ao valor que foi encontrado contra as bactérias Gram-positivas.

Possivelmente a baixa efetividade dos extratos de propolis frente as bactérias Gram
negativas se deve ao fato destas bactérias apresentarem uma parede celular quimicamente mais
complexa e com conteddo lipidico elevado e pela producdo de enzimas hidroliticas que
degradam os produtos bioativos da propolis, o que as tornam mais resistentes (DE VARGAS,
LOGUERCIO et al., 2004; PRZYBYLEK e KARPINSKI, 2019).

Nesse ano de 2020 foi publicado um estudo com a propolis vermelha carreada em um
sistema nanoparticulado com poli(acido-lactico-co-glicolico) (PLGA) avaliando a sua atividade
contra biofilmes bacterianos, um sistema de defesa criado pelas bactérias resistentes, € um tipo
de matriz polimérica extracelular que envolve um grupo de microrganismo. Essas NPs com a
propolis vermelha foram testadas quanto a capacidade de romper os biofilmes produzidos por
bactérias Gram-positivas, S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina e a Gram-negativas, P.
aeruginosa. O extrato da propolis vermelha apresentou melhor resultado de MICsg para as
bactérias S. aureus que para as P. aeruginosa, sendo, para essas, necessario uma concentracao
4 vezes maior para atingir a MICso. O mesmo comportamento foi observado para o extrato
carreados nas NPs de PLGA, porém para estas as MICs foram mais altas, esse comportamento
pode estar associado a caracteristica de liberacdo controlada do sistema nanoparticulado (DE
MELO SILVA, GASPAR et al., 2020).
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O mecanismo de acdo antimicrobiana da prépolis pode ser atribuido ao um sinergismo
entre a sua composicdo quimica complexa, os compostos fenolicos, especialmente flavonoides,
acidos fenolicos e os seus ésteres (VEIGA, DE MENDONCA et al., 2017). Essa complexidade
possivelmente dificulta a criacdo da resisténcia bacteriana contra esses produtos naturais
(PRZYBYLEK e KARPINSKI, 2019; DE MELO SILVA, GASPAR et al., 2020).

Segundo Lustosa et al. (2008), estas acGes sdo atribuidas a presenca de flavonona,
pinocembrina, ao flavonol, galagina e ao éster feniletil do acido caféico, que agem inibindo o
RNA-polimerase bacteriano. Outros componentes agem provavelmente na membrana celular
dos microrganismos causando danos estruturais ou funcionais.

Os pterocarpanos constituem o segundo maior grupo de isoflavonoides naturais e tém
despertado interesse devido aos vastos efeitos bioldgicos. Muitos deles séo fitoalexinas que
possuem elevada atividade antifingica e antibacteriana. As acbes antimicrobianas e
antifangicas tambem podem ser atribuidas as chalconas que representam um grupo importante
de compostos naturais (RIGHI, ALVES et al., 2011).

Com base na revisdo bibliografica feita por Przybylek e Karpinski (2019) a agao
anitimicrobiana da propolis pode ser direta, agindo no microrganismo, ou indireta, agindo no
sistema imunoldgico induzindo o proprio organismos a reagir contra o patdégeno. Quanto a sua
acdo direta, possivelmente a propolis age na permeabilidade da membrana celular
interrompendo o potencial de membrana e na producédo de adenosina trifosfato (ATP) e também

pode reduzir a mobilidade celular.

2.8.2 Atividade antiviral

Assim como a resisténcia bacteriana, 0s surtos e resisténcias virais também sdo uma
preocupacao frequente para os humanos. Desde 0 ano passado, o0 mundo vem enfrentando o
mais recente caso pandémico com a sindrome respiratoria aguda grave causado pelo virus
coronavirus 2 (SARS-CoV-2), conhecida como COVID-19 (BERNAL, ANDREWS et al.,
2021). No entanto, outros casos de epidemias ocorreram no mundo causando um alto indice de
morbidade e mortalidade tal como o virus da dengue no Nepal e Havai, virus da hepatite na
India, o virus da febre amarela no Brasil e as pandemias do virus da Influenza H1IN1 e do virus
ebola (RIPARI, SARTORI et al., 2021).

Virus séo estruturas organizadas de macromoléculas dependentes de células vivas para
se replicar. Apresentam em sua estrutura uma casca de proteina, chamada de capsideo, envolve

um genoma que pode ser DNA ou RNA. Essa organizacdo estrutural compde uma particula



58

viral infecciosa, conhecida por virions. Sua estrutura € relativamente simples e ndo apresenta
atividades metabdlicas ou motoras e podem apresentam uma camada extra de protecdo, a
membrana lipidica, derivados da membrana das células hospedeiras, geralmente a membrana
plasméatica (WAGNER, HEKLETT et al., 2008; RIPARI, SARTORI et al., 2021).

A infeccéo e replicagdo viral, de maneira geral, ocorre inicialmente na aderéncia dos
virions através de receptores especificos presentes na membrana celular. Dentro da célula, o
genoma € transportado para o local de replicagdo. Apds esse periodo de replicacéo e sintese de
proteina ocorre 0 processo de montagem da nova particula viral e a saida da célula, que pode
ocorrer por brotamento, exocitose controlada ou lise da célula hospedeira (CARTER e
SAUNDERS, 2007; RIPARI, SARTORI et al., 2021).

Kwon, Shin et al. (2020), realizaram um estudo para avaliar a atividade antiviral do
kaempferol, &cido p-cumérico isolados da propolis brasileira e outros oito compostos
previamente conhecidos (quercetina, fisetina, galantina, crisina, luteolina, acacetina, &cido
caféico e acido feralico) contra o rinovirus humano (HRV-2, HRV-3 e HRV-4), causadores dos
refriados comuns em todo o mundo, usando ribavirina, farmaco de referéncia, como controle
positivo. O kaempferol e o acido p-cumarico apresentaram atividade antiviral para os trés tipos
de HRV estudados, sendo que o kaempferol apresentou a maior atividade antiviral comparada
a ribavirina, assim como 0s outros oito compostos estudados e 0 acido p-cumarico apresentou
menor atividade, no entando, inibiu o virus HRV.

No mesmo trabalho os autores realizaram o teste de RT-PCR mostrando que o
kaempferol e 0 &cido p-cumarico reduziram os niveis de replicacdo de RNA do HRV-3 nas
células de HelLa, inibindo a infeccdo. Os autores sugeriram que esses compostos podem
bloguear ou reduzir a entrada dos virus na celula hospedeira no estagio inicial da infeccdo,
evitando a destruicdo da célula e reduzindo a replicacdo viral. Os ensaios também mostraram
que esses dois compostos isolados da propolis (kaempferol e &cido p-cumarico) foram capazes
de reduzir a expressao do MRNA de ICAM-1 (glicoproteina da superficia celular, moélecula de
adesdo intercelular-1, tipicamente expressas em células endoteliais e células do sistema
imunoldgico) em culturas de células infectadas e ndo infectadas, sugerindo que o kampferol e
0 &cido p-cumarico podem interferir na expressdo de proteina deste receptor através da inibicéo
da expressdo do RNA dele, impedindo, assim, a adesdo e entrada do virus na célula hospedeira
(KWON, SHIN et al., 2020).

Silva-Beltran, Balderrama-Carmona et al. (2020), testaram o potencial antiviral do
extrato etanodlico da prépolis brasileira vermelha e verde em duas cepas de bacteriéfago. Os

extratos foram preparados de forma convencional, por maceragéo, e por ultrassom. Os dois
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extratos apresentaram atividade antiviral, sendo que o obtido pelo método adicional de
ultrassom apresentou melhor resposta antiviral. O extrato da prépolis vermelha se mostrou mais
eficaz que o extrato da prdpolis verde na reducdo da carga viral.

Os mecanismos de acdo do efeito antiviral da prépolis ainda ndo sdo bem esclarecidos,
no entanto, ha suposicdes que os flavonoides podem contribuir inibindo a polimerase viral e a
ligagdo do acido nucléico viral ou as proteinas do capsideo (YILDIRIM, DURAN et al., 2016;
POBIEGA, GNIEWOSZ ¢ KRASNIEWSKA, 2017; SILVA-BELTRAN, BALDERRAMA-
CARMONA et al., 2020).

2.8.3 Atividade antioxidante

Diariamente no organismo humano, nos processos metabdlicos normais, ocorrem varias
reacOes quimicas que resultam na formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS), que normalmente sdo eliminados pela prépria atividade do corpo,
através de antioxidantes enddgenos, como superéxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, além de cofatores enzimaticos como glutationa, &cido ascdrbico e tocoferol que se
ligam a esses radicais livres neutralizando-os e evitando que causem danos aos componentes
celulares vitais (MACHADO, 2006; PINTO, DO PRADO e DE CARVALHO, 2011,
MUSCHIETTI e MARTINO, 2014).

Nos processos metabolicos do organismo, os radicais livres funcionam como
mediadores das reacdes bioquimicas, atuando de forma relevante no metabolismo. Porém, o
excesso de ROS pode provocar efeitos deletérios no DNA, danos celulares pela peroxidacao
lipidica da membrana, inativacdo da enzima sulfidrila, como também pode estar envolvido na
etiologia de diversas doencas, como doencas coronarianas, reacfes inflamatorias, doenca de
Parkinson, Alzheimer e cancer (MACHADO, 2006; RIGHI, ALVES et al., 2011; FROZZA,
GARCIA et al., 2013; MUSCHIETTI e MARTINO, 2014).

Silva e colaboradores (2017) realizaram um estudo comparativo quanto a atividade
antioxidante de extrato etandlicos e supercriticos da propolis vermelha, verde e marrom. As
propolis extraidas em meio etanolico apresentaram melhor poder de reducdo, sendo
considerado o método mais eficiente de extracdo dos compostos bioativos. Dentre os extratos
etanolicos o que melhor reduziu a atividade oxidativa foi o da prépolis vermelha, seguido da
verde e, por fim, a marrom. Segundo esses autores a atividade antioxidante pode ser relacionada

diretamente com a quantidade de compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, bem
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como ao isoflavonoides (MUSCHIETTI e MARTINO, 2014; ABDULLAHI, SANI et al., 2020;
MARCUCCI, OLIVEIRA et al., 2020).

Estas substancias sdo capazes de se ligar aos radicais livres inibindo a sua agdo deletéria
ao organismo quando em excesso. Isso ocorre devido a capacidade dessas substancias de
doarem elétrons, reagindo e inativando os anions superoxidos, oxigénio singleto, radicais
peroxidos de lipidios e/ou estabilizando radicais livres formados pelo processo oxidativo a
partir da hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes (MACHADO, 2006;
MUSCHIETTI e MARTINO, 2014).

2.8.4 Atividade anti-inflamatéria

O processo inflamatorio pode ocorrer através da acdo de diferentes agentes
inflamatorios, que podem ser quimico ou biolégico, como uma bactéria, virus e/ou fisico, como
por exemplo, um trauma, radiacdo resultando na resposta de defesa do organismo através de
moléculas endogenas, que sdo denominadas de mediadores com o papel de restaurar a
homeostasia do organismo (GUYTON e HALL, 1997; SUGIMOTO, VAGO et al., 2019).

Esses mesmos mecanismos, dependendo do tempo de resposta e da intensidade, podem
também causar danos ao organismo (BRITO, 2017). Quando ocorre a acdo de um ou mais
agentes inflamatdrios, destruindo a membrada das células, que séo formadas por fosfolipidios,
moléculas enddgenas ativam a enzima fosfolipase A> que por efeito cascata degrada o0s
fosfolipidios em &cido araquidbnico e, por sua vez, pode ser transformado em leucotrienos, pela
enzima lipooxigenase e em prostaglandina G2 (PGG2), um endoperoxido intermediario, pela
acdo enzimatica da ciclooxigenase (COX). A PGG: é convertida, entdo, pela agédo da COX-1 e
COX-2 agindo como uma peroxidase, em prostaglandina H. (PGH2) que é convertida em varios
prostandides bioativos, o tromboxano A (TXA:), indutor da agregacdo plaquetaria e as
prostaglandina PGE;, PGD2, PGF.a e a prostaciclina I2 (PGI2) (Figura 23) (GUYTON e HALL,
1997; BRITO, 2017).
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Figura 23. Biossintese das prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos.
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Fonte: Adaptada de BRITO, 2017.

A COX-1, que tem acdo construtiva, pois a fosfolipase A, também recebe estimulo de
natureza fisiologica assim como farmacoldgica e patoldgica (DA SILVA, 2005), atuando na
manutencdo da homeostase corporal. A COX-2 tem acdo indutiva e quando ocorre um processo
inflamatdrio torna-se ativa. A COX-1 esta presente na maioria dos tecidos e da origem as PGlo,
PGD3, PGE2, PGF20. e TXA2 que protegem o organismo devido as suas fungdes fisioldgicas
tais como formacdo do muco gastrico, protegendo a mucosa gastrica, bem como regulam a
secrecdo 4cida, mantem a homeostase vascular e o fluxo sanguineo nos rins, regulam a
agregacéo plaquetaria, entre outros efeitos (HILARIO, TERRERI e LEN, 2006; BRITO, 2017).
Como respostas fisiolégicas ao processo inflamatério pode ocorrer a vasodilatacdo,
aumentando o fluxo sanguineo local; coagulacdo sanguinea; edema tecidual e aumento da
quantidade de células do sistema linfocitario para remediar a inflamacdo (GUYTON e HALL,
1997).

