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Resumo: A prépolis € uma substancia resinosa coletada pelas abelhas a partir de exsudatos de brotos e
botdes florais de diversas plantas. Possui coloragdo e consisténcia variadas e tem demonstrado varias
atividades bioldgicas. Os nanoencapsulados poderdo ser utilizados em formas farmacéuticas sélidas ou
cosméticas devido ao uso de polimeros biodegradaveis, biocompativeis e ndo téxicos. O objetivo deste
trabalho foi preparar e caracterizar nanoparticulas carregadas com extrato de propolis vermelha. As
nanoparticulas poliméricas contendo extrato de prépolis vermelha foram preparadas com uma combinacéo de
Poli-e-caprolactona e Eudragit, utilizando o método de nanoprecipitacdo. Foram caracterizadas por meio de
técnicas fisico-quimicas. Apresentando em meio aquoso tamanho de particulas (100-200nm) em escala
nanométrica. Apos secagem usando método de liofilizagdo, técnicas apropriadas revelaram encapsulamento
dos flavonéides do extrato de prépolis vermelha e atividade leishmanicida.
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Introducéo:

A prépolis € uma substancia resinosa nao téxica que tem sido empregada popularmente como agente
terapéutico na medicina alternativa. No cenario brasileiro, a prépolis vermelha das regifes litoraneas do estado
de Alagoas tem-se destacado por apresentar coloracdo e composi¢cdo quimica diferente de outros tipos de
prépolis encontradas no Brasil, como também, por apresentar atividades biol6gicas importantes, como:
antimicrobiana, antifingica, antiinflamatdria, antitumoral, antiulcerativa, cicatrizante e antioxidante (LUSTOSA
et al., 2008)

Os compostos fenolicos, dentre eles os flavondides, tém sido considerados como um dos principais
constituintes biologicamente ativos da prépolis, juntamente com os derivados do acido cinamico e seus ésteres
e os diterpenos. A proporgédo dos compostos fendlicos é variavel e também depende do local e da época da
coleta. A amplitude das atividades bioldgicas da prépolis € maior em areas tropicais do planeta, refletindo a
diversidade vegetal destas regides. (CABRAL, 2009)

A pesquisa foi realizada em virtude do crescimento da utilizacdo de fitoterdpicos pela populagéo
brasileira. Dois fatores poderiam explicar este aumento. O primeiro seriam 0s avang¢os ocorridos na area
cientifica, que permitiram o desenvolvimento de fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes. O segundo
€ a crescente tendéncia de busca, pela populacao, por terapias menos agressivas destinadas ao atendimento
primario a saude. (BRUNING M. C. R., et al., 2012)

Extratos brutos de propolis vermelha foram utilizados para a preparacdo dos nanoencapsulados de
prépolis vermelha usando técnica apropriada. As técnicas realizadas mostraram resultados que de fato
caracterizam a formacdo da nanoparticula e que o extrato bruto de prépolis estd incorporado a matriz de
encapsulamento. Tendo como objetivo, a preparacdo e caracterizacdo de nanoencapsulados contendo prépolis
vermelha. Com aplicabilidade nas areas cosmecéuticas e tratamento de estética facial/corporal.

Metodologia:

1.0btencéo do extrato bioativo de propolis vermelha (EBPV)

As amostras de propolis vermelha foram coletadas no Apiéario Ilha do Porto, localizado no municipio de
Marechal Deodoro, litoral Sul do Estado de Alagoas. Quantidade de 100g da matéria prima bruta foi pesada,
repicada em pedacos menores e submetida a extracdo com 1000 mL de etanol a 80% por 48 horas. O
processo foi repetido até a obtencao do extrato bruto para entdo ser submetido a rotaevaporacéo.

