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1. INTRODUGAO



Produtos de origem natural vém sendo utilizados pelo homem ha
varios séculos. Inicialimente eram tidos como Unico recurso terapautico para
todos os males, tinham seu uso difundido em todas as populages,
contribuindo para promog¢do e recuperagdo da saude das populagdes ao
redor do mundo. Com a revolugdo industrial e surgimento da industria
farmacéutica, aos poucos esses foram sendo substituidos, pois a utilizagdo
de produtos sintéticos e semi-sintéticos tomou grande impulso pela
facilidade de produgdo e eficiéncia de seu uso, além do rapido retomo
financeiro que podem proporcionar.

Nas ultimas décadas, notou-se retorno gradual ao interesse pelo
uso de produtos naturais. As agressodes e efeitos colaterais decorrentes do
seu emprego sao bem menores se comparados aqueles dos produtos
sintéticos, criando-se até o equivocado jargdo “Se & natural ndo faz mal”.
Atuaimente, pesquisas com o0 objetivo de identificar, caracterizar e
relacionar efeitos farmacoldgicos e téxicos dos constituintes dos produtos
de origem natural tém sido realizadas, uma vez que o profundo
conhecimento da composigao e variabilidades que esses podem apresentar,
constituem passos fundamentais para o aproveitamento racional destes

produtos.

Entretanto, as pesquisas com o intuito de investigar a melhor forma
de veiculagdo dos produtos naturais sdo ainda insuficientes. O
desenvolvimento de formulagdoes farmacéuticas, adequadas ao efeito
desejado no local e intensidade pretendida, constitui avango na pesquisa
sobre utilizagdo de produtos naturais. O conhecimento de caracteristicas
como interagdo com excipientes, manuten¢ao de estabilidade e capacidade
de liberagao de principios ativos pode ampliar as potencialidades e eficacia
de uso destes produtos no campo farmacéutico.






2. REVISAO DA LITERATURA



2.1. Prépolis

Como propolis pode-se denominar genericamente o material
resinoso coletado, modificado e utilizado pelas abelhas na colméia.
Etimologicamente a palavra prépolis é de origem grega, pro - defesa, polis -
cidade, ou seja, substancia usada em defesa da cidade (colméia)
(BURDOCK, 1998, MARCUCCI, 1996). A prdpolis possui composi¢do
complexa, constituida por material gomoso e balsamico (coletado de brotos
e exsudados de arvores), adicionado de secre¢des salivares das abelhas e
cera. Quando nos referimos a abelha, estamos tratando da Apis mellifera
que é a espécie mais amplamente distribuida e que adaptou-se a grande
parte da superficie terrestre (FREE, 1980).

Organiza¢c3do da Colméia. A colméia pode ser vista como uma
pequena cidade que possui organizacdo social definida em que seus
habitantes possuem tarefas e atribuigbes especificas, e nao sao vistos como
seres isolados. E composta por uma rainha, vérias centenas de machos ou
zangdes e pelas obreiras ou operarias. A rainha tem funcio reprodutiva,
chega a pdr 2000 ovos por dia e é fecundada pelo macho; estes alimentam-
se de mel preparado pelas operarias, que estdo em maior nimero na
colméia e sio responsaveis pela produgdo de mel, geléia real e propolis,
defendem a colméia contra invasdes, mantém a limpeza e fabricam os favos
(DONADIEU, 1980; WINTSON, 1987). A origem destes trés componentes se
define quando da postura dos ovos pela rainha, 0s quais podem ser
fecundados ou ndo. No primeiro caso, dao origem as rainhas e operarias, as
quais irdo diferenciar-se pela intensidade e qualidade da alimentagdo, e no

segundo caso, ddo origem aos zangdes ou machos (Figura 1).



Alimentagio
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Figura 1 - Esquema de diferenciacio dos componentes da colméia
(WINTSON, 1887)

Anatomicamente as operdrias possuem giandulas com atividades
aspecificas como produgfio de substancias de alarme (mandibular),
secregoes de cera para a construgio de favos (glandulas de cera), secre¢io
de substancias que atraem outras operarias para a realizagfio de atividades
especificas (glandula de Nasanov), formmecimento de alimento para a cria,
modificacio do material recolhido dos vegetais pela adicio de secregdes
proprias para a fabricagfo de prdpolis (glandulas hipofaringeas, salivares e
mandibulares) (FREE, 1980; WINTSON, 1987) (Figura 2).



Figura 2 - Glandulas presentes nas abelhas operarias (WINTSON, 1987).

Produgdo pelas abelhas. A propolis € produzida a partir da coleta
de material resinoso, gomoso ou baisamico de botdes de flores, sépalas e
pétalas; folhas, caules e cascas de arvores. Primeiramente as operarias
utilizam suas mandibulas para cortar o material resinoso que é transferido
as patas traseiras pelas patas medianas, para compactar e armazenar em
espacgos denominados corbiculas (Figura 3). Esse material é levado para a
colméia onde é retirado desses compartimentos por outra operaria que retira
a resina coletada com a ajuda de suas mandibulas e a utiliza
imediatamente, acrescentando secre¢cdes e enzimas (GHISALBERTI, 1979;
GONZALEZ & ORZAES, 1997). O resumo esquematico da coleta da

propolis pode ser visualizado na figura 4.

Podem-se identificar trés fontes principais dos componentes da
pr6polis: exsudados de plantas coletados pelas abelhas, substancias
secretadas do metabolismo das abelhas e materiais que sido introduzidos
durante a elaboragdo da mesma (MARCUCCI, 1995).

As espécies vegetais utilizadas como fonte de matéria-prima para a
produgio de propolis ja foram identificadas por autores que isolaram, no
apiderivado, os mesmos compostos presentes em espécies vegetais
visitadas pelas abelhas (BURDOCK, 1998; GARCIA-VIGUERA &
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tigura 3 - Coleta de resina pela abelha para fabricac@o de prépalis

(WINTSON.4887)

As abelhas uilizam o produto final com diversas finalidades, como
vedar a entrada da colméa, tapar ranhuras e fissuras, permitindo ©
isolamento térmico da mesma, recupearar os favos em mau estado (servindo
como espicie de cimento!, recolwir com fing pelicula os novos favos,
realizando desinfecgio prévia, avitar a decompasicdo de insetos mortas e
gue ndo podem ser retiracos de dentro da colmdia, através do seu
recobrimentos com a prépolis, agir como biocida cantra bactérias, fungos e
larvas invasivas (DONADIEU, 1980; MARCUCCI, 1995; VANHAFELEN, 1879:
WINTSON, 1587)
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Figura 4 - Esquema de coleta de resinas e utilizagdo da prépolis pela abelha

(DONADIEU, 1980).
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aita sensibilidade. Frente ao Staphylococcus aureus 209P a prépolis
apresentou concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo bactericida
minima (CBM) de 10 e 120 mg/mi respectivamente.

DOBROWOLSKI & VOHORA et al. (1991) detectaram que além do
efeito contra microrganismos Gram-positivos, a propolis também possui
atividade contra bactérias Gram-negativas (Escherchia coli, Shigefla
flexenen). A atividade antibacteriana & atribuida & agdo dos flavondides,
acidos aromaticos e seus ésteres presentes na resina (MERESTA &
MERESTA, 1980). O 4&cido cafeico demonstrou atividade contra
Staphylococcus aureus e Pseudomonas vulgaris e o acido ferdlico contra
algumas bactérias Gram-positivas e Gram;negativas (GHISALBERTI, 1979).
Galangina, pinocembrina e pinostrombina tém sido reconhecidos como os
flavondides de maior atividade antibacteriana (PEPEJNJAK & JALSENJAK
et al., 1985).

Foi relatada atividade antifingica contra espécies do género
Trichophyton e Mycrosporum, sendo que efeitos sinérgicos do extrato
etandlico de prépolis associado a drogas antifungicas contra Candida
albicans, também foram comprovados (MARCUCCI, 1995).

As substancias ativas da prépolis exibem clara atividade antiviral. O
ferrulato de isopentila inibe a atividade infecciosa do virus da influenza A.
Diversos flavondides provenientes da propolis (acacetina, canferol, crisina,
quercetina e galangina) foram testados contra um grupo de virus. Crisina e
canferol demonstraram alta atividade na inibigdo da replicagdo de muitos
virus da herpes, adenovirus e rotavirus. Acacetina e galangina mostraram
atividade bem menor, enquanto a quercetina mostrou-se a menos eficaz de
todos os flavonéides estudados (BURDOCK, 1998).
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As atividades imunoestimulantes da propolis vém sendo
comprovadas por estudos de avaliacdo do potencial de agdo no sistema
imunolégico (GHISALBERTI, 1979). KIVALKINA & BUDARKOVA (1975)
comprovaram que o extrato etandlico de prépolis quando injetado
simultaneamente com anatoxina tetanica estimula os fatores imunologicos

especificos e ndo especificos.

A atividade cicatrizante estudada detalhadamente por ARVOUET-
GRAND & LEJUNE et al. (1993) mostrou que o extrato de propolis
incorporado a 5% a uma pomada, quando comparado a um produto de
referéncia (bé]samo do peru), melhora consideravelmente o processo de
cicatrizagdo, além de originar cicatrizes de melhor qualidade, mais planas e
homogéneas. Também pode-se associar a estas vantagens o baixo custo do
produto, a facilidade do manuseio, a agdo antibiética e também o fato da
propolis constituir um produto de origem natural (BERNARDO & SOUZA,
1996).

Outras atividades farmacolégicas como agdo anestésica
(GHISALBERTI, 1979), protetor de radiagao solar (MORI, 1997, VOLPERT
& ELSTNER, 1993), antidlcera (KEDZIA & IWASZKIWCZ, 1990),
antioxidante (VOLPERT & ELSTNER, 1993) e antiinflamatéria
(DOBROWOLSKI & VOHORA et al.,1991; KHAYAL & EL-GHAZALYV et al.,
1993) tém sido descritas.

Caracteristicas fisico-quimicas e composi¢do. As caracteristicas

macroscopicas, organolépticas e composicdo quimica diferem conforme a

origem e a técnica de coleta pelo homem.

Apresenta natureza lipofilica e diferente consisténcia conforme a
temperatura, sendo dura e quebradica quando em temperaturas baixas, mas

macia, friavel e muito pegajosa quando em temperaturas morna ou quente.
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também podem incorporar mais cera na prépolis quando as fontes de
exsudado est&o escassas ou dificeis de coletar (BURDOCK, 1998).

Apesar dessas variagbes, numerosas substancias encontram-se de
modo relativamente constante, sendo responsaveis pelas agbes
farmacolégicas da propolis (GHISALBERT], 1979).