A propriedade farmacoldgica anti-inflamatoria da prépolis também parece estar ligada

a presenca dos compostos fendlicos, por apresentarem capacidade de inibir a COX e
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lipooxigenase. Além disso, ha relatos de que o cafeato de feniletila (CAPE) inibe a liberacdo
do &cido araquidénico da membrana celular, suprimindo a atividade dessas enzimas, reduzindo
assim a resposta inflamatéria (MACHADO, 2006; LUSTOSA, GALINDO et al., 2008).

A propolis apresenta atividade anti-inflamatdria por provocar a inibigdo da sintese das
prostaglandinas e também por atuar na ativacdo do sistema imune. Devido a complexidade
quimica da propolis, as vezes esta atua inibindo o sistema imunoldgico. Provavelmente essa
imunomodulacéo ocorre pela acdo das substancias ativas presentes na propolis como os acidos
aromaticos e flavonoides. Sua acdo provavelmente ocorre pela capacidade de ativar 0s
macréfagos, que sdo um dos grupos de células responsaveis pela defesa do organismo, que
agem fagocitando substancias estranhas ao organismo, medidores de processos inflamatorios
como sinalizadores, além de secretarem varias substancias bioquimicamente ativas tais como
enzimas, citocinas e componentes do sistema complemento. Provoca também a secre¢do de
citocina ativa principalmente o fator de necrose tumoral a (TNF-a), substancias como o 6xido
nitrico (NO) e substancias capazes de reagir com oxigénio (FISCHER, HUBNER et al., 2008;
KOSARIC, CVETKOVIC et al., 2014).

2.8.5 Atividade anticancerigena

As células apresentam crescimento controlado e limitado ao seu espago quando em
condi¢des normais, sua multiplicacdo como forma de construir, desenvolver e regenerar 0s
tecidos do corpo. O cancer se origina do crescimento desordenado de células que pode ser
causado por diversos fatores, que podem ser genéticos ou epigenéticos, levando a formacao de
células defeituosas ao nivel de DNA que ndo conseguem desenvolver as fun¢des que uma célula
normal oferece ao nosso organismo. Bem como também ndo conseguem controlar o seu
crescimento dando origem a mais células defeituosas e sdo capazes invadir outros tecidos
podendo se espalhar por todo o corpo (WHO, 2020).

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte em todo o mundo, chegando a 9,6 milhdes
de mortes em 2018 (WHO, 2020). O cancer de mama &, a nivel mundial, 0 mais comum entre
as mulheres (WAKS e WINER, 2019). Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
(2020) o nimero estimado de casos de cancer em 2018 no mundo era de 18 078 957, sendo 559
371 (3,1%) casos no Brasil. Quanto ao nimero de casos de cancer de mama no mundo foram
de 2 088 849 e 85 620 no Brasil, representando 4,1% da populagdo mundial com cancer de

mama (Figura 24).
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Figura 24. Numero de casos de cancer registrados pela Organiza¢do Mundial de Saude em 2018.
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Fonte: WHO, 2020.

O cancer apresenta diferentes estagios que podem receber intervencdo medicamentosa

para impedir, desacelerar ou reverter o processo. Atualmente se tem estudado compostos

bioativos naturais, derivados dos metabdlitos secundarios das plantas, buscando uma forma
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segura de tratamento com baixa toxicidade para as células saudaveis. Aproximadamente 50%
dos farmacos para terapia contra o cancer sao de origem dos produtos naturais (VUKOVIC,
OBRADOVIC et al., 2018; JIANG, RASUL et al., 2019).

Os flavonoides e os isoflavonoides apresentam propriedades que afetam a proliferacéo
das células cancerigenas e pode ser que o uso de compostos antioxidante pode ser Util para
eliminar ou reduzir a uma concentracdo segura os radicais livres, podendo ser usados de forma
quimiopreventiva (VUKOVIC, OBRADOVIC et al., 2018; JIANG, RASUL et al., 2019).

Jiang e colaboradores (2019) relatam que o isoflavonoide, formononetina, presente na
prépolis vermelha apresentou capacidade de interromper o ciclo celular na fase Go/G1, relatou
que esse mesmo composto tem a capacidade de inibir ou bloquear o crescimento de células
cancerigenas por via de apoptose intrinseca e extrinseca. A apoptose & um processo ativo de
morte celular com a finalidade de remover células danificadas do organismo, pode ocorrer por
condensagcdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, destruicdo proteolitica de estruturas
citoplasmaticas e nucleares e formacdo de corpos apoptdticos. O principal mecanismo para
regular os multiplos processos do desenvolvimento celular, incluido a morte, é realizado por
proteinas quinases e fosfatases, as mais conhecidas das proteases que participam da inducao da
apoptose, que sdo as caspases. A ativacdo dessas proteases pode ocorrer de varias formas,
dependendo do estimulo que recebem. Pode ocorrer pela ativagdo via receptores de morte, FAS
(também chamados de CD95 ou Apo-1) e o TNF-a, pela ativacdo de Bax, um membro pro-
apoptotico da familia Bcl-2, ativado pela via mitocondrial e, entdo, causam o surgimento de
alteracdes celulares, caracterizando a apoptose (ANAZETTI e MELO, 2007). Assim, a
formononetina pode ativar as caspases através do aumento de ROS induzindo a ruptura da
membrana celular, que promove a ativacdo de Bax, dentre outros eventos que envolvem a
apoptose celular (JIANG, RASUL et al., 2019).

Em outro estudo foi apresentada a atividade anticancerigena de dois isoflavonoides
isolados da propolis vermelha, o vestiol e o neovestiol, apresentando 1Cz de 214,7 uM e 102,9
uM, respectivamente. Segundo os autores, o vestiol reduz a quantidade de a-tubulina e a histona
Hz e o0 neovestiol reduz a formacdo do gene prostaglandina E sintase (PGES), que s&o alvos
importantes para o tratamento do cancer. Como por exemplo, as tubulinas tem a funcédo
importante na divisdo celular, dividindo de forma igual o material genético entre as duas
estruturas que estdo sendo formadas. Em casos de células cancerigenas a intencdo € impedir a
divisdo celular e reduzir a acdo das tubulinas podendo efetivar o bloqueio da progresséo celular.
Ja as histonas Hz mantem a condensagdo do DNA durante a mitose permitindo a formagéo de

duas células filhas iguais. No caso das PGES, que é uma enzima responsavel pela formacao da
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PGE-2, que atuam nos tecidos inflamados como mediador da sensibilizacdo inflamatoria a dor e
a patologias como o cancer. As PGES, segundo os autores, sdo moduladas pelo fator de
transcricdo NF-«B, e podem ter a atividade diminuida pela acdo do neovestiol, que
consequentemente, reduz a formacdo das PGES e, assim, reduz o processo inflamatorio nas
células cancerigenas levando-as a morte (NANI, FRANCHIN et al., 2018).

2.8.6 Atividade leishmanicida

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa, causada por parasitos do género Leishmania,
¢ uma doenca negligenciada que ocorre principalmente em paises subdesenvolvidos. E
considerada um agente etiologico que acentua a taxa de mortalidade. A transmissdo dessa
doenca ocorre através da picada de flebotomineos infectados, no momento da hematofagia,
realizada, exclusivamente, pela fémea. Para controlar a leishmaniose é necessario fazer o
diagnostico seguido do tratamento e da tentativa de controlar o desenvolvimento do vetor. O
diagnostico sorologico pode ser realizado através de teste de ELISA, imunofluorescéncia
indireta, aglutinacdo direta e exame parasitologico através de puncdo de medula 0ssea, baco e
nodulos linfaticos para leishmaniose visceral e leishmaniose mucocutdnea, em caso de
leishmaniose cutanea o diagnostico é feito por esfregaco do material coletado das lesdes e por
cultura do parasito. Os farmacos convencionalmente utilizados para o tratamento dessa doenca
sdo os de primeira linha, os antimoniais pentavalentes. Para leishmaniose visceral também
podem ser utilizados farmacos de segunda linha, como as anfotericina B e anfotericina B
lipossomal. Estes farmacos apresentam alta toxicidade e possuem baixa eficacia, tendo sua
potencialidade reduzida ao longo do tempo devido ao desenvolvimento de resisténcia dos
parasitas a estes farmacos (MICHALICK, 2005; DA ROCHA, 2006; AYRES, MARCUCCI e
GIORGIO, 2007).

Com o objetivo de desenvolver medicamentos mais eficazes e com faixa terapéutica
larga, melhorando a resposta terapéutica e reduzindo o risco de toxicidade dos pacientes sujeitos
ao tratamento, estudos com produtos naturais sdo de suma importancia para a criacdo de
fitoterapico que provavelmente modificara a alta taxa de mortalidade e reduzird o problema do
desenvolvimento de cepas resistentes aos farmacos convencionais. Alguns extratos de prépolis
foram testados contra Leishmania e demonstraram valores relevantes de atividade
leishmanicida. Duran et al. (2011) mostraram atividade leishmanicida do extrato de dois tipos
de prépolis da Turquia, propolis “Hatay” e propolis “Bursa”, que demonstraram uma ICso de

250 pg.mL? e 500 pg.mL2. Outro estudo relevante realizado por Duran et al. (2008) revelou
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bons resultados da atividade da prépolis “Adana”, também originaria da Turquia, contra
leishmaniose na concentragdo de 250 pg.mL™. Outro tipo de extrato de propolis da Turquia, a
prépolis Kayseri, estudada por Ozbilge et al. (2010) contra Leishmania tropica mostrou
diminuicdo da motilidade celular do parasita a partir da concentracio de 32 ug.mL de prépolis
e na concentragdo de 64 ug.mL™ ou acima desta foi observado imobilidade total.

Extratos de propolis verde do Parana e Minas Gerais e de propolis vermelha de Alagoas
(PVA) foram analisados em macrofagos infectados com L. amazonensis. Este estudo
demonstrou que ocorreu reducédo da percentagem de infeccdo e da quantidade intracelular de
parasitas nos macrofagos infectados e tratados com o extrato da propolis verde do Parana na
concentracdo de 25 pg.mL* apds 72 horas. Quando testadas concentracGes mais elevadas, os
extratos mostraram intoxicacgéo celular. O tratamento com a propolis vermelha, na concentragédo
de 6 pg.mL* apds 72 horas, mostrou reducdo de 84,5% do nivel de infecgdo, sendo o extrato
mais ativo, e em concentragcdes mais altas do extrato nenhum o macrofago apresentou infeccéo.
O extrato de propolis vermelha de Alagoas também foi avaliado tratando culturas infectadas
durante 1, 2 e 3 dias na concentracdo de 25 pg.mL™? e foi observada diminuicdo tempo-
dependente da percentagem de infeccdo e da proliferacéo intracelular do parasito (AYRES,
MARCUCCI e GIORGIO, 2007).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de silica mesoporosas do tipo MCM-41 para carrear

prépolis vermelha e avaliar suas propriedades terapéuticas in vitro.

3.2

Obijetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de MCM-41;

Carrear o extrato de propolis vermelha (EPV) nas nanoparticulas (MCM-41/Pr);
Determinar a formacdo da estrutura de mesoporos por meio de Difracdo de Raio-X de
baixo angulo (DRX);

Caracterizar MCM-41 e MCM-41/Pr morfologicamente por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV);

Realizar a caracterizacdo fisica da MCM-41 e MCM-41/Pr atraves de Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e analise térmica através de
Termogravimetria (TG);

Realizar a caracterizacdo de tamanho de poro, distribuicdo de poro, volume de poro
utilizando a técnica de Brunauer, Emmett, Teller/Barrett, Joyner, Halenda (BET/BJH);
Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo do EPV no sistema nanoparticulado utilizando
Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia (UPLC-DAD);

Realizar teste de dissolucao in vitro do EPV presente na MCM-41 em solucéo tampéo
nopHde55,7,2,74¢e7,6;

Determinar a atividade antioxidante da prépolis no sistema nanoparticulado através do
emprego do radical DPPH,;

Analisar a atividade antimicrobiana por meio de difusdo em poco e CIM;

Determinar a viabilidade celular das amostras MCM-41, MCM-41/Pr e EPV e

Avaliar a capacidade antiviral contra o virus Chikungunya.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O extrato de prépolis vermelha (EPV) (90 mL, 11% m/V) foi adquirido no apiario “O
Cortico” (Maceid, AL, Brasil). O tetraetoxissilano 99% (TEOS), brometo de n-cetil-n, n, n
trimetil amdnio (CTAB) e hidroxido de amdnio (NH4OH, 25-28% em peso). foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Acetonitrila e metanol de qualidade HPLC foram
adquiridos na J.T. Baker Mallinckrodt-Avantor (Nova Jersey, EUA).

4.2 Meétodos

4.2.1 Sintese das nanoparticulas de silica mesoporosas do tipo MCM-41

A MCM-41 foi preparada pelo método sol-gel como descrito por Gan et al. (2015), com
algumas modificacdes. Inicialmente, 500 mL de agua deionizada foram aquecidos em banho
maria a 50 = 1°C (Fisatom, 752A) até sua estabilidade ser atingida. Somente entéo, foram
adicionados hidroxido de amdnio até o pH 11 e o surfactante CTAB. A solucéo foi mantida sob
agitacdo mecanica, na rotacdo de 600 £ 10 rpm durante 15 min para homogeneizacdo completa
do sistema. Em seguida, TEOS foi adicionado gota a gota mantendo a agitacéo e a temperatura
por 2 horas. Subsequentemente, a solucao resultante foi centrifugada a 8000 rpm por 5 minutos
e lavada duas vezes com agua deionizada e uma vez com etanol, neutralizando o pH.
Finalmente, o precipitado foi seco a 80°C durante 24 horas. Posteriormente, foi realizada a
remocdo do direcionador da estrutura de silica, 0 CTAB, pelo método de calcina¢do em que a
amostra foi submetida, a temperatura de 550 + 5°C por 4 horas, sob ar atmosférico, com uma

taxa de aquecimento de 5 °C.min™. Ap0s esse tempo, as particulas de MCM-41 foram obtidas.