2.Método de preparacao das nanoparticulas

Uma solucdo foi preparada com Poli-e-caprolactona e Pluronic F108 em acetona, outra diluindo
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Eudragit E100 nesse mesmo solvente, levadas a banho ultrassonico até dissolucdo dos polimeros. Em seguida
preparou-se uma solugdo com EBPV. As solugbes contendo os polimeros foram vertidas separadamente na
solucdo de EBPV. A partir disso, a precipitacdo foi realizada pipetando-se 350 pL da formulagdo em tubos
falcons. Posteriormente, acrescentou-se agua Mili-Q, e os tubos foram centrifugados. O precipitado foi coletado
e acondicionado em frascos protegidos da luz, congelados e liofilizados com o objetivo de se obter
nanoparticulas solidas.
3.Caracterizacdo das nanoparticulas
e Tamanho de particula, indice de polidisperséo e Potencial zeta
As determinacfes de didmetro médio e do indice de polidispersdo das nanoparticulas em suspenséao
foram realizadas através de espalhamento de luz dindmico. Analisadas no equipamento Zetasizer, Nano-ZS da
Malvern. O potencial zeta das suspensdes foi obtido através da técnica de mobilidade eletroforética no mesmo
aparelho Zetasizer, Nano-ZS da Malvern.
e FTIR-ATR
As nanoparticulas foram submetidas a analise de FTIR-ATR. Os espectros de infravermelho com
transformada de Fourier foram obtidos no modo de transmissdo em um espectrémetro FTIR da Thermo
Scientific/Software Ommic. Através da técnica de espectroscopia ATR (Refletancia Total Atenuada),
comprimento de onda de 4000 a 400 cm™ por transmitancia em percentagem.
e Atividade leishmanicida
As cepas de Leishmania (V.) braziliensis (I0C-L0566 - MHOM/BR/1975/M2903) foram cedidas pela Prof2 Dr2.
Maria Edileuza Felino de Brito do departamento de imunologia do Laboratério de Imunoparasitologia do Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhdes—FioCruz/PE (UFPE) na forma promastigotas que foram cultivadas in vitro em
meio bifasico Schneider’s/Novy-McNeal-Nicolle (NNN), suplementadas com 10% de soro fetal bovino inativado

(BFS), 50 U/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina e incubadas em uma cémera de BOD na
temperatura de 26°C por 24 horas. Antes de cada experimento observou-se em microscopio 6ptico de luz
invertida a motilidade flagelar dos parasitos. O ensaio foi realizado com a Prof2. Dr? Louisianny Guerra da
Rocha no departamento de parasitologia da UFRN. A atividade leishmanicida das formulacdes e do EBPV foi
avaliada pela inibicdo do crescimento das formas promastigotas apos 24h de incubacédo a 26°C, através da
contagem do numero total de promastigotas vivas, considerando a motilidade flagelar.

Resultados e Discusséo:

1.Andlises do tamanho médio de particula, carga de superficie e indice de polidispersdo das
suspensdes de Eudragit® E100 e PCL contendo o extrato de propolis vermelha.

As suspensdes de nanoparticulas de Eudragit® E100, PCL e extrato de prépolis apresentaram
didmetro médio em torno de 100 — 200 nm (Tabela 1). Alguns fatores podem interferir nas dimensdes das
nanoparticulas como: a utilizagdo do ultrassom nas etapas iniciais do procedimento, a natureza e a
concentracdo do polimero na fase orgénica, a polaridade dos solventes, a natureza e a concentragdo dos
surfactantes na fase aquosa (SANTOS-MAGALHAES, PONTES, et al., 2000; ZILI, SFAR e FESSI, 2005).

O potencial zeta indica a carga da superficie das particulas decorrente da dissociacdo dos grupos
funcionais ou pela adsorcdo de substancias ibnicas encontradas no meio aquoso (SCHAFFAZICK,
GUTERRES, et al., 2003). Valores acima do médulo de 30 mV indicam que as suspensfes tendem a se manter
estaveis evitando agregagdo das nanoparticulas. Essa estabilidade ocorre devido a repulsdo das cargas,
afastando as particulas umas das outras.

Com relacdo ao indice de polidispersdo (Pdl) observa-se na Tabela 1 que todas as formulagdes
apresentaram valores inferiores a 0,2, sendo caracterizadas como suspensdes de boa homogeneidade e com
baixo indice de polidispersdo, sendo assim, consideradas como suspensdes homogéneas e monodispersas.
(CAZO, PEREIRA-FILHO, et al., 2012; SOUZA, LOBO, et al., 2012)

Tabela 1. Tamanho médio de particulas, potencial zeta e indice de polidispersédo (PDI) das formulacfes
LCEUP 20%, LCEUP 30%, LCEUP 40% e LCEUP placebo.

Tamanho Potencial Indice de

Formulacées - =
& Polidisperséo

de Particulas (nm)

Zeta (mV) (Pd1)
LCEUP 20% 200,8+1,6 +25,0+£0,6 0,12
LCEUP 30% 191,0+1,8 +29,6 £ 0,6 0,08
LCEUP 40% 1958+ 3,4 +18,0+1,5 0,11
LCEUP 221,1+1,2 +32,4+£0,8 0,10

Placebo
Valores referentes a média de trés leituras para tamanho médio de particulas e Pdl; Valores referentes a média
da determinacéo de trés valores do potencial zeta + desvio padréo. Fonte: Autor, 2018.
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A concentracdo do EBPV nas nanoparticulas estudadas neste trabalho nao influenciou no tamanho das
nanoparticulas, pois quando se faz a comparacdo do tamanho das particulas das formulacdes com os
tamanhos de particula do seu respectivo placebo, observa-se que o tamanho foi mantido dentro da mesma
faixa que as do placebo. Esse comportamento ja era esperado uma vez que em estudos anteriores foi
observado que a natureza e concentracdo do principio ativo ndo interferem no tamanho das nanoparticulas
guando sao obtidas pelos métodos de nanoprecipitacdo ou emulsdo-difusdo (GUTERRES, FESSI, et al., 1995;
SANTOS, NASCIMENTO, et al., 2006).