Outros componentes, como derivados do benzaldeido (vanilina,
isovanilina, alcoois, cetonas), compostos hetero - aromaticos (BANKOVA &
POPOQV et al., 1982), compostos terpénicos (GREENAWAY & SCAYSBOOK
et al., 1989), minerais e aminoacidos (KULEVANOVA & STAFILOV et al.,
1995: MOREIRA, 1986; GONZALEZ & ORZAES, 1997) estdo presentes em
menor quantidade. Alguns exemplos de compostos ja isolados na propolis

podem ser visualizados na Tabela 1.



15

Tabela 1 - Compostos isolados na propolis (WALKER & CRANE,

1987, MARCUCCI, 1995).

Estrutura basica

Composto

Alcoois

Aldeidos

Acidos alifaticos e ésteres alifaticos

Aminoacidos

Esteres aromaticos

Chalconas

Flavononas

Flavonas e flavondis

Terpendides

Agucares

Minerais

Alcool cinamico, glicerol, hidroguinona,
isobutanol

Benzaldeido, isovanilina, vanilina.
Acido acético, acido butirico, acido
fumarico

Alanina, acido glutamico, glicina,
histidina, isoleucina, leucina, tirosina
Acetato de benzila, benzoato de
benzila, cafeato de benzila, isoferrulato
de benzila

Chalcona alpinetina, chalcona
narigenina, chalcona pinobanskina
Narigenina, pinobanskina,

pinocembrina, pinostrobina

Acacetina, apigenina, crisina,
galangina, canferol, quercetina,
ramnetina

B-bisabolol, geraniol, guaiol, famesol
Frutofuranose, a-D-glicopiranose, g-D-
glicopiranose

Mg, Ca, Zn, Cd, Al, Pb, Fe, Mn
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Toxicidade. Estudos para garantir o uso seguro de prépolis tém
sido realizados, em decorréncia do desenvolvimento de dermatites de
contato com o0 manuseio da propolis em criadores de abelha (HAUSEN &
WOLLENWEBER et al., 1987).

A LDsg em ratos ap6és de 19h de uso de extratos alcdolico de
propolis foi de 0,7mg/g de peso corporal. A causa da morte foi
aparentemente paralisia respiratoria. Gatos toleraram 0,1mg/g de peso
corporal do extrato administrado por via subcutanea (GHISALBERTI, 1979).

Do ponto de vista alergénico, as substancias tidas como maiores
responsaveis por este efeito sdo os ésteres dos acidos aromaticos. Esta
acdo & conseqléncia da presenga de grupos hidroxilas livres no anel
aromatico. A substituicdo de um destes grupos, como no 3-metil-2-butenil
isopentilferrulato, reduz a capacidade sensibilizante do composto.
Substancias como o acido 1,1-dimetilalilcaféico foram responsaveis por
alergia em animais de laboratério. Os flavonéides ndo exibem acentuado
poder sensibilizante (HAUSEN & EVERS et al., 1992).

Usada oralmente & absorvida por via intestinal e tem sido
responsabilizada pela pré sensibiliza¢ao de pacientes, o que sugere que a
limitagdo do seu uso oral pode prevenir a alergia a propolis (HAUSEN &
WOLLENWEBER et al., 1987).

Farmacocinética. Devido ao grande numero de componentes que a
propolis contém, deve-se considerar que sua absor¢do ocorre como se
estes estivessem em qualquer outro alimento. Um dos seus principais
grupos componentes, os flavonéides, exibem solubilidade variada e, embora
possam ser consumidos como glicosideos no seu estado natural, enzimas
bacterianas (glicosidases), sdo capazes de degrada-los e permitir a
absorgédo (BURDOCK, 1998).
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Nao existem estudos conclusivos a respeito do metabolismo da
prépolis, entretanto, a biotransformagao de muitos dos seus componentes é
conhecida. A fragdo mais biologicamente ativa, os flavondides, s&o
metabolizados sem o acumulo de residuos no organismo (BURDOCK,
1998).

Controle de Qualidade. Para assegurar que um produto com
qualidade chegue as méaos do consumidor, devem ser estabelecidas normas
especificas para todas as fases da produgao da prépolis e obtencao de
seus derivados. |

Aspectos importantes no momento da coleta como a época, situagéo
e manejo das colméias, linhagem ou raga das abelhas, densidade
populacional das colméias e localizagdo do apiario podem influenciar na
qualidade da propolis (BREYER, 1995).

Apés a coleta, controles especificos devem ser realizados na
propolis bruta. A andlise de aspectos fisicos (cor, odor, sabor, estrutura,
consisténcia) possibilita a avaliagdo inicial da qualidade do material
analisado. Os aspectos quimicos do material bruto devem ser realizados
utilizando-se técnicas especificas. A determinagdo do pH, do teor de
umidade e percentual de cera sdo parametros essenciais para
caracterizagio e padronizagdo das amostras (Normas para la calidad del

propoleos, 1989).

Nas formas farmacéuticas primarias (tinturas e extratos), os
principais testes que devem ser realizados visam assegurar a qualidade do
produto no que diz respeito & presenga de principios ativos. A realizagao de
triagem fitoquimica assegura a presen¢ga das substancias relatadas como

responsaveis pelos efeitos farmacologicos. A determinagdo de um patamar
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2.2. Flavondides

Os flavondides podem ser quimicamente definidos como compostos
que possuem em comum O nucleo benzopirano ou cromano, € sdo
pigmentos responsaveis pela coloracdo de flores e frutos. Ocorrem
frequentemente no reino vegetal, aparecem nas bridfitas, gimnospénnas e
angiospermas e sio praticamente ausentes nas algas. Mais de 500
derivados de flavondides sao conhecidos. Através da alimentagdo, todo o
reino animal é influenciado por estes compostos e durante muitos anos
varias preparagdes contendo flavondides como substancias ativas principais
foram utilizadas no tratamento de doengas humanas (COSTA, 1977;
BRUNETON, 1991; HARBORNE, 1991; HAVSTEEN, 1983).

Estrutura Quimica. Os flavondides podem ocorrer como
glicosideos (ligados a uma molécula de agucar), agliconas e derivados
metilados (HARBORNE, 1991). As agliconas possuem estrutura basica que
é constituida do nucleo benzopirano (anel A e C) ligado a um grupo fenilico
na posigéo 2 (Figura 5) (HAVSTEEN, 1983).

Figura 5 — Estrutura basica dos flavondides.

A variagdo de substituintes no anel C origina varias classes de
flavonoides conforme a Figura 6 (ROBISON, 1991):
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Figura 6 — Exempios de classes de flavonéides.

Origem e fun¢do fisiolégica na planta. Os flavondides sao

provavelmente sintetizados nos plastidios citoplasmaticos e acumulam-se
no liquido vacuolar. Sdo encontrados no meséfilo, na epiderme das folhas e
na cuticula epidérmica dos frutos, podendo estar presentes também em
outros 6rgédos (BRUNETON, 1991).

Provavelmente participam da fotosintesse como catalizadores do
elétron transportador e/ou como regulador do ion envolvido na fosforilagao.
Foi descrita sua interagcdo com prétons e com a bomba de Na' / K
(HAVSTEEN, 1983). Atuam na atragdo de insetos e animais polinizadores,
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filtros de radiagdo ultravioleta, antioxidantes e controladores hormonais
(NIGG & SEIGLER, 1992).

Caracteristicas fisico-quimicas. Os flavonéides possuem grande
numero de hidroxilas, sendo assim compostos que se solubilizam em
solventes polares como etanol, metanol, butanol, acetona e outros
(BRUNETON, 1991; MARKHAM, 1982; ROBINSON, 1991). Os
correspondentes heterosideos possuem maior solubilidade na agua e nos
alcoois diluidos mas sdo insoluveis nos solventes organicos usuais
imisciveis em agua. Aparecem sob a forma de cristais coloridos ou
excepcionalmente incolores, como as flavonas. Possuem espectros de
absorgao caracteristicos, devido ao nlcleo benzopirano. A presenga de
hidroxilas no nucleo aumenta o efeito batocromico, deslocando os espectros

de absorgao no sentido de comprimentos de onda maiores (COSTA, 1977).

Agdes dos flavondides no organismo. As agdes dos flavonoides
no organismo devem-se a alta reatividade destes compostos. Podem agir
ligando-se a enzimas através de diferentes sitios da molécula, inibindo-as.
Tém sido relatados exemplos de inibicdo de enzimas como hidrolases,
hialuronidase, fosfatase alcalina e Na+/K- ATpase da membrana plasmatica,
envolvidas nos processos de divisdo e proliferagdo celular, processos
inflamatoérios e respostas imunolégicas (HAVSTEEN, 1983; HOLLMAN &
HERTOG et al.,1996).

Descreve-se também sua agdo sobre os capilares, diminuindo sua
permeabilidade e aumentando a resisténcia. Sugere-se que um dos
mecanismos envolvidos nesta agdo seria a inibicdo da oxidagdo da
adrenalina, fator importante & resisténcia normal dos capilares
(BRUNETON, 1991; COSTA, 1977). Sao citados ainda como estimulantes

cardiacos (STRUCKMANN & NICOLAIDES, 1994; HOLLMAN & HERTOG
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R; =H: flavona
R, =0OH: flavonol

Figura 7 - Estrutura quimica basica de flavonas e flavonoéis

Substituindo-se os grupos R;, R; e R;, pode-se exemplificar os
compostos mais conhecidos (Quadro 1) (VANHAELEN & VANHAELEN-
FASTRE, 1979):

Quadro 1 - Exemplos de flavonas e flavondis presentes na prépolis.

Composto Grupo substituinte

R1 R: R,
Crisina H H H
Apigenina H H OH
Acacetina H H OCHs;
Canferol OH H OCH3,3
Quercetina OH OH OH
Raminazina OH OCHs OH




2.2.1.2. Flavononas

Compostos que ndo possuem coloragdo ou sdo fracamente
amarelos. S&o provavelmente os flavondides mais recentemente conhecidos
e sua estrutura basica pode ser visualizada na Figura 8. Quando
degradados podem originar chalconas (BRUNETON, 1991; ROBINSON,
1991).

Figura 8 - Estrutura quimica basica das flavononas

Substituindo-se os grupos, pode-se exemplificar os compostos mais
conhecidos (Quadro 2) (VANHAELEN & VANHAELEN-FASTRE, 1979):

Quadro 2 - Exemplos de flavononas presentes na prépolis.

Composto Grupo substituinte
R R; R
Pinocembrina OH OH H
Pinostrobina H OCH3 H
Sakuranetina OH OCH3 OH
BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Farmaciuticas
Universidade de Sdo Paulo



25

2.2.1.3. Chalconas e Diidrochalconas

Poucos representantes naturais deste grupo sdo conhecidos, sendo
as informagdes restritas, A estrutura quimica pode ser visualizada nas
Figuras 9 e 10. A conversdo de chalconas em flavononas ocorre faciimente
em solugdes acidas e pode ser revertida em meio basico (COSTA, 1977,
BRUNETON, 1991; ROBINSON, 1991).