4.2.2 Processo de adsorcdo do EPV pela MCM-41

Para a incorporacdo do EPV nas particulas de MCM-41 foram pesados 100 mg de
MCM-41 e adicionados a 5 mL da solucdo de EPV a 11% (m/V). A solucdo foi mantida sob
agitacdo magnética em aproximadamente 100 rpm durante 24 horas. ApOs esse tempo, a

solugéo foi centrifugada na velocidade de 5000 rpm durante 5 min e o precipitado foi coletado
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e levado a estufa a 40°C até estar totalmente seco e, desta forma, obteve-se o sistema

nanoparticulado com a prépolis vermelha sorvida (MCM-41/Pr).

4.3  Caracterizagao

4.3.1 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados de FTIR da propolis vermelha, MCM-41, MCM-41/Pr, foram obtidos
empregando-se um espectrometro de FTIR (Modelo IRPretige-21, Shimadzu, Kyoto, Japao) na
faixa de 400 - 4000 cm?, resolucdo de 4 cm™, com 120 medidas, no modo transmitancia, a
temperatura ambiente. As medidas foram realizadas utilizando-se pastilhas de brometo de
potassio (KBr). As medidas foram realizadas no Laboratorio de Caracterizagcdo e Microscopia
de Materiais do Instituto de Fisica (IF) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Esta técnica de FTIR foi empregada a fim de investigar os grupos funcionais e ligacdes
quimicas presentes nas amostras (PAVIA, LAMPMAN e KRI1Z, 2013).

4.3.2 Difracio de Raios-X de Baixo Angulo (DRX)

A difracéo de raios-X de baixo angulo foi empregada a fim de investigar a fase cristalina,
simetria e arranjo cristalografico das nanoparticulas de MCM-41. Os resultados foram obtidos
utilizando-se um difratémetro de raios-X (XRD-6000, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com fonte de
radiagdo de CuKal (A = 1,79 A). Os parametros utilizados foram: corrente de 30 mA e tenséo
de 30 kV, faixa de 1 a 70° com taxa de 2° min*t, modo continuo e temperatura ambiente. As
medidas foram realizadas no Laboratério de Sintese de Catalisadores (LSCat) do Instituto de
Quimica e Biotecnologia (1QB) da UFAL.

4.3.3 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG da propolis vermelha, MCM-41 e MCM-41/Pr foram obtidas
utilizando-se um aparelho termoanalitico (TGA 50H, Shimadzu, Téquio, Japdo) empregando-
se a massa de amostra em torno de 5,0 mg + 10% em cadinhos, razdo de aquecimento de
10°C.min * na faixa de temperatura de 30 a 900°C. A atmosfera do forno foi saturada com
nitrogénio, a uma vazéo constante de 50 mL.mint. O equipamento foi calibrado com as mesmas

condigdes utilizando-se o padrdo de oxalato de calcio monohidratado.
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4.3.4 Isotermas de Adsorgéo-Dessorcéo de Nitrogénio

Uma isoterma de adsorcéo é obtida medindo-se quantidade de gas adsorvido em uma
superficie sélida em funcdo do aumento da pressdo relativa a uma temperatura constante,
normalmente o gas utilizado é o nitrogénio, enquanto que a isoterma de dessorcdo é obtida
medindo-se 0 gas que esta sendo removido da superficie em funcdo da diminuicdo da pressdo
relativa do gas. A éarea superficial é o meio em que um sélido interage com o sistema no seu
entrono, podendo ser um liquido ou um gas em sua area externa, o que inclui a superficie
atribuido aos poros. O aumento da area de contato pode ser dado pela redu¢do do tamanho das
particulas e/ou pelo aumento da porosidade do solido. Esta propriedade dos materiais sélidos é
tipicamente determinada pelo célculo do volume do gas que ¢é adsorvido fisicamente em uma
camada monomolecular da superficie do solido (NADERI, 2015).

A adsorcdo de superficie pode ocorrer pelo mecanismo de fisiossorcdo, em que a
interacdo intermolecular é fisica envolvendo forcas de van der Waals, relativamente fracas,
necessitando pouca energia para a interrup¢do da interacdo, portanto, esse mecanismo de
adsorcao e reversivel e a dessorcdo pode ser induzida pelo aumento da temperatura ou reducao
da pressédo de vapor ou, ainda, por agitacdo. A adsorcao também pode ocorrer pelo mecanismo
de quimiossorcdo, onde a interacdo ocorre por meio de ligagbes quimicas, que sdo interacoes
mais fortes e necessitam de maior energia para serem rompidas. E pela interacdo por
fisiossorcdo que varias informacGes importantes dos materiais sdo fornecidas, tais como, area
superficial, tamanho dos poros e distribuicdo do tamanho dos poros (NADERI, 2015;
THOMMES, KANEKO et al., 2015).

A caracterizacdo das amostras MCM-41 e MCM-41/Pr foi realizada construindo-se a
isoterma de adsorcdo-dessor¢do com gas nitrogénio na superficie destas, na faixa presséo
relativa (P/Po) de 0,01 a 1,0, no equipamento NOVA 2200e (Quanrachrome Instrument) a -196
°C. Antes das medicdes, 0,1 g das amostras foram tratadas termicamente a 70 °C sob vacuo por
5 horas. As areas superficiais das amostras foram calculadas empregando-se o modelo
matematico desenvolvido pelos cientistas Brunauer-Emmett-Teller (BET) (DA SILVEIRA,
2013). O diametro dos poros e a distribuicdo de tamanho dos poros foram determinados pelo
modelo matematico proposto por Barrett-Joyner-Halenda (BJH) (SALVIANO, 2017).
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4.3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia e o tamanho das particulas da MCM-41 e MCM-41/Pr foram investigadas
através das imagens de MEV (Superscan SSX-550, Shimadzu, Kyoto, Japdo), operando no
modo de retroespalhamento a uma tensdo de aceleracdo de 10,0 kV. As amostras foram
preparadas em solucdo hidroalcélica (80%), colocadas diretamente no porta amostra, secas a
temperatura ambiente e revestidas com uma fina camada de ouro, utilizando-se o sistema de
metalizacdo Sanyu Electron, modelo Quick Coater SC-701, sob corrente de voltagem durante
0 processo de metalizacdo de 10 mA por 7 minutos.

4.3.6 Analise por Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia (UPLC-DAD)

A identificacdo e quantificacdo dos marcadores quimicos presentes no extrato de
propolis vermelha e no MCM-41/Pr, foram realizadas utilizando-se um cromatografo liquido
UPLC-DAD (Shimadzu, Kyoto, Japdo) contendo um modulo de bomba de alta pressao (LC-
20ADXR), desgaseificador (DGU-20A3R), mddulo auto injetor (SIL-20AXR), modulo de
forno para coluna de cromatografo, médulo com detector de arranjo de diodos (EPDM-20A),
mddulo com detector de fluorescéncia (RF-20A) e controlador (CBM-20A). A separacdo dos
flavonoides foi realizada utilizando-se uma coluna em fase reversa (Phenomenex C18, 150 x
4,6 mm; 5 um). Para a fase movel, foi utilizada 4gua deionizada como solvente A e acetonitrila
como solvente B, bombeada a uma vazao de 0,3 mL.min, com o gradiente de elui¢do mostrado

na Tabela 3. A metodologia analitica foi seguida de acordo com Azevedo et al. (2018).

Tabela 3. Gradiente de elui¢do do solvente durante a anélise UPLC-DAD.
Tempo (min) % de dgua % de acetonitrila

0 70 30
2 70 30
5 64 36
8 58 42
11 42 48
14 46 54
17 40 60

20 34 66
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24 28 72
28 22 78
32 16 84
36 10 90
40 0 100
53 0 100
54 70 30
60 70 30

Fonte: Autor, 2020.

A identificagdo e quantificagdo da propolis vermelha no MCM-41 foi mensurada pela
injecdo no cromatégrafo de 7 marcadores (liquiritigenina, daidzeina, isoliquiritigenina,
formononetina, biochanina A, pinocembrina e pinobanksina) (Sigma Aldrich), presentes no
extrato de propolis vermelha do Brasil e correlacionados a curva de calibragdo desses padrdes
previamente tracados em estudos anteriores (AZEVEDO, SILVA et al., 2018). Para a medicéo,
foram pesados 100 mg de extrato etandlico de prépolis vermelha e solubilizados em 10 mL de
etanol absoluto em banho ultrassénico por 10 min obtendo-se a concentragdo de 10 mg.mL™.
A partir desta, uma solucdo estoque foi preparada com a concentragdo de 1 mg.mL™. E,
finalmente, preparada uma solugdo na concentragio de 310 ug.mL™ para entdo ser injetada no
volume de 2 uL. Antes da injecdo, a solucéo foi filtrada usando papéis de filtros de seringa de
0,22 um (K18-230). O mesmo procedimento foi repetido para 0 MCM-41/Pr.

4.3.7 Ensaio de Dissolucdo MCM-41/Pr

Para o estudo de liberacdo in vitro da propolis encapsulada nas particulas de silica, foram
pesados 17 mg de MCM-41/Pr e dispersos em 50 mL de solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) com diferentes valores de pH (5,5, 7,2, 7,4 e 7,6). O ensaio foi realizado durante 24 horas
sob agitacdo a 100 rpm, mantendo-se a temperatura constante a 37 = 1 °C. As amostras foram
coletadas apds decorridos os tempos de 15 ', 30", 45 ', 1h, 1h30', 2h, 3h, 4h, 8h, 12h e 24h.
Depois de coletar 1 mL da de PBS contendo os analito nos tempos mencionados, a solucéo foi
centrifugada por 5 min a 10.000 rpm e feita a leitura em espectrofotémetro UV-vis (Modelo
UV-1280, Shimadzu, Kyoto, Japdo) no comprimento de onda de 280 nm. Os ensaios foram

realizados em triplicata.
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Antes do ensaio de liberagdo in vitro, foi feita uma curva de calibragdo do extrato de
prépolis vermelha, permitindo correlacionar o valor da absorbéncia com a concentragdo do
analito na solucdo, através da equacdo da reta. A curva de calibracdo foi realizada com extrato
de prépolis vermelha em triplicata nas concentragdes de 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 € 5 pug.mL*
(r2=0,9991). Os valores de absorbancia foram medidos em um espectrofotdmetro UV-visivel
a no comprimento de onda de 280 nm.

Dois modelos foram utilizados para ajustar os dados cinéticos experimentais e tentar
explicar o mecanismo de liberacdo do farmaco: o modelo de pseudo primeira ordem, proposto
por Lagergren e 0 modelo de pseudo segunda ordem, projetado por Ho e McKay. O coeficiente
de determinac&o (R?) e o erro relativo médio (ARE) foram usados para medir a confiabilidade
dos modelos. A equacéo de pseudo primeira ordem é (OLIVEIRA, OLIVEIRA et al., 2020):

q: = q.(1 — e7F1t) (3)

onde ki € a constante da taxa de liberacdo de propolis vermelha de pseudo primeira ordem (h
B, ge (ng.mL™?) e gr (ug.mL™?) sdo as quantidades de propolis vermelha liberadas por mL da
solucédo tampdo no ponto de equilibrio e em um tempo especifico, respectivamente, et € o
tempo do processo. A equacao de pseudo segunda ordem é (OLIVEIRA, OLIVEIRA et al.,
2020):

g = 2t @
onde k> é a constante da taxa de liberacdo de propolis vermelha de pseudo segunda ordem
(mL.ug?t.h?).

O primeiro modelo sugere que a taxa de liberacdo do soluto € proporcional ao nimero
de sitios ativos presentes na estrutura da nanoparticula de silica, indicando que tal interacdo é
reversivel. O segundo modelo propGe que a capacidade de liberacdo de bioativos é diretamente
proporcional ao nimero de sitios ativos ocupados na nanoestrutura de silica mesoporosa. Além
disso, também sugerem a presenca de intera¢fes quimicas, indicando alguma dificuldade de
reversibilidade (OLIVEIRA, OLIVEIRA et al., 2020).
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4.4  Atividade Bioldgica In vitro

4.4.1 Atividade Antioxidante do EPV e MCM-41/Pr pelo método DPPH

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante EPV e da MCM-41/Pr foi realizada
pelo método de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) de acordo com
0s métodos descritos na literatura (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995;
VEIGA, DE MENDONCA et al., 2017).

O radical DPPH é um cromoforo estavel a temperatura ambiente com coloragdo violeta
intensa em etanol com absorcéo de comprimento de onda de 517 nm. A medida que este radical
encontra antioxidantes acontece o emparelhamento de elétrons e diminuigdo da coloracéo e,
consequentemente, diminuicdo da absortividade (CABRAL, OLDONI et al., 2009;
MARCUCCI, OLIVEIRA et al, 2020) (Figura 25). A capacidade da formulagédo
nanoencapsulada de sequestrar o radical livre DPPH foi avaliada pela reducdo da coloracéo das

amostras.

Figura 25. llustracdo da reacdo do DPPH com um dos componentes da propolis de Baccharis
dracunculifolia, o acido p-cumarico*.
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Fonte: Marcucci, Oliveira et al. (2020).