A utilizacdo de um surfactante no processo de obtencdo de nanoparticulas é essencial para manter o
didmetro da particula estavel, pois o surfactante promove um sistema de repulsdo das particulas evitando
agregacao destas.

2.Andlises qualitativas dos espectros de FTIR

O extrato de prépolis vermelha possui uma composigao variada de substancias. No entanto, destaca-
se a presenca de acidos fendlicos, flavondides e isoflavondides. A técnica de espectroscopia FTIR — ATR foi
utilizada para analisar a presenca dos grupamentos quimicos da matriz polimérica e do EBPV, como também
para identificar a forma de intera¢éo entre estes componentes nas formulacoes.

Observa-se que no espectro (Figura 1) os estiramentos caracteristicos da matriz polimérica Eudragit®
E100 — PCL — Pluronic® F-68 quando comparados com os espectros das formulagdes NCEUP 20%, NCEUP
30% e NCEUP 40% ocorre o desaparecimento dos estiramentos caracteristico do EBPV e os estiramentos
caracteristicos da matriz polimérica é bastante evidente. Diante do exposto, pode-se verificar que o extrato de
propolis utilizado nas formulagfes possui a presenca de compostos aromaticos caracteristicos de fenais,
flavonoides e isoflavondides. Comprovando que houve incorporagdo do mesmo a matriz polimérica das
formulacdes.

Figura 1. Espectros FTIR-ATR. (A) EBPV, espectro 1 e LCEUP Placebo, espectro 2. (B) EBPV,
espectro 1 e LCEUP 20%, espectro 2. C) EBPV, espectro 1 e LCEUP 30%, espectro 2.(D) EBPV, espectro

le LCEUP 40%, espectro 2.
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Fonte: Autor, 2018.

3.Atividade Leishmanicida
O EBPV e as nanopatrticulas das formulagdes NCEU e NCPCL apresentaram atividade leishmanicida

comprovadas com valores de IC50 representados na Tabela 2. Estes resultados mostraram linearidade com a
eficiéncia de encapsulagdo (%EE). A formulacdo NCPCL 30% apresentou resultados préximo ao do extrato na

forma livre, o EBPV.

Tabela 2. Valores de IC50 do EBPV e dos Nanoencapsulados (NCEU e NCPCL).

Concentracgao inibitoria (ICso) Intervalo de confianca 95%

EBPV 38,30 pg/mL 33,57 — 43,11 pg/mL
NCEU 25% 268,3 pg/mL 260,20 — 276,50 ng/mL
NCEU 30% 179,9 pg/mL 172,40 — 187,50 pg/mL
NCPCL 30% 31,16 ug/mL 28,60 — 35,70 pg/mL
NCPCL 40% 47,23 ug/mL 42,41 — 52,23 pg/mL
NCPCL 50% 154,2 pg/mL 140,6 — 169,2 ng/mL

Fonte: Autor, 2018.
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A Tabela 3 mostra a correlacdo entre a eficiéncia de encapsulagdo e os valores de ICso, onde a
formulacdo NCEU 25% que apresentou %EE mais baixa, mostrou valores mais elevados de concentracdo
inibitéria, em contrapartida a formulagdo NCPCL 30%, formulagdo que apresentou melhor %EE, mostrou menor
concentra¢do com capacidade de inibir o crescimento das formas promastigotas de Leishmania braziliensis.

Tabela 3. Eficiéncia de encapsulag&o x ICso.

%EE ICs0

NCEU 25% 28,04% 268,3 pg/mL
NCEU 30% 55,34% 179,9 pg/mL
NCPCL 30% 76,72% 31,16 pg/mL
NCPCL 40% 66,74% 47,23 pg/mL
EBPV - 38,3 pg/mL

Fonte: Autor, 2018.

Desta forma, pode-se estabelecer uma correlacdo direta entre os valores de IC50 para Leishmania
braziliensis e %EE das formula¢des.

Conclusdes:

Portanto, o sistema matricial de copolimero PCL-Eudragit foi capaz de encapsular diferentes
flavonoides de propolis vermelha com caracteristicas particulares de solubilidade através da obteng¢é@o de
nanoparticulas. Dessa forma, as nanoparticulas contendo extrato bioativo de prépolis vermelha apresentam
caracteristicas promissoras para a industria farmacéutica/cosmética na preparacdo de nanocosméticos como:
cremes hidrofilicos(o/a), protetores solares, logdes, pomadas e cremes com indica¢des antienvelhecimento ou
cicatrizantes, além de sua atividade leishmanicida.
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