0

Figura 9 - Estrutura basica da chalcona

Figura 10 - Estrutura basica da diidrochalcona

A diferenciagdo ocorre entre os carbonos 1 e 2 pela presenga ou
ndo de insaturagdo (ROBINSON, 1991).



2.2.2. Métodos analiticos

Os métodos analiticos quali e quantitativos propostos para
determinagdo dos flavondides encontrados na prépolis utilizam diversas
técnicas, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa tém sido
descritas para analise destes principios ativos (ARVOUET-GRAND &
VENNAT et al., 1994; 1995; BANKOVA & POPOV et al., 1982, 1983, 1992;
FRANCO & KUREBAYASHI 1986; KOO & PARK, 1997, VANHAELEN &
VANHAELEN-FASTRE, 1979; WOISKY, 1996).
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2.3. Formas farmacéuticas para uso externo

As formas farmacéuticas semi-sélidas destinadas ao uso externo
possuem propriedades plasticas (moldaveis) e mediante esforgo mecanico
minimo modificam de sua forma, adaptando-se as superficies da pele ou as
mucosas nas quais sdo aplicadas. Podem ser empregadas com as
finalidades de proteg¢do, lubrificagdo ou acgdo terapéutica (IDSON &
LAZARUS, 1986).

Vantagens. Dentre as vantagens de seu uso, podem ser
destacadas a facilidade de aplicagio, a possibilidade de obter-se agdo local
sem absorg&o sistémica, como no caso de antiinflamatérios; a possibilidade
de obter-se agdo sistémica sem interferéncia de outras vias metabdlicas,
como no caso de alguns horménios, ou ainda, a opgdo de uso como via
alternativa quando outras vias de absorgado estao comprometidas (PRISTA,
1981).

Classificagdo. Pode-se classificar as formas farmacéuticas semi-
sOlidas quanto a sua consisténcia e composigao da formulagao, em
pomadas (possuem excipientes gordurosos), cremes (preparagbes com
excipientes emulsificados), ceratos (alto teor de ceras), unglentos
(presenca de resinas), geléias (géis minerais e organicos) e pastas (20-50%
de sdélidos inséluveis) (RIEGER, 1986; PRISTA, 1981).

Quanto & penetragdo na pele podem ser classificadas em
epidérmicas, quando apresentam fraco ou nenhum poder de penetragio
(como as formulagdes hidrodispersiveis ou lipofébicas), endodérmicas
quando atuam nas camadas tissulares mais profundas (como as emulsdes

tipo AgualOleo) e as diadérmicas, que proporcionam a passagem dos
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pele e menor sensagdo de engorduramento da pele (WILKINSON &
MOORE, 1990).

Se o Oleo constitui a fase externa sera uma emulsdo agua em dieo
(AVO), e também neste caso o emulsificante exerce papel fundamentai para
manutengado das caracteristicas do sistema. O tipo de emulsdo pode mudar
em fungdo do fendmeno denominado inversdo de fases (FOX, 1974).

Os agentes emulsificantes sado substancias que reduzem a tensdo
superficial e interfacial dos liquidos imisciveis. A selegdo do emulsificante
correto, além de estabilizar 0 sistema, nao deve interferir na atividade da

formulagao e seguridade do produto (FOX, 1974; PRISTA, 1981).

Os agentes emulsificantes podem ser classificados em fungido de
varios aspectos, como origem (naturais e sintéticos), atividade emulsionante
(principais ou secundarios) (WILKINSON & MOORE, 1990; PRISTA, 1981),
ou, quanto ao seu comportamento N0 meio aquoso, como idnicos
(anidnicos, catidnicos e anfotéricos) ou nao idbnicos (WILKINSON &
MOORE, 1990; SILVA, 1994).

O tamanho das particulas intermas das emulsdes pode variar de 0,1
a 10p. O sistema sera considerado termodinamicamente mais estavel se
estas particulas nao apresentarem tendéncia a aglomerar-se ou separar-se,

formando uma segunda fase continua (FOX, 1974).

Outros componentes importantes podem ser encontrados nas
formulagbes com a finalidade de aumentar sua estabilidade. Os
conservantes visam impedir o crescimento de microrganismos, que reunidos
na interface das emuisdes O/A podem alterar a eficiéncia do emulsificante, ©
valor do pH e a carga elétrica das goticulas de 6leo (MENDONCA, 1997).
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Estabilidade. A instabilidade fisica das emulsGes pode ser
evidenciada pela separagdo de fases caracteristicas da cremag3o,
floculagao e coalescéncia, conforme ilustrado na Figura 11. A cremagdo é o
fendmeno em que os glébulos da fase dispersa ou interna se retinem e
tendem ou a sedimentar-se ou a subir a superficie da emulso, dependendo
da diferenga de densidades entre as fases (IDSON, 1988; SILVA, 1994). A
floculagdo é a adesao reversivel das goticulas que permanecem com o filme
interfacial e formam uma rede bidimensional sem coalescer (RIEGER,
1986). As alteragdes acarretam a perda de homogeneidade da formulagao,
alterando a aparéncia e podendo ocasionar a concentra¢do de principios

ativos nesta camada.

Os fatores que influenciam na cremag&o de uma emulséo podem ser
traduzidos pelas variaveis presentes na Lei de Stokes (IDSON, 1988;
QUACK, 1976):

V - velocidade de sedimentagdo
: r - raio da goticula da fase dispersa
V= 2r%(d,-d,)q d, - densidade da fase dispersa

On d; — densidade da fase externa ou continua

g — aceleragio da gravidade
n - viscosidade da fase externa ou continua
A coalescéncia ocorre quando as particulas da fase dispersa se
aproximam com energia suficiente para se fundir. Esse fendbmeno pode
continuar até a separagdo total de fases. E processo irreversivel, que nio
permite a recomposigdo da emulsao, que sb sera recuperada com alteragdo
da formulag3o (IDSON, 1988; MENDONGCA, 1998; QUACK, 1976).

A relagdo entre o volume de fases também tem papel fundamental
na estabilidade das emulsdes. A quantidade, o tipo de agente emulsionante
e a técnica de preparagdo sdo ainda responsaveis pela estabilidade das
emulsdes (FOX, 1974; WILKINSON & MOORE, 1990).
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Figura 1 - Representago esquemdtica da instabilidade das emulsbes
(LOCHHEAD, 1984)
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Avaliagao. Os testes para avaliagdo da estabilidade das emulsdes
visam determinar o tempo durante 0 qual o0 sistema mantera suas
caracteristicas originais, sem a ocorréncia de degradacgio, separagao,
descoloragio, aparecimento de odores estranhos ou crescimento bacteriano
(KLEIN, 1994; SCHUELLER, 1993). Pode-se acelerar os fendmenos fisicos
e quimicos submetendo-se o sistema a condigdes extremas de temperatura,
gravidade, luz (radiagbes ultravioleta, visivel e infravermelho) e estresse
mecanico, durante determinado periodo de tempo, analisando-se em
seguida, as caracteristicas da preparagdo (IDSON, 1988). O proprio
formulador procura estabelecer seus proprios protocolos e critérios entre as.
varias sugestdes propostas da literatura adequando-os as necessidades do
produto em estudo (IDSON, 1988; MENDONCA, 1998).

As temperaturas as quais sao submetidas as formulagdes tém papel
fundamental no desenvolvimento dos estudos de estabilidade das
emulsdes, pois podem afeta-las de varias formas, incluindo mudanga de
viscosidade das fases, alteracdo do coeficiente de solubilidade entre as
fases, fusdo e congelamento de varios componentes e hidratagdo dos
polimeros (IDSON, 1993).

Nao se aconselha o uso de altas temperaturas (>55°C), sendo as
temperaturas moderadas mais indicadas, pois s&o mais préximas das
condigbes reais de estocagem (IDSON, 1993). Estudos realizados em
temperaturas abaixo de zero podem fornecer informagbes importantes sobre
destruicdo do filme interfacial pelo aumento de volume da fase aquosa
resultante da formagdo de gelo (IDSON, 1993; QUACK, 1976).

A instabilidade fisica da emulsdo pode ser avaliada por varios
parametros. O tamanho das particuias € um dos fatores essenciais para a
avaliacdo da instabilidade. A distribuicdo irregular ou tamanho nao uniforme
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sdo fatores que indicam a desestruturagdo do sistema. A melhor forma para
realizar-se esta avaliacdo é através da observagdo microscopica (IDSON,
1988, 1993; RIEGER, 1991).

A tendéncia a cremagédo ou sedimentacdo pode ser acelerada pela
alteragao da forga gravitacional que age sobre as particulas. A utilizagdo de
técnicas de centrifugagdo, que podem ser adaptadas de acordo com as
condigcdes do laboratério, simulam esta forca (QUACK, 1976). Forgas
moderadas, entre 2000-5000 rpm, durante curtos periodos de até 30
minutos, em variadas temperaturas, tém sido utilizadas para avaliar
emuisdes cosméticas (RIEGER, 1991).

O pH é parametro importante quando se investiga a estabilidade
fisica de emulsbées O/A, jA que a fase externa aquosa vai possibilitar a
quantificacdo de ions H+. A formulagdo em estudo deve apresentar pH
compativel com a regido do corpo em que sera aplicada para evitar-se
problemas de irritabilidade do local em contato com o produto (PRISTA,
1981).

As caracteristicas reolégicas das formas farmacéuticas semi-sélidas
definem como este sistema ird comportar-se ao ser exposto a uma forga
externa. Podem ser avaliadas através de viscosimetros ou redmetros, os
quais fornecerdo reogramas capazes de caracterizar as formulagdes nao
Neuwtonianas (piasticas, pseudo plasticas ou dilatantes) (MINER, 1993;
QUACK, 1976).

Os fluidos ndo Neuwtonianos s&0 aqueles que nao apresentam
reagdo linear entre a forga aplicada e a velocidade de escoamento. Os
materiais plasticos sdo denominados fluidos de Bingham e caracterizam-se
por apresentarem reogramas em que a curva ndo passa pela origem, o que

significa que deve haver uma forga inicial para que fluam — valor de
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cedéncia. Os plasticos ndo apresentam esta propriedade, caracterizando-se
por possuirem graficos que aproximam-se da origem. Os fluidos dilatantes
apresentam crescente resisténcia ao fluxo, que aumenta com o incremento
da forga de cisalhamento (IDSON, 1978).

O tempo que uma formulagdo leva para se reorganizar quando é
submetida a desorganizagdo do sistema pela agdo da forga pode ser
definido como tixotropia (NAE, 1993; RENG, 1979). O valor de cedéncia é a
forca minima necessaria para iniciar o fluxo do material, caracteristica
determinante dos fluidos pseudoplasticos (IDSON, 1978).

Através das propriedades reoldgicas pode-se avaliar a variacdo de
viscosidade, fator que determina a resisténcia da formulagdo a fluidez,
parametro importante para se caracterizar as formas semi-sélidas (ROA,
1979).