A atividade antioxidante foi medida a partir da inibicdo do radical livre DPPH" e
monitorada pela obtencdo dos valores de absorbéancia das solugdes das amostras com diferentes

concentragdes. A equacgéo usada para calcular a atividade antioxidante foi a seguinte:

Atividade Antioxidante (%) = 100 — 22%umostra=4B%

x 100 )

ABScontrole

Onde ABSamostra representa a absorbancia da solugdo da amostra com DPPH; ABSy, absorbancia
da amostra sem DPPH; e ABScontrole, absorbancia da solucdo de DPPH.

A solucdo de DPPH (3 mM) foi preparada usando 0,005 g de reagente radical 2,2-
difenil-1-picri-hidrazil (DPPH") e foi solubilizada em um baldo volumétrico de 100 mL com
etanol absoluto. O EPV e a MCM-41/Pr foram preparados em uma concentracéo inicial de 1,0
mg.mL™ de propolis vermelha no solvente etanol. Aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50, 25, 5 e
2,5 uL foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL e adicionados 2,0 mL de solucéo
DPPH (3 mM) e depois diluidas com etanol para concentrac@es finais de 100, 75, 50, 25, 10, 5,
1e0,5 pg.mL?, respectivamente. A reacdo foi realizada na auséncia de luz a 25 + 1°C por 30
min. As leituras de absorbancia foram realizadas com um espectrofotémetro (Modelo UV-1280,
Shimadzu, Kyoto, Japao) no comprimento de onda de 517 nm. O etanol absoluto foi utilizado

como branco.

4.4.2 Atividade Antibacteriana de EPV e da MCM-41/Pr

A avaliacdo da atividade antimicrobiana do MCM-41/Pr e do EPV foi determinada pelo
método da difusdo em pogo com didmetro de ~ 8 mm. Este método é similar ao metodo de
difusdo em disco e amplamente utilizado para determinacdo da atividade antibacteriana de
produtos naturais ou relacionados (DAMIAN e PATACHIA, 2014). A bactéria Staphylococcus
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aureus (S. aureus) ATCC 25923 foi usada para verificar o perfil de sensibilidade do extrato
apos encapsulado e da propolis vermelha na forma livre nas concentragdes de 150, 225, 375,
500, 750 e 1050 pg.mL* em DMSO. Esta cepa de S. aureus foi previamente cultivada em agar
Brain Heart Infusion (BHI) por 18 - 24 horas a 37 + 1°C e desta cultura uma col6nia foi
removida para subsequente semeadura em &gar Miieller Hinton. Cerca de 300 pL da suspensio
das diferentes concentracdes de MCM-41/Pr e extrato de propolis vermelha foram inoculados
em pocos previamente preparados em placas de agar Mueller Hinton. A leitura dos halos foi
realizada ap6s 24 horas de incubacdo das placas a 37 + 1°C. O controle negativo foi realizado
seguindo o mesmo procedimento de diluicdo usando apenas 0 MCM-41.

A atividade antimicrobiana da MCM-41, MCM-41/Pr e EPV também foi realizada por
meio do teste de microdiluicdo em caldo para determinagé@o da concentracdo inibitdria minima
(CIM), segundo as diretrizes do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018) para
bactérias (M07-A10). As cepas padréo utilizadas foram: S. aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 e Escherichia coli ATCC 25922.

Antes da realizacdo dos experimentos, as cepas bacterianas liofilizadas foram
previamente inoculadas em tubos de ensaio contendo caldo infusdo de cérebro e coragédo (BHI)
e incubadas por 18-24 horas em estufa microbiologica. Decorrido o periodo de incubacdo, uma
aliquota de cada amostra foi semeada, por meio da técnica de esgotamento, em placas de Petri
contendo agar Mueller Hinton (AMH) e novamente incubadas por 18-24 horas. A suspensao
do indculo foi preparada selecionando varias coldnias morfologicamente semelhantes do
crescimento prévio em AMH e suspendendo em solucéo salina estéril (0,85%), ajustando a
suspensdo por meio da comparagdo com um padréo de turbidez da escala 0,5 de McFarland,
que corresponde a uma concentragdo entre 1-2x108 UFC.mL?. Em seguida, a suspensio
resultante foi agitada em vortex e diluida em uma proporc¢édo de 1:10, para se conseguir uma
diluicdo de 10" UFC.mL?, sendo a concentragdo final desejada de 5 x 10° UFC.mL?, ao
inocular 5 pL do inéculo em cada poco da microplaca (CLSI, 2018).

Para 0 ensaio com bactérias foi utilizado caldo Mueller-Hinton ndo suplementado,
conforme CLSI (2017) e CLSI (2018).

O meio de cultura Mueller Hinton (MH — Difco, Brasil) foi preparado de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O caldo foi esterilizado em autoclave (calor Umido), a
temperatura de 121 °C, durante 15 min, em vapor constante.

O ensaio foi realizado em microplacas estéreis de 96 cavidades com fundo em forma de
"U", contendo 12 colunas enumeradas de 1-12 e 8 linhas marcadas de A-H. Todos os orificios

da microplaca foram preenchidos inicialmente com 100 pL de caldo de cultivo (MH). Em
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paralelo, nas colunas de 1 a 9 da linha A da microplaca foram desferidas aliquotas de 100 pL
dos produtos testados, preparados na concentraco de 2000 pg mL ™,

Em seguida, uma aliquota de 100 pL do contetdo de cada orificio da linha A foi
transferida para os orificios da linha B, e ap6s homogeneizagdo, 0 mesmo volume foi transferido
para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H, e desprezando-se ap0s
homogeneizagdo o0 excesso da diluicdo, obtendo-se assim concentragdes decrescentes dos
extratos (1000 pg.mL?*-linha A; 500 pg.mL*-linha B; 250 ug.mL*-Linha C, e assim por
diante).

As colunas 1-3 foram reservadas para o EPV, 4-6 para MCM-41 e 7-9 MCM-41/Pr. As
fileiras 10, 11 e 12 foram destinadas, respectivamente, para o controle negativo (CN) da
atividade inibitoria do diluente DMSO 2%, utilizado na solubilizacdo do extrato e
nanoparticula; controle de crescimento (CC) ou de viabilidade dos microrganismos utilizados;
e controle de esterilidade (CE) da placa. Paralelamente, o controle positivo foi realizado numa
placa a parte utilizando-se ciprofloxacino.

Transcorrido o periodo de incubacao, foi realizada leitura das placas. A CIM foi definida
como a menor concentracdo dos produtos testados capaz de inibir visualmente o crescimento
verificado nos orificios quando comparado com o crescimento controle. Para facilitar a
realizacdo da leitura das cepas bacterianas, foi utilizado revelador Brometo de 2,3,5-
Trifeniltetrazélio a 0,5%, que indica crescimento microbiano. Para isto, foi inoculado 20 pL de
uma solucdo aquosa do revelador em todos os pogos e, em seguida, as microplacas foram
reincubadas por um periodo de 3 horas a 35°C. Apos este periodo, as mesmas foram observadas
e analisadas. A auséncia de cor nos pocos foi interpretada como microrganismo sensivel ao
extrato testado (auséncia de crescimento). De modo contrario, 0S pogos que apresentaram
coloracdo azulada foram interpretados como microrganismo resistente (presenca de

crescimento). Todo o experimento foi realizado em triplicata.

4.4.3 Viabilidade Celular

Antes da realizacdo dos testes antivirais foi realizado o ensaio de citotoxicidade dos
materiais em células Vero E6, que sdo fibroblastos de rim de macaco verde africano
(Cercopithecus aethiops) (AHMETAJ-SHALA, P. PEACOCK et al, 2020; GOMES,
MOYSES et al., 2021). O ensaio foi realizado pelo método colorimétrico do MTT [3-(4,5-
Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio] de acordo com protocolos determinados por

Mosmann (1983) seguindo segundo modificagdes propostas por Sieuwerts, Klijn et al. (1995).
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O MTT e um sal hidrossoluvel que por atividade de desidrogenases mitocondrial, de
celulas viaveis, € reduzido formando cristais de sal de formazan (Figura 26). O formazan fica
armazenado no citoplasma da célula viavel que apresentam a coloracao roxa onde é solubilizado
pelo dimetilsulfoxido (DMSO). A viabilidade mitocondrial, que equivale a viabilidade celular,
é quantificada através dessa reacdo de reducdo realizadas pelas enzimas desidrogenases e
obtencdo dos valores de absorbancia no comprimento de onda na regido do azul (492 nm)
(MAGALHAES, THA e LEME, 2018).

Figura 26. Reacgdo de reducdo do MTT a Formazan.
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Para realizar o ensaio de citotoxicidade, monocamadas confluentes de células Vero E6
em placas de 96 pogos a uma densidade de 2 x 10%/pogo foram tratadas com diferentes
concentracBes dos materiais teste em triplicata (Tabela 4) por 48h a 37°C e atmosfera de CO;
a 5%.
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Tabela 4. Concentracfes dos materiais para realizacdo do ensaio de viabilidade celular.
MCM-41 MCM-41 + Pr EPV

2833,33 pyg.mL?  2833,33 + 500 pg.mL*? 500 pg.mL*

1416,67 pg.mL* 1416,67 + 250 pg.mL* 250 pg.mL*
708,33 pg.mL* 708,33 + 125 pg.mL* 125 pg.mL?
354,17 pg.mL* 354,17 + 62,5 ng.mL* 62,5 pg.mL*t
177,08 pg.mL* 177,08 + 31,25 pgmL? 31,25 pg.mL?
88,54 ng.mL* 88,54 + 15,63 ng.mL* 15,63 pg.mL*
44,27 ng.mL* 44,27 + 7,81 pg.mL* 7,81 ng.mL*!

22,14 ng.mL* 22,14 + 3,91 ug.mL* 3,91 ng.mL*
Fonte: Autor (2021).

Em cada pogo foram adicionados 20 pL da solugdo de MTT na concentragdo de 5
mg.mL™" e incubada por 3 horas. Ap6s o periodo de incubacéo, o sobrenadante foi removido e
adicionado 150 pL. de DMSO e incubado por mais 15 min. A absorbéncia de cada pogo foi
medida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 492 nm. A porcentagem da
viabilidade celular foi calculada utilizando-se os valores da absorbancia obtidas aplicando-se a

formula a seguir:

. Abs —Abs
Viab. Celular (%) = amostra’ ~"Branco _ x 1(() (6)
AbScontrole celular—ADPSBranco

onde AbSamostra € 0 Valor da absorbéancia do meio contendo as células e a amostra que esta sendo
analisada, AbSpranco € 0 Valor da absorbancia do meio que foi utilizado e AbScontrole celular € 0 Valor
da absorbancia do meio contendo apenas as células.

A partir da determinacdo da concentracdo maxima ndo téxica (CMNT) foi realizado o

ensaio de avaliacdo da atividade antiviral.

4.4.4 Atividade Antiviral Contra o Virus Chikungunya

O virus Chikungunya € o agente etioldgico da febre Chikungunya que frequentemente
vem acompanhada de dor de cabeca, erupcdes maculopapulares, dor nas costas, mialgia e
poliartralgia. E um arbovirus, pois é transmitido através da picada da fémea do mosquito
infectado comumente com as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus, que também sédo
vetores do virus da dengue e da Zika (WHO, 2021).
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E considerado um virus endémico em regides tropicais, mas ndo ¢ frequentemente uma
doenca fatal. No entanto, é caracterizada por causar uma febre abrupta entre o 4° e 7° dias ap0s
a picada do mosquito infectado, que normalmente vem acompanhada por artralgia, a qual
costuma ser debilitante e pode durar dias, algumas semanas e, em alguns casos, anos, resultando
em incapacidade de longo prazo (WHO, 2021). Manifestacdes clinicas como insuficiéncia
respiratéria e meningoencefalite também podem ocorrer, geralmente em idosos, com potencial
causa de mortalidade (GOH, MOK e CHU, 2020).

O virus Chikungunya (CHIKYV) foi isolado a partir de amostras de soro obtidas de
pacientes infectados (confirmado por PCR em tempo real) na fase virémica gentilmente cedidas
pelo Laboratério Central de Satde Publica de Alagoas (LACEN/AL) em um projeto anterior
do grupo de pesquisa do Laboratorio de Pesquisas em Imunologia e Virologia (Lapevi) (PPSUS
60030 000841/2016; Projeto submetido e aprovado junto ao CEP/UFAL C.AAE.
59229716.9.0000.5013).

As celulas Vero E6 foram cultivadas em placas de 96 po¢os a uma densidade de 2 X
10%/pogo e infectadas com o CHIKV durante um periodo de 2h para que os virus fossem
adsorvido pelas células. Apds esse periodo, as células foram lavadas com solugdo tampao
fosfato (PBS) e as monocamadas infectadas foram tratadas com diferentes concentracdes de
MCM-41, MCM-41/Pr e EPV, partindo da CMNT. Foram entdo incubadas por 48 ha 37°C em
atmosfera de CO> a 5%, seguindo-se a metodologia da viabilidade celular. A percentagem de

inibicdo foi calculada usando a seguinte equacao:

Ly s~ . Abs —Abs i
Inlbl(;ao Vlral (%) — Amostra Controle Viral x 1 00 (7)
AbScontrole Celular—AbScontrole Viral

onde AbSamostra € 0 Valor da absorbéancia do meio contendo as células e a amostra que esta sendo
analisada, AbScontrote virai € 0 Valor da absorbéancia do meio contendo as células infectadas com
0 Virus e AbScontrole celular € 0 Valor da absorbancia do meio contendo apenas as células.

As concentracdes que inibiram 50% da acdo viral (ICso) foram calculadas por regressao
ndo-linear e construcdo de uma curva sigmoidal pela analise de curva log de inibigédo vs resposta

variavel slope.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1  Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos visando investigar os grupos funcionais e ligagdes
quimicas presentes nas amostras. A espectroscopia de FTIR € uma das técnicas utilizadas nas
areas da quimica de produtos naturais, sintese e transformacgdes organicas e também, bastante
aplicada na caracterizacdo de nanoparticulas, com a finalidade de poder determinar a forma da
associacdo entre a amostra e a nanoparticula (SCHAFFAZICK et al, 2003; LOPES; FASCIO,
2004).