Geralmente a viscosidade da formulag¢do tem relagéo linear com a
viscosidade da fase externa, mas também influenciam o método de
produgédo, distribuicdo das goticulas da fase dispersa, estrutura quimica do
agente emulsificante e propriedades do filme interfacial 6leo-agua (FOX,
1974).

A avaliagao visual das formulagdes constitui importante meio para
detecgcdo de separagdo de fases, cremagdo ou sedimentagdo (RIEGER,
1991; QUACK, 1976).

A investigacdo da presenca de estruturas denominadas cristais
liquidos & outro fator importante para investigar a estabilidade das
emuisdes. Estas moléculas agem como pontes entre as particulas da fase
intema e a fase externa, agindo como barreira para a coalescéncia. A

presencga de cristais liquidos é investigada microscopicamente, e sendo
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anisétropicos, exibem birefrigéncia e podem ser observados sob luz
polarizada (KLEIN, 1984; LOCHHEAD, 1994).

2.3.2. Géis

Os géis sdo formas farmacéuticas semi-sélidas constituidas pela
dispersao de particulas pequenas (entre 0,001-0,01u) em veicuio liquido,
com caracteristicas coloidais e aspecto gelatinoso. Sao obtidos a partir de

substancias denominadas geleificantes (IDSON, 1986).

Possuem propriedades coloidais e permitem a incorporagdo de
outras substancias em suas malhas (PRISTA, 1981). Os géis podem ser
considerados suspensdes, pois sdo sistemas heterogéneos que apresentam
uma fase externa (continua) liquida e outra semisdélida (interna) ou dispersa,

constituida por particulas sélidas insoluveis no meio utilizado.

Classificagao. Podem ser classificados como hidréfobos ou
oleogéis quando apresentam excipientes gordurosos (6leos, parafina) e
hidréfilos ou hidrogéis, formados por gomas (adraganta, caraia), amido,
derivados da celulose e outros polimeros, dispersos em agua ou glicdis

(como glicerina e propilenoglicol) para geleificagdo (PRISTA, 1981).

Estabilidade. Sdo formulagdes bastantes estaveis. Os géis de
carboximetilcelulose (CMC) conservam a viscosidade por longos periodos,
mas podem ser afetados por reagdes de oxidagao, hidrélise acida ou agao
de microrganismos. Os carbdmeros (polimeros carboxivinilicos do acido
acrilico) sdo sensiveis a oxidagéo sob agéo da luz e de metais pesados,
devido a polimerizagdo da resina, com diminui¢do da viscosidade. A
viscosidade entretanto mantém-se estavel frente a variagdo de temperatura
(VELASCO, 1993).
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4. MATERIAIS E METODOS



4.1. Materiais

4.1.1. Equipamentos e instrumentos

+ Aerdmetro de Baumé

« Agitador magnético - Etica

¢ Agitador tipo mix - Walita

* Alcoometro de Gay-Lussac

+ Aparelho de dissolugao - Etica

» Balanga analitica, modelo A 100, sensibilidade 10 ™' - Marte

+ Cronométro - Technos

+ Centrifuga - ADAMS

* Embalagens plasticas opacas de polipropileno com capacidade para 30 e
250g

+ Estufa termostatizadas a 35° C - Etica

+ Estufa termostatizadas a 45° C - Fanem

» Espectrofotdmetro, modelo 634 - Varian

+ Evaporador rotativo - Etica

¢ Lampada UV —

¢ Liquidificador - Walita

» Medidor de pH DMPH -2, Digimed - Tecnal

+ Microscoépio BX 50 - Olympus

+ Tamis malha 0,084mm

« Viscosimetro - Brookfield, modelo RVT, com spindie modelo SC4-29R
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4.1.2.2. Padroes

Apigenina

Grau de pureza: padrao analitico

Fornecedor: Sigma

Nome quimico: 5,7-diidroxi-2(4-hidroxifenil)- 4H-1-benzopirano-4-
ona; 4’ 5,7-triidroxiflavona

Férmula estrutural: CysH100s

A estrutura pode ser visualizada na Figura 12.

Figura 12 — Estrutura quimica da apigenina.

Propriedades:

E a aglicona da apigenina-7-glicosideo. Obtida pela hidrélise
enzimatica do glicosideo pela emulsificagdo ou fervura com 15% de H.SO..
Possui coloragéo amarela. Intervalo de fusdo 345-350°C. Apresenta A
maximo - 269, 340 nm. Praticamente insoluvel em agua, moderadamente
solivel em alcool, soluvel em KOH diluido originando solugdo de cor
intensamente amarela (MERCK INDEX, 1996).

Canferol

Grau de pureza: padrio analitico

Fornecedor: Sigma

Nome quimico: 3,5,7 triidroxi-2-(4-hidroxifenil)-4H-1-benzopirano-4-
ona; 3,4',5,7-tetraidroxiflavona.
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Férmula estrutural: CysH0O0s

A estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 13.

OH

OH 0

Figura 13 — Estrutura quimica do canferol.

Flavonéide originado de plantas. Isolado pela primeira vez na
espécie Delphinium consolida L. (1902). Possui coloragdo amarela, intervalo
de fusdo 276-278°C. Apresenta A maximo: 265, 365 nm. Fracamente soluvel

em agua, soluvel em alcool quente ou alcalis (MERCK INDEX, 1996).

Quercetina

Grau de pureza: padrao analitico

Fornecedor: Merck

Nome quimico: 2-(3,4-diidrofenil)-3,5,7 triidroxi-4H-1-benzopirano-4-
ona; 3,3',4',5,7- pentaiidroxiflavona.

Formula estrutural: CisH1007

A estrutura quimica da quercetina pode ser visualizada na Figura
14.



Figura 14 — Estrutura quimica da quercetina.

Propriedades:

E a aglicona da quercitrina, rutina e outros glicosideos. Largamente
distribuida no reino vegetal, especialmente nas cascas e botdes florais.
Possui coloragdo amarela em solugdo alcoolica. Apresenta A maximo 258,
375 nm. Um grama se dissolve em 290 mi de alcool absoluto e em 23 mi de
alcool fervente. Praticamente insdluvel em agua. LDs, em ratos: 160mg/Kg.
A forma anidra decompde-se a 314°C (MERCK INDEX, 1996).

4.1.2.3. Constituintes das formulagdes

Todas as matérias-primas utilizadas foram de grau farmacéutico.
+ Alcool cetoestearilico sulfatado (Henkel)
+ Carboxilpolimetileno (Goodrich)
+ Crodabase CR - 2® - Base autoemulsionavel emoliente, apropriada para
emulsdo O/A (Croda)
» Hidroxietilcelulose (HHR)
¢ Metilparabeno (Brasfanta)
+ Propilparabeno (Brasfanta)
+ Propilenoglicol (Dow Quimica)
+ Trietanolamina (Basf)
+« Uniphen ® - Mistura de parabenos utilizados como conservantes
(Induchem)
+ Vaselina liquida (Chemy union)
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4.1.2.4. Formulagdes estudadas

A composigdo das formulagdes estudadas obedecem o esquema

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Composigéo das formulagdes estudadas.

Composigado % (p/p)

Componentes E1 E2 G1 G2
Extrato de prépolis 10 10 10 10
Propilenoglicol 5 5 5 5
Alcool
cetoestearilico 12 - - -
sulfatado
Cera crodabase - - 12 - -
CR2
Carboxilpolimetileno - - 1 -
Hidroxietilcelulose - - - 1
Vaselina liquida 5 5 - -
Trietanolamina - - 0,7 -
Conservante 1 1 1 1
Alcool etilico 96° - - 10 10
Agua destilada 67 67 72,3 73

Em que:

E1 - emulisdo idnica

G1 - gel idnico
G2 - gel nao idnico

E2 - emulsdo ndo idnica

Estas formulagbes foram utilizadas nos estudos prévios de

estabilidade. Prosseguiu-se as andlises com as formuiagées E1 e G1.

Nestas foram utilizadas concentragdes totais de 5, 10 e 15% do extrato

glicolico de prépolis.
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4.1.2.5. Solventes e reagentes

+ Acetato de etila p.a — Merck
+ Acetato de chumbo

+ Acido acético p.a — Merck

+ Acido cloridrico

+ Acido férmico p.a — Merck

+ Acido sulfurico

¢ Alcool etilico p.a - Merck

* Alcool metilico p.a - Merck
+ Benzeno p.a - Merck

* Cloroférmio p.a - Merck

+ Cloreto de aluminio (AICl3)
¢ Cloreto férrico

+ Floroglucinol cloridrico

¢ Hidréxido de amonio

+ Reativo de Bertrand, Bouchardat, Dragendorff, Mayer (FREITAS, 1994)

4.1.2.6. Outros
¢ Placas de silicagel 60 F - 254 — Merck

+ Silica gel para cromatografia em coluna, tamanho de particula 0,063-
0,200mm (70- 230 mesh ASTM) - Merck
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Reagdo com hidréxido de sédio - Em 3ml da tintura hidroalcdlica
adicionaram-se 2 gotas de solugéo de hidréxido de sédio a 5%. O resultado

positivo é indicado pelo aparecimento de cor amarela.

Reacédo com cloreto de aluminio - Em papel de filtro colocaram-se
duas gotas da tintura hidroalcélica em regides diferentes do papel.
Adicionou-se 1 gota da solugdo de cloreto de aluminio a 5% a uma das
gotas. O resultado positivo € indicado pela intensificacdo da fluorescéncia
na regiao de contato entre a tintura e o reativo quando observada sob luz
ultravioleta.

Avaliagdo da presenga de taninos

Procedeu-se a avaliagido da presenga deste grupo realizando-se as
seguintes reagbes (COSTA, 1977; FREITAS, 1994):

Preparo do extrato para teste - Pesaram-se cerca de 3g da propolis
em pé. Extraiu-se com aproximadamente 40 ml de agua fervente durante 2
minutos. Filtrou-se em papel de filtro. Repetiu-se a extragdo por mais duas
vezes adicionando-se 10 ml de agua destilada e fervendo-se por 2 minutos.
Reuniram-se as trés solugbes filtradas. As seguintes reagbes de

identificacido foram realizadas:

Reacdo com cloreto férrico - Juntaram-se 1 mi da solugdo obtida
mais 5 ml de agua. Adicionou-se, pelas paredes do recipiente, 0,5 ml de
cloreto férrico a 2%. O resultado positivo é indicado pelo aparecimento de
precipitado ou coloragéo diversa (azul a violeta - taninos galicos / verde -

taninos catequinicos).

Identificacdo dos taninos galicos. Juntaram-se 3 mi da solugdo
aquosa com 5 mi de acido acético glacial a 10% e 3 ml de acetato de
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chumbo a 10%. O resuitado positivo é indicado pelo aparecimento de
precipitado castanho-avermelhado.

Procedeu-se a identificacdo dos taninos catequinicos através da
reacao de floroglucinol cloridrico - Ferveu-se por 2 minutos, a solucdo teste
com um palito de madeira dentro. Retirou-se o palito e deixou-se secar.
Umedeceu-se o palito seco com acido cloridrico concentrado. O resultado
positivo é indicado pelo aparecimento de coloragdo rosa ou vermelho vinho

no palito.

Avaliagdo da presencga saponinas

Para identificacdo deste grupo procedeu-se a seguinte reagao
(COSTA, 1977; FREITAS, 1994):

Obteve-se solugdo aquosa pela fervura de 3 g das amostras em 40
mi de agua destilada. Colocaram-se 5ml desta solugdo em tubo de ensaio
com capacidade para 25 ml. Agitou-se o tubo vigorosamente em sentido
vertical por 5 segundos. O resultado positivo é indicado pela persisténcia de

espuma abundante ap6s 30 minutos.

Avaliagao da presenga de derivados antraquindnicos

Para identificagdo deste grupo procedeu-se a seguinte reagéo
(COSTA, 1977; FREITAS, 1994):

Reagao de Borntraeger - Ferveu-se 1 g da propolis em pd com 15ml
de etanol a 25% por 2 minutos. A 10ml do filtrado adicionaram-se 4 ml de
acido sulfurico 10% e ferveu-se a mistura por 1 minuto. Deixou-se esfriar.

Agitou-se com 1ml de benzeno R. Separou-se a camada benzénica e
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agitou-se com iguai volume de hidréxido de amdnio SR. O resultado positivo
é indicado pela formagao de coloracdo avermelhada.

Avaliagdo da presencga de alcaldides

Para identificagdo deste grupo procedeu-se a seguinte reacdo
(COSTA, 1977; FREITAS, 1994):

Processo de extragido de alcaldides - pesaram-se 2 g da prépolis em
pé. Alcalinizou-se a droga umidecendo-a com hidréxido de amdnio a 10%.
Juntaram-se a droga 15 ml de cloroférmio. Agitou-se durante alguns
minutos. Deixou-se em repouso e fiitrou-se 0 sobrenadante. Extraiu-se mais
duas vezes com cloroférmio. Utilizou-se a fase cloroférmica para a

realizagdo dos testes de identificag&o.

Para identificagdo deste grupo procedeu-se a seguinte reacao:

ReacGes de Precipitagdo - colocou-se uma gota do extrato alcalino
sobre uma lamina para microscdpio, adicionando-se uma gota de cad um
dos reativos. Uniram-se as duas gotas e observou-se. O resultado positivo é
indicado pela formagdo de precipitado ou a mudan¢ga de coloragéo.
Utilizaram-se os reativos de Bertrand (substancia reativa - 4&cido
silicotungstico), Mayer | (substancia reativa - tetraidomercuriato de
potassio), Dragendorff (substancia reativa - tetraiodobismutato) e

Bouchardat (substancia reativa - iodeto de potassio).

4.2.1.3. Determinac¢ao do teor de cinzas

Procedeu-se a determinagdo do teor de cinzas segundo a
FARMACOPEIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL (1959), para
determinagdo do material inorganico presente nas amostras. Caicinaram-se
2g de prépolis pulverizada em mufla a 600°C por 1 hora. Deixou-se em
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dessecador até peso constante. Calculou-se o teor de cinzas em fung3o do

peso seco de propolis pulverizada.

4.2.2. Preparagcao dos Extratos

Baseados na aprovagdo das caracteristicas macroscopicas e
organolépticas das amostras, foram selecionadas 07 amostras para
prosseguimento dos estudos. As amostras de propolis bruta foram
submetidas a trituragdo por turbdlise até a obtengdo de um pé fino, com a
finalidade de aumentar a superficie de contato com o liquido extrator e
consequentemente a transferéncia de principios ativos. Apds a pulverizagio
o material foi tamisado através de tamis de malha 0,84 mm, para que se

obtivesse pé com diametro homogéneo.

Utilizou-se a propor¢ao de 200g de cada amostra para 1000mL do
liquido extrator para obtencio da tintura por maceragdo. As tinturas foram
obtidas em condigbes semelhantes, deixou-se em maceragéo pelo periodo
de 07 dias em solugdo hidroalcédolica a 70%, com agitacéo esporadica. Apds
decorrido o tempo, estas foram filtradas em papel de filtro e o volume final
completado para 1000mL. Foram acondicionadas em frascos ambar e

denominadas como tinturas |, II, lll, IV, V, Vi, VIL.

Com o emprego de rotaevaporador, cada tintura foi reduzida a 50%
de seu volume (500ml) em temperatura controlada a 30°C. Ressuspendeu-
se o extrato concentrado restante em igual volume (500ml) de
propilenoglicol, obtendo-se assim o extrato glicdlico. O esquema das etapas
realizadas para obten¢cdo do extrato glicolico podem ser visualizadas na
Figura 11 e a partir deste procedimento obtiveram-se os extratos 1, I, lll, IV,
V, VI, VI
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4.2.2.1. Caracterizacdo dos extratos glicélicos

pH

Foi determinado o pH utilizando-se peagdmetro Digimed modelo DM
20, introduzindo-se o eletrodo em uma aliquota de 20 mi de cada um dos

extratos glicélicos.

Residuo seco

Capsulas de porcelana foram mantidas em estufa a 105°C durante
trés horas, resfriadas e deixadas em dessecador até peso constante. O
processo foi repetido com 1 g do extrato. Obteve-se o peso final dos
residuos e calculou-se a porcentagem de residuo seco de cada amostra
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959).

Densidade

A densidade dos extratos obtidos foi determinada segundo método
descrito por POZO (1963) utilizando-se aerdmetro (Graduador de Baumé).
Para cada amostra foram realizadas 3 determinagbes a temperatura de
25°C.

Teor alcodlico
Determinou-se o teor alcodlico dos extratos obtidos segundo método

descrito por POZO (1963), utilizando-se alcodmetro de Gay-Lussac. Para

cada amostra realizaram-se 3 determinagdes a temperatura de 25°C.
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4.2.3. Doseamento espectrofotométrico dos flavondides

Para quantificagdo dos principios ativos presentes nas amostras,
adaptou-se 0 método espectofotométrico adotado pela Farmacopéia Alema
(STHAL & SCHIL, 1981) e por autores que procederam a dosagem de
flavondides totais provenientes da propolis (MORI, 1997; WOISKY, 1996;
NAGY & GRANCAI, 1996). Utilizou-se como padrdo a quercetina.

4.2.3.1. Padronizacao e Validagao do Método

O método foi padronizado determinando-se o espectro de absorgédo
do padrdo (quercetina), espectro de absorgdo da solugdo de cloreto de
aluminio em metanol, curva de Ringbom e reta de calibragio, estabilidade
do composto formado e reprodutibilidade do aparelho e do método
(POTTER, 1995).

4.2.3.2. Curva de calibragao da quercetina

Preparou-se a solugdo padrdo de quercetina dissolvendo-se 100 mg
do padrao em 350 ml de metanol em um baldo de capacidade para 500ml,
obtendo-se assim solugdo com concentragéo de 200 ug/ml. Construiu-se a
curva padrao, utilizando-se solugdes em concentragbes de 2,0 a 10 u‘glml.
Transferiu-se para um balao volumétrico de 25 ml a aliquota éorrespondente
de cada concentra¢do, 1ml da solugdo de ALCI.a e complétou—se 0 volume.
Ap6s decorridos 30 minutos, realizou-se a leitura da absorbancia a 415 nm.

Calculou-se a equagio da reta pelo método dos minimos quadrados.
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4.2.3.3. Analise das amostras

Tomou-se uma aliquota de 0,200ul do extrato glicolico e adicionou-
se 1 ml de solugcdo de cloreto de aluminio a 2%, completou-se o0 volume
para 25ml com a solucdo de acido acético em metanol a 5%. Esperou-se 30
minutos e procedeu-se a leitura da absorbancia contra o branco contendo a
solugdo metandlica de acido acetico a 5% e a solugdo de cloreto de
aluminio a 2%. A concentragao de flavonéides totais foi calculada em fungdo

da equagio da reta de calibragdo da quercetina.
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4.2 4. Preparacao das formulagdes

4.2.4.1. Preparacao das emulsdes

Os componentes e a propor¢gdo destes nas emulsdes podem ser
visualizados em materiais (item 4.1.2.4).

A preparag¢ao das emuisbes foi realizada segundo o meétodo de
invers@o de fases em alta temperatura (PRISTA, 1981). As fases foram
aquecidas separadamente; aqueceu-se 50 % da fase aquosa e 100% da
fase oleosa a temperatura de 80-85°C. A fase aquosa foi vertida sobre a
oleosa com agitagdo com a ajuda do agitador tipo mix por 10 minutos até a
temperatura atingir 30°C. Foi incorporada o restante da fase aquosa
contendo o extrato glicdlico de prépolis. Manteve-se a agitagdo por mais 10
minutos para perfeita homogeinizagdo. Estas formulagdes foram

denominadas E1 e E2.

4.2.4.2. Preparagao dos géis

Os componentes e a proporgdo destes nos géis podem ser

visualizados em materiais (item 4.1.2.4).

Aqueceu-se 50% da quantidade total de agua da formulagao até a
temperatura de 70°C para melhor solubilizagdo do carboxilpolimetileno
(obteng¢do do G1) e da hidroxietilcellulose (obtencdo do G2). Agitou-se com
o agitador tipo mix até a completa dissolugdo do pd e até atingir a
temperatura de 30°C. Com agitagdo constante, incorporou-se o extrato
glicdlico de propolis, e o restante dos componentes da formulagdes.
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4.2.4 3. Estudo preliminar de estabilidade

As formulagdes foram submetidas a analise macroscopica por
avaliagdo visual 48 h apds a fabricagdo e apés 1 més de permanéncia em

temperatura ambiente.

Foram observados itens como cor, odor, aparéncia e

homogeinidade.

Foi realizado estudo de separagac de fases, no qual centrifugou-se
5g das formulagdes durante 30 minutos a 3000 rpm (IDSON, 1988).

Prosseguiram-se os estudos com as formulagdes que mostraram-se
mais estaveis, variando-se as concentragdes do extrato de prépolis com a

finalidade de verificar-se como esta afetaria a estabilidade das formulagses.
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4.2.5  Extracdo dos principios ativos

4.2.5.1. Extracao de flavonoides a partir das tinturas
4.2.5.1.1. Extragdo por coluna

Foi realizada segundo diversas condigdes e, aquela que apresentou
os methores resuitados, obedecia aos seguintes paramétros:

Coluna: diametro interno; 10 mm

Comprimento: 50 mm

Volume morto: 50ml

Fase estacionaria: silica gel 60 - Merck ART 7734, tamanho da
particula 0,063-0,020 mm (70-230 mesh ASTM).