Portanto, utilizou-se a técnica de espectroscopia FTIR com pastilha de KBr para analisar
a nanoparticula MCM-41 e o extrato de propolis vermelha, bem como investigar a interagdo
entre os dois. A Figura 27 mostra os espectros de FTIR do extrato de propolis vermelha, MCM-
41 e MCM-41/Pr.

Figura 27. FTIR do (1) Extrato de propolis vermelha, (2) MCM-41 e (3) MCM-41/Pr.
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O espectro 1 da Figura 27 refere-se a espectroscopia de FTIR do extrato propolis
vermelha, no qual pode ser observada uma banda larga de absorcdo na regido de 3336 cm™
caracteristica de vibracdo molecular, referente a deformacdo axial do grupo hidroxila (—-OH)
tipico em compostos fendlicos, substancias majoritarias na propolis.

As bandas de absorcio a 2970 cm? e 2932 cm correspondem a deformagéo axial do

grupo CHs. As que ocorrem nos comprimentos de onda de 1617 cm™, 1496 cm™ e 1450 cm'?
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s&o provenientes do alongamento do grupo C = C dos anéis aromaticos. Nos comprimentos de
onda de 1160 cm™ e 1200 cm™ as bandas correspondem a vibragdo do grupo C — O de fendis.

A presenca de uma banda intensa na regido de 1045 cm™ esta relacionada a vibragéo da
deformacéo axial da ligacdo éter C — O, na regido de 877 cm™ pode ser atribuida a deformacéo
angular fora do plano de compostos aromaticos C — H.

A presenca de compostos aromaticos numa amostra é verificada pela existéncia de
bandas na regido de baixa frequéncia entre 900 e 675 cm™ (AZEVEDO, SILVA et al., 2018).

A relacdo entre os valores das bandas de absorc¢éo e os grupos quimicos encontrados no
material da MCM-41 e no extrato de prépolis vermelha estdo sintetizados na Tabela 5. Diante
do exposto, pode-se verificar que o extrato de prépolis utilizado possui a presenca de compostos

aromaticos caracteristicos de fendis, flavonoides e isoflavonoides.

Tabela 5. Tabela da relacdo entre os valores das bandas de absorcdo e os grupos quimicos
encontrados na MCM-41 e no extrato de prépolis vermelha.

Bandas (cm™) Grupos quimicos Material
3200 - 3700 —OH MCM-41
1625 H - OH H20
1240
Si—0O-Si MCM-41
1076
953 Si—O-Si MCM-41
812 Si—OH MCM-41
450 O-Si-0 MCM-41
Extrato de Propolis
3336 —OH
Vermelha
) Extrato de Propolis
2970 C-H aromaticos
Vermelha
Extrato de Propolis
2932 CHs
Vermelha
1617
) Extrato de Propolis
1496 C=C aromaticos

Vermelha
1450
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C-O (@lcoois primarios, de

eter alifatico e Extrato de Propolis

1045 L
Ciclico) Vermelha
877 C-H (deformacéo angular Extrato de Propolis
fora do plano, de aromaticos
831 Vermelha

polinucleares)

Fonte: Autor (2020).

A espectroscopia de FTIR da MCM-41 no espectro 2 (Figura 27) e da MCM-41/Pr no
espectro 3 (Figura 27) mostram em ambos as bandas relacionadas ao comportamento
vibracional de silanois. A banda larga na regido do comprimento de onda entre 3200 a 3700
cm? esta associada a vibracdo das ligagdes dos grupos hidroxilicos ~OH dos grupos silanois
presentes na estrutura molecular do MCM-41 [Figura 28 (A)].

Figura 28. Estrutura da (A) MCM-41 e (B) compostos fendlicos da propolis vermelha.
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Fonte: Autor (2019).

A banda expressada no comprimento de onda de 1625 cm™ pode ser atribuida a
vibracdes angulares de moléculas de agua adsorvidas nas estruturas da MCM-41 (Figura 27

espectro 2). As regides de 1240 cm™ e 1076 cm™ séo caracteristicas do estiramento assimétrico
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do grupo Si— O — Si. A banda em 953 cm™* est4 relacionada ao alongamento simétrico do grupo
Si— O — Si. Em 812 cm™ a banda corresponde ao estiramento do grupo silanol Si — OH e no
comprimento de onda de 450 cm™ a banda é caracteristica das vibragdes do grupo O —Si— O
(HUANG, MA et al., 2018).

No espectro 3 da Figura 27 pode ser observada a espectroscopia de FTIR da MCM-
41/Pr, em que se observa uma reducdo significativa na intensidade da banda na regido de 3450
cm?, provavelmente devido a interacdo das ligacdes de hidrogénio entre as hidroxilas presentes
na estrutura mesoporosa de silica [Figura 28 (A)] e das hidroxilas presentes nos compostos
fendlicos do metabdlitos secundarios do extrato de propolis [Figura 28 (B)]. Além disso, pode-
se observar a presenca de bandas de absorcéo caracteristicas dos compostos fendlicos nas
regides de 2970 cm™ e 2932 cm?, 1627 cm™, 1508 cm™?, 1450 cm™ e 1157 cm™.

Além da interacdo entre as hidroxilas, pode ter ocorrido uma interacéo entre o C — O
dos grupos fendlicos, devido a reducédo significativa das bandas correspondentes a vibracéo
desse grupamento. Outra possivel interacdo pode ter ocorrido atraves dos grupamentos éter C
— O, pois a expressdo da banda no comprimento de onda de 1045 cm™ néo foi observada apos
a incorporacao. Assim como pode ter ocorrido uma interacao através dos anéis aromaticos, uma
vez que a banda correspondente a deformacéo angular do grupo C — H do anel aromatico néo
aparece no espectro 3 (Figura 27). Popova et al. (2018), relataram que pode ser considerada,
segundo as caracteristicas espectrais, que a interacdo entre o extrato de propolis da Bulgéria e
as nanoestruturas de silica, SBA-15 e MCM-41, funcionalizadas com nanoparticulas de prata
ocorreram positivamente, através do grupamento carbonila e do anel aromatico.

Desta forma, pode ser observado que ocorreu a interacdo entre o extrato etandlico da
propolis vermelha e a estrutura da nanoparticula de silica mesoporosa, conservando as

caracteristicas fisico-quimicas das mesmas.

5.2  Difracdo de Raio-X de Baixo Angulo (DRX)

A difracdo de raio-X de baixo angulo da MCM-41 (Figura 29) mostra a auséncia de
picos em angulos mais altos entre 15° a 60°, pois a parede estrutural do MCM-41 ¢é formada de
silica amorfa. Entretanto, pode-se observar um forte pico em (100) a 26 = 2,28° e dois picos
mais fracos em (110) e (200) a 26 = 4,15° e 20 = 5,77°, respectivamente, que representam a
estrutura hexagonal p6mm de maneira ordenada, onde um poro é cercado por outros seis poros
[Figura 28 (A)] (DOS SANTOS, PEREIRA et al., 2020; SALVIANO, 2017). Assim, pode ser

observado que o arranjo dos d&tomos desse material ndo apresenta alta cristalinidade, sendo o
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unico elemento com ordem estrutural a disposicdo periddica dos canais (SALVIANO, 2017),

que nesse caso sdo bidistribuidos, como mostrado no resultado da Secéo 5.4.

Figura 29. Difragdo de Raio-X da MCM-41.
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Fonte: Autor (2021).

Sun et al. (2017), avaliaram a estrutura da MCM-41 sintetizada e carreadas com a-
tocoferol e observaram as mesmas caracteristicas por difracdo de raio X em angulo baixo para
a MCM-41 livre exibindo os picos bem definidos em (100), (110), (200) e (210), observando
também que apos a interagdo com o a-tocoferol a intensidade dos picos reduziu, indicando a

adsorcdo do bioativo na estrutura mesoporosa da silica.
5.3  Analise Termogravimétrica (TG)
Ap0s 5,0 mg de cada amostra serem submetidas a uma rampa de aquecimento no fluxo

de 10 °C.min e em fluxo de ar nitrogénio a 50 mL.min, a resposta da perda de massa para

cada amostra pode ser observada na Figura 30.
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Figura 30. Termograma da (1) MCM-41, (2) EPV e (3) MCM-41/Pr.
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Na decomposigdo térmica da MCM-41, mostrada na Figura 30 curva 1, pode ser

observada a perda de massa em apenas um ponto na faixa de temperatura entre 80°C a 100°C
(----), que correspondente a perda de aproximadamente 32,64% de agua adsorvida nos poros

da nanoparticula de silica em uma reacdo endotérmica (WOLINSKA-GRABCZYK,
WOJTOWICZ et al., 2018).

A curva termogravimétrica do extrato de propolis vermelha (Figura 30 curva 2) mostra
trés pontos de decaimento de massa (---- e <): i) 0 primeiro ponto de decaimento entre 100°C

- 120°C devido a desidratacao; ii) o segundo decaimento entre 120 — 135 referente ao processo
de fusdo dos compostos organicos de baixo peso molecular como os flavonoides, isoflavonoides
e outros compostos fendlicos; iii) um terceiro ponto entre 220 - 450°C é atribuido a
descarboxilacdo do material organico restante (AZEVEDO, SILVA et al., 2018).

O sistema nanoparticulado MCM-41/Pr (Figura 30 curva 3) apresenta trés etapas
consecutivas de decaimento da massa total (----). O primeiro evento de decaimento, em torno

de 80°C, equivale a 13,56% referente a porcéo de dgua presente na nanoestrutura, na faixa de
temperatura de 120°C a 550°C ocorre o0 segundo e o terceiro eventos de decaimento
correspondentes a decomposicdo dos metabdlitos secundarios presentes no extrato da propolis
vermelha, sendo observado o mesmo perfil de decaimento no termograma em vermelho (Figura
30 curva 2). A perda de massa nessa faixa de temperatura (120°C — 550°C) €é correspondente a

14,56%, que pode ser considerada a massa de prépolis encapsulada na nanoestrutura da MCM-
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41 uma vez que a estrutura da silica mesoporosa ndo perde massa em temperaturas acima de
100-120°C.

Pode-se observar ainda que ap6s a encapsulacdo a temperatura necessaria para
deterioracdo dos metabdlitos secundarios da propolis vermelha € um pouco mais alta no terceiro
evento de decaimento de massa, onde para a EPV livre o terceiro decaimento foi registrado na
faixa de temperatura de 220°C a 450°C e para a MCM-41/Pr o evento ocorre entre as
temperaturas de 330°C a 500°C.

Analisando os trés termogramas de TG pode ser notado que a estrutura mesoporosa de
silica influencia na estabilidade do EPV por promover protecdo térmica para 0 mesmo
melhorando sua estabilidade fisico-quimica, deslocando para maiores temperaturas a perda de

massa total.

5.4  Isotermas de Adsorcdo-Dessorcao de Nitrogénio

A Figura 31 mostra as isotermas de adsorcao-dessorcdo de nitrogénio das amostras
MCM-41 e MCM-41/Pr. Ambas as isotermas apresentadas sdo do tipo IV, caracteristicas de
materiais mesoporosos. Essas isotermas, apresentam dois ciclos em que o primeiro, referente
ao processo de adsorcdo, inicia com uma inflexdo decorrente da formacado da monocamada do
adsorvato na superficie do solido, neste caso da MCM-41, na qual se forma por completo no
ponto B (Figura 31), seguindo, com o aumento da pressédo relativa do géas, para a formacao da
multicamada e, entdo, quando a pressao relativa € mais alta ocorre a condensacdo capilar,
fendmeno em que o gas condensa em uma fase semelhante a um liquido promovendo o
enchimento dos poros por completo, nesse ponto a adsorcao cessa (Figura 32) e inicia-se 0
processo de dessorcdo, representada no segundo ciclo (NADERI, 2015; THOMMES,
KANEKO et al., 2015).



Figura 31. Isotermas de adsorcéo-dessorc¢ao de nitrogénio de (A) MCM-41 e (B) MCM-41/Pr.
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Além disso, as isotermas apresentaram curva de histerese, que se localizam na faixa de

pressdo em que ocorre a formacdo de multicamadas na fisiossorcdo, geralmente, associadas a

condensacdo capilar e podem ser atribuidas a metaestabilidade da adsorcdo ou ao efeito de rede

de poros largos e aberturas estreitas, em que, para permitir que ocorra a dessorcao, é preciso

reduzir um pouco mais a pressdo relativa do gas adsorvido (THOMMES, KANEKO et al.,

2015). As isotermas da Figura 31 apresentam histerese do tipo H4, que corresponde a materiais

com microporos € Mmesoporos,

(THOMMES, KANEKO et al., 2015; TZANKOV, TZANKOVA et al., 2019).

evidenciando dessa forma uma estrutura bidispersa
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Os resultados calculados a partir das curvas isotérmicas de adsorcdo/dessorcdo pelas
equacOes de BET e de BJH estéo apresentados na Tabela 6, onde a amostra MCM-41 apresentou
alta &rea superficial e ap6s a incorporacdo do extrato de prépolis vermelha a area foi reduzida
em 57,42%. Para a amostra MCM-41 o volume de poro observado foi de 0,450 cm®.g? e apds
a incorporacao da propolis ocorreu uma reducao equivalente a aproximadamente 28,89%. Esses
fatos podem ser atribuidos a incorporagdo de prépolis nos poros das particulas mesoporosas.

Ambas as curvas tinham um didmetro médio de poros equivalentes.

Tabela 6. Dados estruturais da MCM-41 e MCM-41/Pr (Sge, superficie especifica; Vt, volume
total poro).

Amostra Seet (M?.gY) | Tamanho do poro gy (nm) | Vi(cm3.g?)
MCM-41 1289,971 3,638 0,450
MCM-41/Pr 549,228 3,606 0,320

Fonte: Autor (2019).

As MCM-41 sintetizadas por Gan et al. (2015) apresentaram isotermas do tipo IV com
area superficial de 960,7 m?.g, volume de poro de 0,98 cm®.g* e tamanho dos poros de 2,7
nm. A histerese da isoterma deste trabalho também pode ser classificada como do tipo H4.
Dessa forma pode ser observado que a metodologia foi facilmente reproduzida e as pequenas
alteracdes no processo de sintese favoreceram o aumento da area superficial, bem como o
aumento do tamanho dos poros, que provavelmente favoreceram o processo de sor¢do do
extrato da prépolis vermelha. Avaliando outro estudo realizado com MCM-41 modificada com
nanoparticulas de prata, as quais também foram utilizadas para carrear a propolis, pode ser
observado que a isoterma de Ag-MCM-41 apresentou 0 mesmo perfil sendo do tipo 1V com
histerese do tipo H4, a area superficial obtida foi de 927 m2.g*, quando a mesma foi carreada
com a propolis sua area superficial caiu para 301 m?g?, tendo uma reducdo de
aproximadamente 67,5% (POPOVA, LAZAROVA et al., 2018).

Possivelmente a maior eficiéncia de encapsulacdo da prépolis da Bulgéria se deu pela
metodologia aplicada no processo de incorporacdo sendo realizada por incubagdo a 37°C em
um sistema com alcool 70% e 1:1 (m/m) de prépolis:MCM-41 durante 24 horas. Ja a
incorporacdo realizada no presente trabalho foi desenvolvida durante 24 horas a 37°C sob
agitacdo magnética de aproximadamente 100 rpm, que pode ter favorecido o processo de sor¢édo
como tambem a dessor¢édo reduzindo a eficiéncia de encapsula¢do. Com relagdo aos tamanhos
de poro da MCM-41, sintetizada por Popova et al. (2018) os autores obtiveram 2,6 nm e ap06s

a incorporacao da propolis o tamanho de 2,4 nm. Pode-se observar o que os tamanhos dos poros
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de ambos os estudos foram mantidos em valores muito préximos, que pode ser atribuido a
interacdo da prépolis com o grupamento OH da superficie da MCM-41 formando uma
monocamada, mantendo o didmetro do poro quase do mesmo tamanho que antes da

incorporagéo.

5.5  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV fornecem as micrografias com objetivo de observar a estrutura
topogréfica do material. A Figura 33 mostra as micrografias MEV da MCM-41 obtidas com
uma ampliacdo de 15000x (escala 1 um) [Figura 33 (A)] e MCM-41/Pr [Figura 33 (B)] obtidas
com uma ampliacdo de 8000x (escala 2 um). Nelas podem ser vistas que as particulas estdo
com estrutura morfologica esférica, em algumas particulas na micrografia da MCM-41 pode
ser visto o formato hexagonal tipico das MSNs [Figura 33 (A)].

Os histogramas de distribuicdo de tamanho medio de particula foram obtidos
determinando-se o tamanho de 100 particulas da MCM-41 e 350 particulas para MCM-41/Pr
(Figura 33). Pode-se observar que a maior parte das particulas apresenta tamanhos entre 100 e
300 nm, sendo 210 nm o tamanho de particula predominante, mesmo apds a incorporacao da
propolis vermelha nas MCM-41 de aproximadamente 15% (p/p), 0 que sugere que 0 EPV ao
interagir com a MCM-41 ficou retido na parte interna dos mesoporos, adicionalmente, uma
pequena porcao estar na parte externa de forma superficial alternando a coloracdo da amostra
(Figura 34) , mas ndo afetando o tamanho das particulas.

Também foi possivel observar que as particulas tendem a se unir para formar uma
estrutura aglomerada que afeta a distribuicdo uniforme do tamanho final. Este evento pode estar
acontecendo devido a baixa carga superficial, que pode ser corrigida atraves de funcionalizacéo,
aumentando a carga superficial e, consequentemente, aumentando a repulsdo eletrostatica e
evitando a formacéo de aglomerados (SILVA FILHO, 2016).
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Figura 33. MEV da (A) MCM-41 e (B) MCM-41/Pr e seus respectivos histogramas de distribuicéo
de tamanho de particula.
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Fonte: Autor (2019).

Figura 34. Amostras de MCM-41 e MCM-41/Pr.
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Fonte: Autor (2021).
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Com relagdo a variagdo dos tamanhos das particulas este comportamento pode estar
ocorrendo devido a dificuldade de se controlar, em uma solucgdo coloidal, a taxa de nucleacdo,
que € a formacdo de centro de cristalizacdo, e a taxa do crescimento do cristal em volta deste
centro formado inicialmente. Para se obter uma alta dispersdo é importante manter a taxa de

nucleacgéo alta e a taxa de crescimento baixa (SHAW, 1992).

56  Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia (UPLC-DAD)

Segundo Daugsch et al. (2008), através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
fase reversa (HPLC-RP) foi possivel realizar a detecgdo de flavonoides e outros constituintes
da prépolis. Dessa forma, foi feito o perfil cromatogréafico da propolis vermelha proveniente do
Estados de Alagoas e dentre os flavonoides e isoflavonoides identificados estdo: liquiritigenina,
isoliquiritigenina, formononetina, daidzeina, quercetina, rutina, pinocembrina, dalbergina e
biochanina A, sendo, os trés primeiros encontrados em maiores concentracdes e os demais
constituintes apresentam-se em concentra¢ées mais baixas.

Dessa maneira, os resultados da identificacdo de flavonoides e isoflavonoides realizados
neste trabalho pela técnica cromatografica de UPLC-DAD estdo em concordancia com os dados
obtidos na literatura (DOS SANTOS, MUNARI et al., 2019; DO NASCIMENTO, ARRUDA
et al., 2019).

Na Figura 35 podem ser observados os cromatogramas do extrato de propolis vermelha
[Figura 35 (A)] e da MCM-41/Pr [Figura 35 (B)], os quais apresentaram boa resolucdo dos
picos cromatograficos indicando a presenca de flavonoides e isoflavonoides entre o tempo de
retencdo de 12,29 min caracteristico da liquiritigenina e o tempo de retencdo de 23,18 min da
biochanina A. A ordem de eluicdo segue 0 modelo de maior polaridade para o de menor
polaridade na seguinte ordem de tempo de retencdo (Rt): (1) liquiritigenina (12,29 min), (2)
daidzeina (12,46 min), (3) pinobanksina (15,96 min), (4) isoliquiritigenina (16,97 min), (5)
formononetina (17,87 min), (6) pinocembrina (22,37 min) e (7) biochanina A (23,18 min). Os
picos que aparecem anteriores aos dos biomarcadores da propolis sdo caracteristicos dos
solventes utilizados para a preparacéo da amostra para analise (DO NASCIMENTO, SILVA et
al., 2016).

Observando-se os tempos de retencdo dos picos cromatograficos do cromatograma do
EPV e da MCM-41/Pr, cuja analise foi realizada através do mesmo método analitico, pode-se
afirmar que o extrato de prépolis vermelha esta presente no sistema mesoporoso da MCM-41.

Desta forma, a incorporacdo ocorreu de maneira efetiva, conservando as propriedades bioativas
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do produto natural. Em ambos 0s cromatogramas pode-se perceber area de deteccdo dos
biomarcadores da prépolis vermelha com ordem de elui¢do de maior polaridade para o de menor

polaridade Figura 35.

Figura 35. Perfil cromatogréafico da propolis vermelha usando UPLC-DAD para (A) Extrato de
propolis vermelha e (B) MCM-41/Pr.

(1) liquiritigenina (12,29 min), (2) daidzeina (12,46 min), (3) pinobanksina (15,96 min), (4)
isoliquiritigenina (16,97 min), (5) formononetina (17,87 min), (6) pinocembrina (22,37 min) e (7)
biochanina A (23,18 min).
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Para melhor visualizar a correlacdo da quantidade dos flavonoides e isoflavonoides
detectados no EPV e na MCM-41/Pr a Tabela 7 mostra a concentracdo dos sete biomarcadores
majoritarios. No extrato de propolis vermelha, a concentracdo de formononetina e

liquiritigenina foram, 9,92 pug.mL™ e 6,51 pg.mL?, respectivamente. Para formononetina e
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liquiritigenina, respectivamente. As concentragdes de formononetina e liquiritigenina na MCM-
41/Pr, foram 11,44 ng.mL? e 7,41 ug.mL?, respectivamente.

Tabela 7. Determinacgéo dos biomarcadores presentes na Propolis Vermelha e na MCM-41/Pr.

pg.mL?
Prépolis Vermelha MCM-41/Pr
Daidzeina 2,941 3,329
Liquiritigenina 6,508 7,411
Isoliquiritigenina 5,798 6,117
Formononetina 9,923 11,438
Biochanina A 0,736 0,749
Pinobanksina 1,586 1,592
Pinocembrina 0,872 0,985

Fonte: Autor (2019).

Silva (2015) realizou o estudo dos biomarcadores do extrato etandlico da propolis
vermelha nas concentragdes de 250 pg.mL? e 400 pg.mL™ encontrando para esta as
concentragdes nos valores de 2,29, 0,20, 2,51, 2,96 e 0,371 pg.mL™ para os biomarcadores
liquiritigenina,  pinobanksina, isoliquiritigenina, formononetina e biochanina A,
respectivamente. A diferenca entre os valores encontrados pode estar ligada a influéncia sazonal
que a propolis pode sofrer no decorrer do ano (PARK, PAREDES-GUZMAN et al., 2004). No
mesmo estudo, foi realizada a encapsulacdo do EPV em nanoparticulas poliméricas, nas quais
a concentracdo desses cinco biomarcadores, foi um pouco mais baixa, no entanto, a eficiéncia
de encapsulacéo, por exemplo, do biomarcador de maior concentracdo no EPV (formononetina)
foi em torno de 58 a 82% nas diferentes formulacdes produzidas, e para o biomarcador
biochanina A variou entre 88 a 99%. Isto mostra que sistemas nanoparticulados podem ser
aplicaveis para biodisponibilizacdo da prépolis uma vez que suas propriedades fisico-quimicas

sdo mantidas e até protegidas.
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5.7  Ensaio de Dissolugdao MCM-41/Pr

O perfil de liberacdo in vitro da propolis vermelha encapsulada na MCM-41 pode ser
visto na Figura 36. Os ensaios de dissolu¢do foram realizados em condig¢Ges ligeiramente
alcalinas e acidas. Em pH 5,5, aproximadamente 5,76 pg.mL™, que corresponde a ~11% do
extrato de propolis vermelha foi liberado no meio nas primeiras horas, atingido 7,78 pg.mL™
(15%) apds 24 horas. Para todas as condi¢Ges de pH alcalino estudadas, a porcentagem inicial
de liberacdo do extrato de propolis vermelha foi em torno de 25%, equivalente a cerca de 13
pg.mL™. Observando os meios de dissolugdo com pH de 7,4 e 7,6, a quantidade de prépolis
vermelha no meio de dissolucdo ap6s 4 horas foi de aproximadamente 20 ug.mL™?, equivalente
a 40% de bioativo disponivel no sistema carreador. Nestes dois meios de dissolu¢do pode ainda
ser observado que apés as 4 horas a concentracdo manteve quase a mesma chegando a atingir
até no maximo cerca de 21 pg.mL? (correspondente a 42%) ap6s 24 horas de dissolucdo. No
meio de dissolucdo de pH igual a 7,2, a liberagdo foi em torno de 17 ug.mL™ (35%) apos 4
horas do inicio do ensaio, também chegando quase no platé neste ponto, sendo observado que

apos as 24 horas, a concentragdo atingida foi em torno de 18 ng.mL™ (37%).
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Figura 36. Perfil de liberagdo in vitro dos flavonoides da prépolis vermelha da MCM-41 no pH de
(A)5,5,(B)7.2,(C)74e(D)7,6.
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Fonte: Autor (2020).

Para um melhor entendimento do mecanismo de liberacdo do extrato de propolis das

particulas de silica mesoporosas, os dados experimentais foram ajustados a dois modelos

matematicos: pseudo primeira ordem e pseudo segunda ordem. Considerando os dados da

Tabela 8, nota-se que 0s modelos cinéticos de pseudo primeira e pseudo segunda ordem

obtiveram bons ajustes para todos os pH's estudados, uma vez que o coeficiente de

determinagdo (R?) ficou acima ou igual a 0,86.

Tabela 8. Cinética de liberagéo in vitro da prépolis vermelha encapsulada na MCM-41.
Pseudo primeira Ordem

Pseudo segunda Ordem

k,q*t
Amostra 4, =q,(1 =™ = #q:qt
e
ARE e ; ARE e ko
oH () (ug.?nL'l) () R (%) (ug.?nL'l) (mLug-h™)
55 09554 6,45 7,28 2,2855 0,9649 551 7,59 0,5951
MCM- 7,2 08659 11,54 16,67 2,8657 0,9488 6,88 18,03 0,2398
41UPr 74 08626 12,34 1893 23284 09475 7,51 20,49 0,1746
76 09263 8,45 19,43 2,7549 0,9806 4,15 20,72 0,2267

Fonte: Autor (2020).
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Observando-se a resposta apenas para 0 modelo de pseudo primeira ordem, percebe-se
que é dificil representar a taxa de dissolugdo atenuada que ocorre em pH de 5,5, 7,2 e 7,4 entre
0 e 5 horas, estabelecendo uma concordancia de tendéncia somente apés este periodo. Porém,
a medida que o pH aumenta, a taxa de dissolucdo inicial aumenta, levando a uma melhor
convergéncia nesta regido. Porém, é em pH 5,5 que ocorre o melhor ajuste, com Rz de 0,9554
e ARE = 6,45%.