Montou-se a coluna por via umida. Tomou-se uma aliquota de 2ml
do extrato glicélico, evaporou-se o solvente, ressuspendeu-se o residuo em
cloroférmio esta solugao foi levada & coluna e eluida por 3 vezes com 20 ml
de clorofébrmio. Repetiu-se a eluiugdo por mais 4 vezes com a fase mével
benzeno: acetato de etila: acido férmico (36:12:5). Foram feitas mais 4
eluicbes com metanol. Todas as fases eluentes foram evaporadas e os
residuos resuspensos em 10 ml de solugdo metandlica de acido acético a
5%.

Nesta solugdo foram realizadas reagbes para determinacéo
espectrofotométrica de flavondides, adicionando-se 1ml da solucéo de
cloreto de aluminio a 2%, completou-se o volume para 25mi em baldo
volumétrico com solugéo metandlica de acido acético a 5%. O esquema das

eluicdes pode ser visualizado na Figura 16.



4.2.5.1.2. Extragdo por particdo em solventes

Utilizaram-se 5 ml do extrato glicolico, em funil de separagao com 5
ml de cloroférmio. Agitou-se e deixou-se em repouso por 15 minutos.
Procedeu-se mais 2 lavagens com a mesma quantidade de cloroférmio. As
fragGes foram juntadas e evaporou-se o solvente. Ressuspendeu-se em 10

mt de solugdo metandlica de acido acético a 5%

Nesta solugdo foram realizadas reagdes para determinacgdo
espectrofotométrica de flavondides, adicionando-se 1ml da solugdo de
cloreto de aluminio a 2% e completando-se o volume para 25ml em baldo
volumétrico com da solugdo metandlica de acido acético a 5%. O esquema

da extragao pode ser visualizado na Figura 17.

4252 Extracio de flavondides totais a partir das

emulsdes

4.2.5.2.1. Extracdo por coluna

Pesaram-se 2g dos cremes. Diluiu-se em 20 ml de cloroférmio.
Montou-se a coluna em cloroformio e colocou-se a amostra. Procedeu-se 3
lavagens com 20 mi de cloroférmio (fase eluente 1). Eluiu-se 4 vezes com a
fase mével benzeno: acetato de etila: acido formico (36:12:5) (fase eluente
2). Eluiu-se por mais 4 vezes com metanol (fase eluente 3). Evaporaram-se
as fases eluentes e ressuspendeu-se em 10 ml da solugdo metandlica de
acido acético a 5%.

Esta solugdo foi utilizada para o doseamento espectrofotométrico de

flavondides totais adicionando-se 1ml da solugdo de cloreto de aluminio a
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2% e completando-se 0 volume para 25ml em baldo volumétrico com da
solugdo metandlica de acido acético a 5%.

4.2.5.2.2. Extragdo por particdo em solventes

Tomou-se uma aliquota de 5 g das formulagdes. Dissolveu-se com
ajuda do agitador magnético em 50ml de cloroféormio e colocou-se em funil
de separagio. Agitou-se e deixou-se em repouso por 20 minutos. Procedeu-
se a separagao e repetiu-se 0 procedimento mais 1 vez. Evaporou-se 0
solvente. Ressuspendeu-se em 10 ml da solugdo metandlica de Aacido

acético a 5%.

Esta solucao foi utilizada para o doseamento espectrofotométrico de
flavonéides totais, adicionando-se 1ml da solugdo de cloreto de aluminio a
2% e completando-se o volume para 25ml em baldo volumétrico com da

solucdo metandlica de acido acético a 5%.

4.2.5.3. Extracao de flavondides totais a partir dos géis

4.2.5.3.1. Extragdo por coluna

Pesaram-se 2g do gel e sua estrutura foi desfeita com acido acético
(3 gotas). Diluiu-se em 10ml de cloroférmio. Montou-se a coluna em
cloroférmio e colocou-se a amostra. Procedeu-se 3 lavagens com 20 ml de
cloroférmio (fase eluente 1). Eluiu-se 4 vezes com a fase movel benzeno:
acetato de etila: acido formico (36:12:5) (fase eluente 2). Eluiu-se por mais 4
vezes com metanol (fase eluente 3). As fases eluentes foram evaporadas e

ressuspensas em 10 mi da solu¢do metandlica de acido acético a 5%.
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4.2.5.5. Controle dos processos extrativos

A eficiéncia dos processos extrativos foi acompanhada pela técnica
de cromatografia em camada delgada, descrita anteriormente, e por
doseamento espectrofotométrico. Brancos das preparagdes, representados
por formulagdes sem a incorporagdo dos principios ativos foram utilizados

para estudo da interferéncia dos excipientes no processo extrativo.
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4.2.6.1.4. Freqiiéncia de amostragem

As aliquotas foram recolhidas em 5 tempos distintos; t, - 48h apds a
preparagao da formulagio; t, - 15 dias apés preparagao; t, - 30 dias apés a
preparacéo, t; - 60 dias apos a preparagao e t, - 90 dias apés a preparagio.

4.2.6.2. Padronizacao dos testes de estabilidade fisica

4.2.6.2.1. Andlise organoléptica

As amostras foram analisadas ap6s exposicdo as condigbes de
estresse nos tempos pré-estabelecidos. Observou-se a variacdo de cor,
odor, espalhabilidade e separagdo de fases, 48h apds a preparagdo e apos
permanéncia por até 90 dias a —4, 22, 35 e 45°C. Os resultados sao

descritos nas Tabelas 13 a 17.
4.2.6.2.2. pH

Determinou-se o pH utilizando-se peagdmetro, em amostras diluidas
na propor¢cdo de 1:10 em &agua destilada. Para cada amostra foram

reatizadas trés determingdes, apresentando o desvio padrao da leitura.
4.2.6.2.3. Centrifugagdo

O teste de centrifugac¢ao foi realizado com objetivo de observar-se a
possivel separagdo de fases quando as formulagdes fossem submetidas a
alteragdo da forga de gravidade. Recolheram-se 5g das amostras e
submeteu-se & forga de 3000 rpm por 30 minutos (IDSON, 1993; RIEGER,
1991). Os resultados estdo descritos na Tabela 18.

BIBLIOTECA
ignci ~acéuticas
Faculdade de Ciéncias F:?f acdu
Universidade de Sao Paulo
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4.2.6.2.4. Comportamento reolégico e viscosidade

Realizaram-se as analises a temperatura ambiente, utilizando-se
13g das amostras. Utilizou-se vicosimetro rotacional Brookfield para
pequenos volumes. Submeteram-se as amostras aos seguintes gradientes
de velocidade: 0,5; 1,0; 2,5; 10,0; 20; 50 e 100,0. Procedeu-se a leitura e

registro dos valores a cada 2 minutos.

A viscosidade aparente (naap) foi registrada na velocidade de
cisalhamento 2,5 (1/S), ascendente. Os valores estdo representados nas
Figuras 32 a 37.

4.2.6.2.5. Observagao microscopica

As emulsdes macroscopicamente estaveis foram submetidas a
analise microscdpica para verificaggdo da homogeneidade, tamanho das
particulas, assim como a formagao de cristais liquidos, fatores essenciais
para caracterizagéo de formulagbes estaveis e indicativos de instabilidade
das mesmas (KLEIN, 1984). Colocou-se em uma |lamina de vidro pequena
quantidade de amostra e observou-se a aparéncia microscopica das
mesmas, registrando-se fotograficamente os resultados que estao

apresentados nas Figuras 38 a 43.
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4.2.6.3. Testes para avaliagdo da estabilidade quimica
4.2.6.3.1. Doseamenfo dos principios ativos

Nos tempos pré-determinados as formulagdes foram submetidas ao
processo extrativo pela particdo em solvente e subsequente doseamento

dos principios ativos. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 44 a
49,

4.2.7. Calculo da velocidade de decaimento dos teor de
flavonéides totais das formulagdes

A partir dos valores do teor de principios ativos doseados em
tempos pré-determinados, foi calculada a constante especifica de
decaimento da reagdo (K), em cada temperatura a que estas foram
submetidas.

4.2.8. Perfil de liberagdao “in vitro”

Avaliou-se a liberagdo “in vitro® dos flavondides a partir das
formulagdes contendo 10% do extrato de prépolis. Utilizou-se aparelho de
dissolugdo com compartimento para géis/emulsdes, separado do liquido
receptor (etanol 70%) por membrana de acetato de celulose de espessura
de 0,022 + 0,004 mm. Manteve-se o experimento a 32°C e rotagdo
constante de 55 rpm. Coletaram-se aliquotas de 3ml de 1 em 1 hora durante
12 horas, repondo-se igual volume de etanol 70% ao meio receptor a fim de

manter constante seu volume.
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4.2.9. Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram comparados pela andlise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de analise multipla Student — Newman — Keuls,

para determinar-se o nivel de significancia das variaveis.



5. RESULTADOS
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5.1.3. Teor de cinzas
A Tabela 7 apresenta o resultado da determinagio do teor de cinzas
das amostras de propolis bruta determinando-se assim as substancias

inorganicas presentes em cada uma destas.

Tabela 7 - Teor de cinzas totais das amostras de propolis bruta analisadas

Amostra Teor de Cinzas
vm c
1 1,3 (0,01)
2 28 (0,01)
3 1,5 (0,02)
4 1,2 (0,02)
5 3,2 (0,01)
6 2,3 (0,01)
7 1,8 (0,02)

Legenda:
Vm - Valor médio de trés determinagdes

o - desvio padréo.
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A Tabela 9 apresenta os flavonéides identificados por cromatografia em
camada delgada e seus respectivos Rfs, utilizando-se como fase moével
benzeno: acetato de etila: acido férmico (36:12:085).

Tabela 9 - Flavondides detectados por cromatografia em camada delgada nos

extratos glicolicos e respectivos valores de Rf.

Amostra Flavondides Rf
Identificados

Extrato | Crisina / Quercetina 0,45/0,16

Extrato Il Apigenina / Crisina/ 0,23/0,45/0,16
Quercetina

Extrato Il Apigenina / Crisina/ 0,23/0,45/0,16
Quercetina

Extrato IV Apigenina / Crisina/ 0,23/0,45/0,16
Quercetina

Extrato V Apigenina / Crisina 0,23/0,45

Extrato Vi Canferol / Crisina 0,32/045/0,16
Quercetina

Extrato VIl Apigenina / Canferol / 0,23/0,32/0,16
Quercetina

Condigoes:

Suporte: Placa de silicagel AL TLC 20 x 20 cm, 60F 254 (Merck)
Amostra: Extrato glicélico de prépolis
Migrago: 10cm a 25°C
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5.4. Estudos preliminares de estabilidade das formulagdes
elaboradas.

As caracteristicas das emulsdes e géis elaboradas conforme item 4.2.4.,
s&do descritas na Tabela 11, analizadas 48 horas apds a preparacgdo (to) e 30

dias apds a preparacgao (t).

Tabela 11 - Caracteristicas das formulagdes no tempo inicial (48h apds a

produgao), nos estudos preliminares de estabilidade.

Formulagao Aspecto Separac¢do de
fases
Cor Odor Homogeneidade
t  t to t to ts to t4
E1 A A A A A A - -
E2 A A A A A I - +
G1 A A A A A A - -
G2 A R A A A ! - +
Em que:

E1 — emulsio idnica

E2 — emulsao nao idnica

G1 - gel idnico

G2 — gel nao idnico

A — adequado

| - inadequado

(-) = ndo ocorreu separacgéo de fases
(+) — ocorreu separagao de fases



5.5. Avaliagdo da metodologia extrativa

5.5.1. Teores percentuais dos processos extrativos.

Na Tabela 12 pode-se visualizar os teores percentuais de recuperacio
de cada método empregado para extragdo dos principios ativos nos extratos

glicdlicos e das formulagbes através das técnicas descritas no item 4.2.5, em

coluna e por parti¢ao.

Tabela 12 - Percentual de recuperacgéo nas técnicas extrativas utilizadas.

Percentual de recuperagao *

Extrato glicolico Emulsao Gel
EC EP EC EP EC EP
65,0 99,5 57,0 99,6 63,9 99,2
(30,02) (+ 0,01) (£ 0,01) (£ 0,02) (0,01} (£0,01)

* Valor médio de trés determinagdes e desvio padréo.
Em que:

EC — Extragao por coluna

EP — Extragao por particao






5.6. Avaliagdo da estabilidade das formulagdes

5.6.1. Analise macroscépica e organoléptica

Nos inervalos de tempo pré-determinados as formulagdes foram

submetidas as analises para avaliagao de estabilidade.

Na Tabela 13 observam-se as caracteristicas iniciais (48 horas apés a
preparacgdo) das formulagdes estudadas e o aspecto considerado padréo das
mesmas. Nas Tabelas 15, 16, 17 e 18, pode-se observar os resultados obtidos
apés a permanéncia das formula¢des nas varias temperaturas, analizadas apés
periodos de 15 dias (t;), 30 dias (t;), 60 dias (ta) e 90 dias (i4).
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Tabela 13 - Andlise sensorial das formulagdes no t;, 48h ap0s fabricagio.

Formulacao Aspecto analisado
Cor Odor Homogeneidade Sep. de fases
E 5% 1 _ —_ —_
E 10% 2 — —_ —
E15% 3 — — —_
G 5% 1 _ — —
G 10% 2 - — —
G 15% 3 — - —_
Cor: E 5% - emulsdo a 5%

1 - levissimo amarelo claro
2 - amarelo claro

3 - amarelo

4 - amarelo escuro

5 - amarelo amarronzado

Odor:
(-) - caracteristico
(+) - alteragao

Homogeneidade
(-) - Nao houve alteragdo
(+) - cremagéo

Separacao de fases

(-) - Nao houve separacdo de fases.

(+) - Houve separagédo de fases

E 10% - emulsdo a 10%
E15% - emulsao a 15%
G5%-gelab5%

G 10% - gel a 10%

G 15% - gel a 15%.



Tabela 14 - Andlise sensorial das formulagdes quando submetidas a

temperatura de 4°C, apés periodos de tempo (t) variados.

Formulacao

Aspecto analisado

C OHS COHZY® C OHZS C 0 H ¥
F F F F
ty t2 ta ty

E 5% 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ - 1 _ _ _

E 10% 2 _ - _ 2 _ _ - 2 _ _ - 2 _ . .

E 15% 3 _ - - 3 _ - - 3 _ _ - 8 _ - -

G 5% 1 _ - - 1 _ - _ 1 _ _ _ 1 _ _ _

G 10% 2 _ _ _ 2 _ _ - 2 _ _ _ 2 _ _ _

G 15% 3 _ - - 3% . - - 3 _ L 4 3 _ - _
C-cor (+) - cremagao

O - odor

H - homogeneidade
S. F. - separagdo de fases

Cor:

1 - levissimo amareio claro
2 - amareio claro

3 -amarelo

4 - amarelo escuro

5 - amarelo amarronzado

Odor:
(-) - caracteristico
(+) - alteragado

(+) -
Homogeneidade
(-) - Nao houve alteragéo

Separacao de fases
(-) - Nao houve separagao de fases.
(+) - Houve separagio de fases

Formulagao:

E 5% - emulsdo a 5%; E 10% - emulsao
a 10%; E15% - emulsao a 15%

G 5% - gel a 5%; G 10% - gel a 10%; G
15% - gela 15

t, — 15 dias
t — 30 dias
ty — 60 dias
t,— 90 dias
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Tabela 16 - Andlise sensorial das formulagdes quando submetidas &

temperatura de 35°C, apds periodos de tempo (t) variados.

Formulagao Aspecto analisado
C HS COHS C O HS C O H ¥
F F F F
t1 t; ts ta
E 5% 1 _ - - 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 - _ _
E 10% 2 _ _ .02 _ _ _ 2 _ _ _ 2 _ _ _
E 15% 3 - - - 3% - - - 8 _ _ - 3 . - u
G 5% 1 _ _ _ 1 _ _ _ 2 _ _ - 1 _ - _
G 10% 2 _ _ - 2 _ _ _ 3 _ _ _- 3 _ - _
G 15% 3 _ _ - 3% _ _ - 4 _ _ _ 4 _ _ _
C-cor Homogeneidade
Q - odor (-) — Nao houve separacao de fases

H - homogeneidade
S. F. - separagao de fases

Cor:

1 - levissimo amarelo claro
2 - amarelo claro

3 - amarelo

4 - amarelo escuro

5 - amarelo amarronzado

Odor:
(-) - caracteristico
(+) - houve alteragao

(+) - cremacgao

Separagao de fases
(-) - Nao houve separagao de fases.
(+) - Houve separagao de fases

Formulagao:

E 5% - emulsdo a 5%; E 10% - emulsao
a 10%; E15% - emulsao a 15%

G 5% - gel a 5%; G 10% - gel a 10%; G
15% - gel a 15%

ty — 15 dias
t; — 30 dias
t; — 60 dias
t,— 90 dias



Tabela 17 - Analise sensorial

21

das formulagbes. quando submetidas a

temperatura de 45°C, ap6s periodos de tempo(t) variados.

Formulagao Aspecto analisado
Cc C OHS C OH S C O H ¥
F F F
ts tz ts te
E 5% 1 _ 1 _ _ _ 1 _ _ _ 1 _ _ _
E 10% 2 _ 2 _ _ _ 2 _ _ _ 2 _ _ +
E15% 3 _ 3 _ - - 3 _ _ - 3 _ _ 0+
G 5% T _ 2 _ _ _ 3% _ _ _ 3 _ _ _
G 10% 2 _ 3 _ - . 4 _ _ - & _ _ _
G 15% 3 _ 4 _ _ _ S _ _ _ 5 . _ 4
C-cor (+) - cremagéo
O - odor

H - homogeneidade
S. F. - separag¢do de fases

Cor:

1 - levissimo amarelo claro
2 - amarelo claro

3 - amarelo

4 - amarelo escuro

5 - amarelo amarronzado

Odor:
(-) - caracteristico
(+) - houve alteragdo

Homogeneidade
(-) - Nao houve alteragdo

Separacio de fases
(-) - Nao houve separagao de fases.
(+) - Houve separagao de fases

Formulagao:

E 5% - emulséo a 5%; E 10% - emulsao
a 10%; E15% - emulsio a 15%

G 5% - gel a 5%; G 10% - gel a 10%; G
15% - gel a 15%

t, - 15 dias
t: — 30 dias
t; — 60 dias
ty — 90 dias



5.6.2. Avaliagdo da separagao de fases das formulagdes.

Na Tabela 18 observa-se o comportamento das formula¢des quando
submetidas ao teste de aceleragido da gravidade (centrifugagao), nos tempos
pré-determinados (2, 15, 30, 60 e 90 dias) apés permanéncia as temperaturas

de 4, 22, 35 e 45°C,
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5.6.6. Variagcdo de pH

Nas Tabelas 19, 20, 21 e 22 podem ser visualizados os resultados dos
valores de pH das formulagdes apds 48h de preparagiao e 15, 30, 60 e 90 dias

de permanéncia as temperaturas de -4, 22, 35 e 45°C.
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5.7. Célculo da constante de decaimento

As Tabelas 23 e 24 mostram as equagdes das retas, obtidas para cada
temperatura, calculadas por regressao linear. As Figuras 50 e 51 representam
graficamente a constante de decaimento do teor de flavondides totais nas

formulagdes elaboradas com diferentes concentragdes de extrato de prépolis.



12}

Tabela 23 — Equagdes lineares, relacionando a concentracdo de flavonodides
totais, com a exposicdo as varias temperaturas nas emuisdes com diferentes

concentragdes de extrato de prépolis.

Velocidade de decaimento

T(°C) Formulagdo Equacgdo Constante de Velocidade
E5% Y=-0,0002x+4,6106 0,0065
* E10% Y=-0,0006x+4,613 0,0117
E15% Y=-0,0004x+4,6081 0,0004
E5% Y=-0,0006x+4,6151 0,0006
. E10% Y=-0,0006x+4,6166 0,0006
E15% Y=-0,0007x+4,6074 0,0007
E5% Y=-0,0005x+4,6000 0,0005
> E10% Y=-0,0005x+4,6058 0,0005
E15% Y=-0,0007x+4,5945 0,0007
E5% Y=-0,0006x+4,603 0,0006
® E10% Y=-0,0006x+4,5982 0,0006
E15% =-0,0005x+4,5805 0,0005
Em que:
y = In(ac-a)

x= constante de velocidade de decaimento
ao - concentragao inicial de flavonéides totais
a - concentragao final de flavondides totais a cada instante












6. DISCUSSAO
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O trabalho iniciou-se pela analise de amostras de prépolis provenientes
de diferentes regides nacionais. O propésito era avaliar a homogeneidadede de
sua composi¢do e a influéncia da flora de onde se originou a prépolis,
prevendo-se que diferentes caracteristicas se refletiriam no material modificado.
As amostras foram provenientes de apiarios de qualidade comprovada na
criagédo de abelhas da regido sul e sudeste, considerando que nas regiées mais
quentes @ menor a produgdo de apiderivados. Acompanhou-se a coleta de
algumas amostras em S3o Paulo o que proporcionou melhor entendimento do
processo das etapas de coleta, manipulagdo inicial, conservagido e
armazenamento, as quais sao essenciais para obten¢do do produto de boa
qualidade.

As amostras de prépolis bruta estudadas apresentaram aspectos fisicos
semelhantes. As variagbes observadas deram-se devido & sua manipulagéo ou
néo pelo fornecedor que altera seu aspecto inicial visando melhor transporte e
armazenamento das amostras. A coloragdo variou muito pouco tendo
predominancia a cor marrom em todas as amostras como pode ser observado

na Tabela 5.