De acordo com as respostas do modelo de pseudo segunda ordem, observou-se que este
apresentou um erro relativo médio mais baixo em relacdo ao ajuste em todos 0s pH do modelo
de pseudo primeira ordem, conseguindo inclusive melhor representar a taxa de dissolucao
atenuada entre 0 e 5 horas. Além disso, este modelo foi o que melhor se aproximou do valor de
dissolucéo de equilibrio experimental, com erro relativo médio para este ponto de 4,38% em
todas as analises, enquanto a pseudo primeira ordem foi de 9,58%.

Segundo Oliveira et al. (2020), o0 modelo de pseudo primeira ordem sugere a presenca
de interacGes majoritariamente fisicas, enquanto o pseudo segunda ordem indicaria uma maior
contribuicdo das interacbes de carater quimico. Assim, pode-se inferir que as interacoes
descritas no processo de dissolucdo teriam uma energia superior as interacfes elétricas,
explicando a dificuldade de resposta ao modelo de pseudo primeira ordem para as primeiras
horas do processo.

Além disso, observando-se que 0s ajustes mais coerentes considerando ambos 0s
modelos, ocorreram para pH= de 7,6, pode-se confirmar que o pH étimo do fenémeno de
dissolucédo gira em torno deste valor, confirmando que a melhor biodisponibilidade da prépolis
ocorre em meios mais alcalinos, uma vez que os compostos fendlicos, presentes em maiores
quantidades na propolis vermelha, sdo considerados acidos fracos e possuem melhor

solubilidade em pH mais basico, permitindo uma dissociacdo mais facil da superficie da silica.

5.8  Atividade Antioxidante do EPV e MCM-41/Pr pelo método DPPH

Os compostos bioativos do extrato de propolis apresentam atividade antioxidante
(MARCUCCI, OLIVEIRA et al., 2020). Dessa forma, avaliou-se a atividade antioxidante do
EPV e da MCM-41/Pr pela metodologia de reducéo do radical DPPH usando as concentracées
entre 100 a 0,5 pg.mL™ conforme mostrado na Tabela 9. Os percentuais de sequestro dos
radicais livres das concentrages mais baixas (10, 5, 1 € 0,5 ug.mL™?) tanto do EPV na forma
livre como do EPV carreado na nanoparticula de silica mesoporosa apresentam diferencas

significantes com valor de p < 0,05. Comparando-se a atividade entre a forma livre e a forma
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carreada, pode-se observar que a propolis livre apresenta uma resposta um pouco maior. O
mesmo comportamento pode ser observado para concentragdes maiores ou iguais a 25 ug.mL"
! que apresentam diferencgas extremamente significantes (p <0,001) e respostas maiores para o
EPV livre.

Tabela 9. Atividade antioxidante (%) do extrato da prdpolis vermelha e MCM-41/Pr.
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%)

CONC. (ng.mL™?) | Extrato de Prépolis Vermelha MCM-41/Pr
100 93.26 £ 2.17** 91.82 £ 0.95**
75 92.68 + 0.18** 87.53 £ 0.17**
50 92.00 £ 0.15** 85.38 £ 0.23**
25 81.92 £ 0.93** 71.37 £ 1.74**
10 48.26 + 1.38* 38.60 £ 1.48*
5 28.97 + 1.54* 23.18 £ 0.91*
1 8.66 + 0.58* 6.27 £ 2.00*
0,5 3.35 + 2.58* 3.30 £ 0.45*

Diferenca significante entre as concentracGes de extrato de prépolis vermelha e MCM-41/Pr (100, 75, 50, 25, 10,
5,1¢0,5pg.mLt) com **p-valor < 0.05 e *p-valor < 0.001 usando pés-teste de Bonferroni de two-way ANOVA.
Fonte: Autor (2019).

O método do DPPH é uma técnica adequada para atestar que os compostos fendlicos,
mais especificamente os flavonoides e os isoflavonoides estdo presentes no material estudado
e que este possui capacidade de reduzir os radicais livres. A atividade antioxidante encontrada
no extrato etanodlico de prépolis vermelha pode ser atribuida em maior parte pela presenca do
biomarcador isoliquiritigenina. Apesar também se encontrar formononetina em alta
concentracdo no extrato, esta ndo contribuiu significativamente com o sequestro do radical livre
em DPPH (SILVA, 2015).

Dessa forma, o sistema nanoparticulado de MCM-41 contendo a propolis vermelha
apresentou atividade contra os radicais livres de DPPH e quando comparado ao EPV livre
observa-se 0 mesmo comportamento de concentracdo dependente, onde quanto maior a
concentracdo do extrato de propolis maior a atividade antioxidante. Na se¢do 5.6 mostra que o
sistema nanoparticulado apresenta uma 6tima eficiéncia de encapsulacdo do extrato de propolis,
apresentando quantidade elevada de isoliquiritigenina e formononetina, que corrobora com 0s
resultados da atividade antioxidante dessa amostra.

A CEsp (dose que elimina 50% dos radicais livres) do extrato de propolis vermelha na
forma livre foi de 11,60 ug.mL™ e para 0 MCM-41/Pr foi de 14,59 ug.mL™. Os resultados

mostraram que o0 MCM-41 tem potencial como transportador de flavonoides, isoflavonoides e
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outros compostos presentes no extrato de propolis vermelha, pois mantém a integridade fisico-
quimica e dessa forma as suas propriedades farmacologicas.

Brezoiu et al. (2019) realizaram uma analise comparativa entre a atividade antioxidante
do extrato de compostos fendlicos na forma livre e carreados em sistemas de MSNs de MCM-
41 durante 6 meses. Observaram que ap6s 0s 6 meses de armazenamento o extrato incorporado
nos sistemas nanoparticulados apresentou atividade de sequestro dos radicais livres
DPPH" significativamente maior que o extrato na forma livre com valor de p < 0,05. Os autores
sugerem que as nanoparticulas de silica promovem prote¢do ao extrato evitando a degradacao
natural dos compostos fendlicos.

59 Atividade Antibacteriana de EPV e da MCM-41/Pr

Segundo Przybylek e Karpinski (2019) a acdo antimicrobiana da prépolis deve ser
atribuida ao sinergismo do potencial bactericida ou bacteriostatico dos componentes presentes
na sua composicdo quimica como pela potencializacdo do sistema imunolégico, que ativa as
defesas naturais do organismo. A acdo antibacteriana analisada nesta secdo é voltada para a
capacidade direta dos metabolitos secundarios presentes no extrato de propolis de causar danos
ao microrganismo estudado inviabilizando-o.

O método de andlise de difusdo em poco € um método analogo ao ensaio de disco
difusdo, usado normalmente quando se trabalha com extratos de produtos naturais
(BOYANOVA, GERGOVA et al., 2005).

Os resultados sdo expressos pela medicdo do diametro das zonas de inibicdo de
crescimento do microrganismo ocasionadas pela acdo do composto ativo estudado. Na Figura
37 podem ser observadas as zonas de inibicdo geradas pela amostra da MCM-41/Pr [Figura 37
(A, B)] e pelo extrato de prépolis vermelha na forma livre [Figura 37 (C, D)] nas concentracfes
de 1050, 750, 500, 375, 225 e 150 pg.mL" contra a cepa bacteriana de S. aureus ATCC 25923.
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Figura 37. Atividade antimicrobiana da (A e B) MCM-41/Pr e (C e D) extrato de propolis
vermelha contra S. aureus (ATCC 25923) pelo método de poco difuséo.

Fonte: Autor (2019).

Avaliando-se o resultado pode ser percebido que MCM-41 ndo mostrou zona de inibicdo
ativa (<8 mm) e que MCM-41/Pr e EPV apresentaram zonas de inibigdo com valores acima de
8 mm, valor que a amostra é considerada ativa contra bactérias e fungos (HENDI, NAHER e
AL-CHARRAKH, 2011). Um estudo realizado com MCM-41 dotado com cobre (Cu-MCM-
41), mostra que a MCM-41 na forma livre ndo apresenta atividade antibacteriana para S. aureus
(BOUCHIKH, ADJDIR et al., 2020).

Os halos de inibicdo ndo apresentaram diferencas significativas com valor de p < 0,05
quando comparados os valores entre a zona de inibicdo da MCM-41/Pr e da EPV (Figura 38).
Ambas as amostras apresentaram boa atividade antibacteriana, mostrando zona de inibigdo de
entre 21 — 16 mm. Dessa forma, podemos observar que a interacdo do EPV com as
nanoparticulas de silica ndo altera as propriedades biol6gica do extrato, corroborando com o0s
resultados obtidos nos ensaios da atividade antioxidante.
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Figura 38. Zona de inibi¢do (mm) da MCM-41/Pr e do Extrato de propolis vermelha contra S.
aureus (ATCC 25923) pelo método de pogo difuséo.
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Diferencas ndo significantes entre a zona de inibicdo da MCM-41/Pr e 0 EPV (p < 0,05) usando teste de
comparacao por t teste ndo paramético.
Fonte: Autor (2020).

Um estudo realizado com extrato de prépolis proveniente da regido do Iraque nas
concentracdes de 10, 20 e 30% contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, realizada
pelo método de difusdo em pogo, mostrou que o S. aureus foi extremamente sensivel ao extrato
a 10% com zona de inibicdo de 25 mm e em Listeria monocytogenes uma zona 18 mm. Ja as
zonas de inibicdo para bactérias Gram negativas foram abaixo de 14 mm. Para Salmonella typhi
e Klebsiella pneumoniae 0 ensaio mostrou zona de inibicdo de 12 mm e para Pseudomonas
aeruginosa, Helicobacter pylori e Enterobacter aerugenes apresentaram zona de inibicdo de
10 mm. As zonas de inibicdo sdo maiores quando aumenta a concentracdo do extrato de
propolis, como exemplo, para o extrato na concentracdo de 20% e 30% as zonas de inibicao
para S.aureus foram de 28 e 30 mm, respectivamente (HENDI, NAHER e AL-CHARRAKH,
2011).

De acordo com a analise da atividade antibacteriana que determina a concentracdo
inibitéria minima (CIM), a MCM-41/Pr e EPV inibiram as bactérias Gram-positivas e a bactéria
Gram-negativa testada, sendo a CIM para o extrato ap0s a encapsulacdo menor que o EPV na
forma livre (Tabela 10), ou seja, a MCM-41/Pr apresenta potencial inibitério para as bactérias
testadas maior que o EPV. Além disso, observa-se que as nanoparticulas sem extrato ndo

apresentaram atividade inibitoria com as concentracOes testadas.
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Em todos os experimentos os controles positivos, do meio, do crescimento microbiano

e dos solventes com e sem o indculo foram adequados.

Tabela 10. Concentragdo inibitéria minima (CIM) da MCM-41, MCM-41/Pr e EPV.

Bactérias MCM-41 MCM-41/Pr EPV Ciprofloxacino
Bactérias Gram-
positivas
Staphylococcus aureus NI 62,5 pg.mL* 125 ng.mL* 0,125 pg.mL*
Enterococcus faecalis NI 125 ng.mL* 250 png.mL* 0,25 pg.mL*
Bactéria Gram-
negativa
Escherichia coli NI 250 ng.mL* 500 pg.mL*  0,0625 pg.mL™*

NI = Néo Inibiu nas concentracdes testadas
Fonte: Autor (2021).

Esses resultados corroboram com os observados pela técnica de difusdo em pogo contra
a S. aureus, em que MCM-41 ndo formou zona de inibicdo e também ndo apresentou
concentracdo inibitoria minima, ou seja, ndo possui atividade antibacteriana nas concentracoes
testadas.A MCM-41/Pr e EPV apresentaram inibicdo com étima atividade antibacteriana. Além
disso, pode-se observar que a CIM da MCM-41/Pr sdo menores para todos as bactérias testadas,
apresentando maior potencial antimicrobiano quando comparada com o EPV. Possivelmente, 0
EPV quando nanoencapsulado apresenta melhor permeabilidade, aumentando o seu potencial
terapéutico contra S. aureus, E. faecalis e E. coli. Sendo assim, pode ser considerado um
carreador para o EPV no desenvolvimento de novas formas farmacéuticas de opoterapicos.

Um trabalho de pesquisa realizado para identificar compostos de extrato de propolis
vermelha com potencial antibacteriano contra as bactérias S. aureus (CIP 483), E. coli (CIP
54127), Bacillus subtilis (CIP 5262) e P. aeruginosa (CIP 82118) (Collection of Institute
Pasteur [CIP]) através da analise de microdiluicdo em caldo com tempo de incubacédo de 24
horas. O extrato bruto apresentou CIM para S. aureus de 125 ug.mL?, 1136 pg.mL™ contra a
B. subtilis e 5000 pg.mL ™ para as outras duas bactérias testadas. As fracdes hexanica do extrato
da prépolis vermelha testadas que apresentaram maior atividade contra S. aureus mostrou CIM
de 62,50 pg.mL?™. As fragdes hexanicas que tiveram melhor atividade contra E. coli
apresentaram CIM de 1250 pg.mL™. Dessas fracdes que apresentaram melhores resultados

foram preparadas subfracdes, no qual a que mostrou melhor desempenho teve CIM de 56,75
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pug.mL? (S. aureus), 454 ng.mL? (E. coli), 28,37 pg.mL? (B. subtilis) e 227 ug.mL? (P.
aeruginosa) (RUFATTO, LUCHTENBERG et al., 2018).

Tendo em vista a 6tima eficiéncia de encapsulacdo da MCM-41/Pr observada na se¢do
5.6, 0 aumento do tempo de meia-vida do extrato quando este estd nanoencapsulado, aumento
na &rea de contato com o meio bioldgico e, assim, melhorando a permeabilidade e,
possivelmente, a sua biodisponibilidade, a MCM-41 é uma proposta promissora para 0

desenvolvimento de medicamentos e/ou cosmecéuticos.

5.10 Viabilidade Celular

O ensaio de viabilidade celular & um teste que visa avaliar a biocompatibilidade dos
materiais em estudo, ou seja, 0 quanto eles podem causar dano a célula que esta sendo tratada
experimentalmente, que consiste na capacidade citotoxica (DE OLIVEIRA, 2011).

Os resultados do teste de viabilidade celular, apos 48 horas de tratamento com as
amostras MCM-41, MCM-41/Pr e EPV mostraram que a sobrevivéncia das células Vero E6
diminui com o aumento da concentracdo, sendo dose dependente. Na Figura 39 pode ser
observado que a concentracdo maxima ndo toxica para a MCM-41 foi de 89 ug.mL™, para
MCM-41/Pr foi de 418 pg.mL™* e para o EPV 125 pg.mL™,

No entanto, a analise estatistica mostrou que na concentragio de 177 ug.mL™* de MCM-
41 ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) quando comparada com o grupo controle. Com
respeito a MCM-41/Pr e EPV nas mesmas concentracdes citadas anteriormente, ndo houveram
diferencas significativas com o grupo controle, sendo p > 0,05. A partir desses resultados, foi
selecionada a maior concentracdo ndo toxica da MCM-41/Pr para avaliacdo da atividade
antiviral contra CHIKV.
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Figura 39. Ensaio de citotoxicidade das nanoparticulas contendo propolis vermelha em células
Vero E6 por 72 horas pelo método colorimétrico do MTT.
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Diferencas significativas entre MCM-41 e o grupo controle (CC), MCM-41/Pr e CC e 0 EPV e CC foram obtidas

usando andlise de variancia One-way ANOVA e teste de Tukey de multiplas comparagdes. (****p<0,0001).
Fonte: Autor (2021).
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5.11 Atividade Antiviral Contra o Virus Chikungunya

As nanoparticulas sintetizadas foram avaliadas quanto a sua atividade antiviral contra
CHIKV partindo da concentragdo maxima ndo toxica da MCM-41/Pr (417,5 ug.mL?), que
equivale a 62,5 pg.mL? de EPV e 355 pg.mL? de MCM-41, considerando-se um grau de
encapsulacdo de EPV de 15% exibindo resultados bastante promissores.

Na Figura 40 pode ser observado que a MCM-41/Pr, MCM-41 e o EPV apresentaram
inibicdo do crescimento do CHIKV, no qual todas as concentragcdes apresentaram diferencas
significativas quando comparadas ao CHIKV (p < 0,05). A MCM-41/Pr em sua maior
concentracéo inibiu a replicagdo viral em cerca de 83,67%, MCM-41 apresentou uma inibi¢cao
de 77,84% e 0 EPV de 77,59%. Observando as concentragcdes mais baixas avaliadas no ensaio,
a porcentagem de inibigdo do crescimento viral foi de 48,49% para MCM-41/Pr, 57,43% para
a MCM-41 e para 0 EPV de 37,97%.

Analisando-se 0s resultados obtidos para MCM-41/Pr observou que apenas a
concentracdo de 25,3 pug/mL mostrou diferenca significativa comparada ao controle celular
(CC) (p < 0,05) [Figura 40 (B.1)]. Com relacdo a MCM-41 e ao EPV, houve diferenca
significativa em comparagédo ao CC (p < 0,05) em todas as concentracdes avaliadas [Figura 40
(A1) e (C.D)].

Também foi calculada a ICsp (dose que inibe 50% da replicacdo viral) para as amostras
através de regressdo ndo-linear [Figura 40 (A.2), (B.2) e (C.2)], onde foram encontrados valores
de 19,87 ug.mL* para MCM-41. A 1Cso da MCM-41/Pr foi de 25,78 ug.mL*. Para o EPV foi
encontrado um valor de 3,87 ng.mL™, que equivale aos 15% do valor de 1Cso encontrado para
MCM-41/Pr.
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Figura 40. Ensaio da atividade antiviral contra o virus Chikungunya das nanoparticulas contendo
EPV. Atividade antiviral de (A.1) MCM-41, (B.1) MCM-41/Pr e (C.1) EPV com comparagdo com
controle celular (CC) e o virus Chikungunya (CHIKV). Valores de ICs calculados por regressdo nao-
linear de (A.2) MCM-41, (B.2) MCM-41/Pr e (C.2) EPV.
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Diferencas significativas entre MCM-41 e o grupo controle (CC), MCM-41/Pr e CC e 0 EPV e CC foram obtidas

usando andlise de variancia One-way ANOVA e teste de Tukey de multiplas comparagdes. (****p<0,0001).
Fonte: Autor (2021).
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Lani et al. (2016), realizaram um estudo envolvendo os flavonoides baicaleina, fisetina
e quercetagetina, para avaliacdo da atividade antiviral contra CHIKV em células Vero. Os trés
biomarcadores apresentaram Otimos resultados de inibicdo do cescimento viral, dose
dependentes. A 1Cso calculada para baicaleina, quercetagetina e fisetina foi de 1,89 ug.mL?,
13,85 pug.mL* e 8,44 pg.mL™, respectivamente. Esses foram comparados com o biomarcador
ribavirina que apresentou ICso de 11,07 pg.mL™. Apresentaram méaxima concentragio ndo
toxica para células Vero de 183,2 ug.mL?, 173,5 ug.mL™* e >100 pg.mL™* para baicaleina,
quercetagetina e fisetina, respectivamente-

Aguiar (2020) trabalhou com isoflavonoides isolados do extrato da prépolis vermelha,
vestitol, neovestitol e medicarpina, contra o CHIKV in vitro. Vestitol e medicarpina na
concentracdo de 10 uM (CMNT) apresentaram inibicdo do crescimento do virus
estatisticamente significante de 71% e 51%, respectivamente. O neovestitol ndo apresentou
atividade inibitoria significativa.

Mounce et al. (2017) estudaram a curcumina (Sigma-Aldrich) avaliando sua capacidade
inibitéria de infeccdes com CHIKV. Foi observada uma diminuicdo significativa do
crescimento do virus em comparagcdo com o grupo controle, com ICso de 3,89 uM e a células
tratadas foram viaveis até a concentracéo de 5 uM de curcumina.

Ha trabalhos na literatura que mencionam a capacidade viricida das nanoparticulas de
silica porosas (CHEN e LIANG, 2020). Osminkina et al. (2014) estudaram a atividade antiviral
de nanoparticulas de silica porosa (SiNPs) contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e
0 virus sincicial respiratorio (VSR). As nanoparticulas apresentaram uma forte supressdo da
atividade viral em concentragdes um pouco acima de 0,1 mg.mL*? para o HIV (ICso = 0,1
mg.mL™?) e 0,01 mg.mL? para o VSR (ICs = 0,005 mg.mL™).

Os mesmo autores mostraram a interacao das SiNPs com os virions de VSR (Figura 41),
os virions foram diferenciados das SiNPs por difracdo de elétrons (EDX) no microscépio
eletrébnico de transmissdo (MET). O agredado observado na Figura 41 (B) ocorre
provavelmente pela interacdo nao especifica entre os grupos hidroxilas presentes na superficie
externa dos poros das SiNPs e as glicoproteinas presentes na membrana externa dos virions,
zerando seu potencial elétrico, provocando a aglomeracéo, que por sua vez provoca a inativacao
viral, pois o virus fica impossibilitado de ligar-se ao alvo da célula hospedeira. A interacao ndo
especifica entre as SiNPs e os virions [Figura 41 (C)] s6 é permitida quando a estrutura
nanoparticulada é formada por um sistema poroso, sendo 0S$ sistemas Mesoporosos e

microporosos os que apresentam melhor capacidade de supresséo viral.
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Figura 41. Interacdo das nanoparticulas de silica porosa com os virions do VSR. (A) Imagens de
MET dos virions de VSR, (B) MET dos virions de VSR ap0s interacdo com as SiNPs, setas indicam o0s
virions, (C) esquema explanando a a¢do das SiNPs inibido o virus.

Fonte: Osminkina et al. (2014).

Lo et al. (2021) incorporaram a curcuma em nanoparticulas de silica mesoporosa
revestidas com polimero metacrilato de polietilenoglicol (MSN-EuGd-PEGMA@Cu) e
avaliaram a sua capacidade antiviral contra o virus Zika. A MSN-EuGd-PEGMA@Cu foi usada
para tratamento prévio das células a serem infectadas com o virus. Na concentracdo de 156
ng.mL? (contendo 2 pg.mL? de curcuma) as células pré-tratadas apresentaram viabilidade
celular de 95% ap0s sofrerem infeccdo com o virus Zika, ou seja, as nanoparticulas poderam
inibir o crescimento viral sem causar dano as células. A curcuma na forma livre apresentou
80% de atividade antiviral e as nanoparticulas sem curcuma ndo apresentaram resposta contra
o0 crescimento do virus, no entanto, a nanoparticula foi revestida com o polimero metacrilato de
polietilenoglicol (PEGMA) antes da incorporacdo da curcuma e, dessa forma, seus poros nao
encontram-se expostos, impedindo a interacdo com os virirons do virus Zika.

Os processos infecciosos dos virus consistem principalmente na fixacdo, penetracéo,
replicacdo e brotamento. As nanoparticulas funcionais antivirais trabalham para inibir os virus,
blogueando ou suprimindo algumas dessas etapas. Inativar os virus alterando sua estrutura
proteica reduzindo a sua viruléncia, é a maneira mais direta, que pode estar atribuida a

mecanismos fisicos e quimicos. Outra forma de suprimir os virus é bloquear sua penetragdo nas
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celulas hospedeiras, alterando a membrana da superficie celular e as estruturas das proteinas.
No caso da entrada do virus na célula, a destruicdo de sua replicacdo é a terceira estratégia
eficaz para inibir o virus, o que geralmente é conseguido suprimindo a expressdo de certas
enzimas que originalmente ajudaram a completar a replicacdo do DNA ou RNA do virus. A
estratégia final é inibir o brotamento do virus e elimina-lo das células hospedeiras (CHEN e
LIANG, 2020).

Desta forma, sdo necessarios estudos mais aprofundados para entender como esta
ocorrendo a interacdo dos nanomateriais com os virions do CHIKV no processo de sua
supressdo. No entanto, foi observado que a atividade antiviral do EPV foi mantida apds o
processo de encapsulacdo e devido a concentracdo tdxica das MCM-41 terem se mostrado na
ordem de 709 pg.mL™ (viabilidade celular > 80%), entdo, MCM-41/Pr podendo ser usada para
aplicacdo em novos métodos biocompativeis de tratamento antiviral, sobretudo para aqueles

sem vacinas ou medicamentos para o tratamento contra a infeccéo viral.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo relatou a sintese e caracterizacdo das nanoparticulas, MCM-41
utilizado como carreador o extrato de prdépolis vermelha, com a finalidade de melhorar a
biodisponibilidade deste produto natural rico em atividade biolégica por sua complexa
composi¢do quimica. A sintese da MCM-41 pelo método sol-gel foi facilmente reproduzida,
obtendo-se uma estrutura hexagonal pemm com tamanho de poro de 3,63 nm e tamanho de
particula 210 nm. A area superficial alcancada foi bastante satisfatéria reduzindo-se quase a
metade apds a incorporacdo do extrato de propolis vermelha. Foi possivel observar a presenca
de aproximadamente 15% de prdépolis vermelha no MCM-41 através da analise de TG e reducao
do volume de poros pelo método de BJH. A medida de FTIR mostrou que a estrutura do MCM-
41 foi mantida apos a incorporagéo da propolis vermelha, bem como a interagéo adsortiva entre
0 MCM-41 e a propolis vermelha. O resultado de UPLC-DAD mostrou que a estabilidade e as
propriedades fisico-quimicas da préopolis vermelha foram mantidas e que a MCM-41/Pr
apresentou uma oOtima eficiéncia de encapsulacdo. A atividade antioxidante revelou que a
propolis vermelha presente na MCM-41 manteve suas propriedades antioxidantes. O ensaio de
difusdo em po¢o mostrou que 0 MCM-41/Pr manteve a resposta inibitoria do extrato de prépolis
contra S. aureus, E. faecalis e E. coli e apresentou atividade antiviral contra o virus
Chikungunya. Em concluséo, a estrutura mesoporosa de silica apresenta grande potencial para
transportar o extrato de prdpolis, pois mantém suas propriedades biologicas ativas e ajuda a
prolongar a sua estabilidade, protegendo contra a oxidacao do produto e sua deterioracao. Esses
resultados podem ser Uteis para o desenvolvimento de medicamentos injetaveis e/ou orais com
a capacidade de serem utilizados como materiais teranosticos, pois a nanoparticula de silica
mesoporosa suporta funcionalizacdo devido a sua alta area superficial. Pode também apresentar
um grande potencial no investimento em estudos direcionais a area de cosméticos e materiais

odontoldgicos.
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