A andlise fitoquimica das amostras confirmou a presenga de grupos
quimicos relatados na literatura como sendo aqueles mais frequentemente
presentes na propolis. Os flavondides, tidos como um dos grupos principais
responsaveis pela agdo farmacolégica da resina, estavam presentes em todas
as amostras estudadas, como pode ser observado na Tabela 6. A determinagao
do teor de cinzas totais nos mostrou que a quantidade de substancias
inorganicas foi bastante diferente entre as amostras, variando entre 1,2 a 3,2%,
conforme Tabela 7. Estes valores nao apresentaram correlagdo direta com os

tores de flavonbides presentes em cada amostra.
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O material recebido apresentava-se congelado e foi pulverizado para a
preparagdo dos extratos glicdlicos, que foi realizada através de técnica que
envolveu a maceragdo da droga bruta, filtragdo seguida da evaporagdo do
liquido extrator e adigdo de propilenoglicol. Inicialmente utilizou-se como
método de extragdo, a maceragdo, por permitir a obtengdo de resultados
satisfatorios de extragdo dos principios ativos de maior interesse da propdlis, os
acidos fendlicos e flavondides, além de representar a principal forma de
obtengdo de tinturas existentes no mercado. Como liquido extrator foi utilizado o
alcool etilico a 70°GL por apresentar maior indice de extragdo dos principios
ativos (WOISKY, 1996). Obteve-se extrato transparente, de coloragdo amarela
de intensidade variada, de odor caracteristico. A intensidade da coloracio
mostrou-se diretamente relacionada com a concentragdo de fiavondides totais
presentes em cada formulagdo, sendo as amostras V e VIl de coloragao

amarelo claro,e as mais concentradas, amareio ambar.

Para obtencdo do extrato glicdlico procedeu-se a evaporac¢ao parcial do
liquido extrator inicial seguida da adigdo de propilenoglicol. Esta segunda fase ]
do processo justifica-se pela utilizagao posterior dos extratos em formulagbes de |
uso externo, nas quais a presenga de alcool etilico em altas proporgdes seria
fator de instabilidade e mesmo de imritabilidade ao usuario. Esta técnica de
obtengdo dos extratos evita perda dos principios ativos e adapta o veiculo do

extrato as formulagdes em que estes serdo utilizados.

Os extratos foram caracterizados fisica e quimicamente. As
caracteristicas fisicas (densidade, pH e residuo seco) apresentaram pouca
variagdo entre as amostras estudadas. Entretanto, o teor dos principios ativos,
doseados espectrofotometricamente, (flavondides totais), apresentou grande
variabilidade, conforme pode ser visualizado na Tabela 8, situando-se entre

0,78 ug/g (amostra VI) a 4,87 ng/g (amostra Vii).
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A identificacdo destes compostos nos confirmou que a variagio pode
ser mais quantitativa que qualitativa, pois houve homogeneidade nas

substancias identificadas.

Em todas as amostras analisadas por cromatografia em camada
delgada foram identificados flavonas e flavonais, tipos de flavonéides relatados
como os de maior concentragdo na propolis 0 que pode ser visualizado na
Tabela 9 (GONZALES & ORZAES, 1997).

No doseamento espectrofométrico de flavonoides totais utilizou-se
cloreto de aluminio (AICl;) como reagente. Este método baseia-se na formagao
de complexos coloridos, descritos a seguir na Figura 53, cuja concentragio esta
diretamente relacionada com a quantidade de principios ativos presentes nas
amostras. Este método é relatado como a adaptagio da técnica proposta por
DOWD (1959) para doseamento da quercetina, no qual o desvio batocromico e
a intensificagdo da absorgdo sdo devidos a formagéo de quelatos estaveis que
aumentam a sensibilidade do processo e evitam a interferéncia de outras
substancias fendlicas (MABRY, 1970; VENNAT & GROSS et. al., 1992).

Adaptou-se de 425 para 415nm o comprimento de onda para leitura,
pois nas nossas condi¢cdes de trabalho, em todas as amostras analisadas
mostraram pico de absor¢do maximo neste ponto, como pode ser visto na
Figura 22, Além disso, esta regido é citada por outros autores como
comprimento de onda adequado para leitura dos flavondides totais da prépolis

(ARVOUET-GRAND & VENNAT et al.,1994).

A quercetina foi empregada como padrdo, por ser a aglicona
flavonoidica mais comum nas angiospermas utilizadas pelas abelhas na
fabricagdo da prépolis, além de estar presente em todas as amostras estudadas

neste trabalho, conforme observa-se na Tabela 9. A quercetina mostrou-se
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adequada ao método espectrofotométrico utilizado por possuir hidroxilas em sua
estrutura necessarias a formagdo do complexo com o metal - flavondide em
presenca de cloreto de aluminio (WOISKY, 1996; FRANCO, 1986).

+ AICK —_—

Figura 53 - Exemplo de reacgdo entre flavondides e cloreto de aluminio,

com formagao de complexos coloridos

A padronizagdo do método espectrofotométrico, nas nossas condigdes
de trabalho, mostrou-se adequada (Figuras 18 a 21), o que pode ser
evidenciado pelos valores de correlagio linear, reta de calibragao e estabilidade
das leituras, a reprodutibilidade do método e do aparelho apresentaram desvio
padrao respectivamente iguais a 0,0011 e 0,003. O método espectrofotométrico

mostou-se sensivel as concentragdes entre 2,0 a 10,0ug/mil.
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Os extratos de prépolis analisados apesar da diferenga na concentragao
de flavondides totais apresentaram semelhantes perfis ou espectros de

absorgdo no visivel semelhante, conforme evidenciado na Figura 22.

Considerando-se a propriedade de algumas substancias de reter na
superficie de suas particulas solidas determinados solutos sem a ocorréncia de
reagcao quimica especial, utilizou-se método de separagdo por cromatografia em
coluna, na tentativa de isolar-se o grupo de flavondides presentes nas
formulagdes. A técnica baseia-se na aplica¢do da amostra na coluna contendo
material adsorvente (silica gel) seguida pela eluigdo dos componentes com
solventes apropriados (MARKHAM, 1982). Os resultados de recuperagdo dos
principios ativos obtidos por esta técnica foram muito baixos (cerca de 60%)

(Tabela 12), tornano-a portanto invidvel para nosso trabalho.

Adotou-se entdo a solubilizagdo seletiva, utilizando-se a técnica de
separacdo por solventes (particdo), procedimento utilizado para remog¢do de
farmacos e outros compostos organicos de amostras complexas. A partir do
coeficiente de solubilidade de varios solventes organicos, utilizados para
extracdo das agliconas, e afinidade destes com grupo flavonéides, tentou-se a
solubilizagdo seletiva. O solvente com o qual obteveram-se melhores resuitados
foi o cloroférmio, o que pode ser explicado devido & presenga, na prépolis, de
flavon6ides que sao altamente metilados, como as flavonas e flavondis,
usualmente extraidos por solventes menos polares (HARBONE & MABRY et al.,
1975). A extragéo seletiva foi controlada por cromatografia em camada delgada
e espectofotometria. Pela realiza¢cdo dos brancos dos excipientes pode-se

comprovar a néo interferéncia destes no processo extrativo (Figura 23).

Na preparagdo das formulagdes foi utilizado o extrato |, por apresentar
concentragdo mediana de flavondides totais entre os extratos estudados

(Tabela 10), podendo-se considerar a amostra representativa das demais
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quanto ao teor de flavondides totais. Nas formulagdes elaboradas utilizou-se
excipientes e componentes de uso corrente no mercado, visando-se elaborar
formulagdes simples para estudar-se a influencia do extrato de prépolis

incorporado nestas.

As formulagdes propostas foram divididas em dois tipos distintos. As
emulsdes possuiam na sua composicdo como agente emulsivo alcool
cetoestearilico sulfatado (E1) e cera crodabase CR-2 (E2) que atuam sobre a
tensao superficial e interfacial dos liquidos imisciveis (PRISTA, 1981), além de
umectantes (propilenoglicol) e emolientes (vaselina). Os géis possuiam na sua
formulagdo além do agente  geleificante  (hidroxietilcelulose e
carboxipolimetileno) também componentes umectantes (propilenoglicol) e

emolientes (vaselina).

Os estudos preliminares de estabilidade forneceram dados sobre as
formulagdes mais viaveis para continuagdo dos estudos. As formulagbes que
apresentaram melhores resultados foram a E1 e G1 — emulsdo e gel idnico
(Tabelas 11 e 12), nas quais procedeu-se a incorporagao de quantidades totais
de 5, 10 e 15% de extrato glicélico de prépolis. Considerando-se neste extrato a
presenca de 3,84% de flavondides totais, pode-se calcular em cerca de 0,2, 0,4

e 0,6mg/g de flavonéides em 100g da emulsao ou gel obtido.

As preparagbes foram entdo identificadas como ES%, E10%, E15%,
G5%, G10% e G15% e analisadas em seus aspectos de estabilidade fisica,

manutengio dos teores de flavondides totais e liberagao destes.

Alguns aspectos organolépticos da andlise mostraram-se influenciados
pelo aumento da concentragdo dos extratos nas emulsdes e géis. A cor e odor
foram incrementados com o aumento da concentragio do extrato, de coloragao

naturaimente amarela escura e odor caracteristico.
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Nos géis, a alteragdo da coloragdo das amostras foi profundamente
afetada pelas condigbes de estresse. Provavelmente a maior quantidade de
agua presente na formulagdo pode ter facilitado a ocorrdncia de fendmenos
oxidativos, sendo este portanto importante fator a ser avaliado para
planejamento do armazenamento e conservagio de géis contendo extrato de
propolis. Os outros aspectos sensoriais analisados ndo mostraram alteragdes
importantes (Tabelas 14 a 17).

Apds o periodo de estresse térmico, ndo houve separagio de fases nas
emulsdes em todos os valores de concentragao de extrato presentes. Mesmo
apds serem submetidas as condigdes extremas de aceleragdo da gravidade
(centrifugagdo) estas caracteristicas ndo foram alteradas. Nos géis apenas
naqueles com concentragido de 15% do extrato de prépolis submetidos a 45°C
observou-se liquefagido caracteristica da quebra de estrutura dos mesmos
(Tabela 18).

A andlise do comportamento reolégico das formulagdes nos forneceu
dados importantes a respeito da caracterizagdo fisica dos sistemas
desenvolvidos. As emulsdes apresentaram maior tixotropia do que os géis.
Pode-se observar que, quando a emulsdo a 5% do extrato foi submetida a 45°C
por 90 dias, ocorreu a maior varia¢do da area entre a curva ascendente e a
descendente, significando redugdo na tixotropia do sistema. Nas emulsGes
contendo 10 e 15% de extrato de propolis as caracteristicas iniciais mantiveram-
se aparentemente sem alteragGes mesmo apds o estresse térmico (Figura 24 a
27).

Nos géis o comportamento reolégico foi aparentemente semelhante nas
formulacdes de 5§ e 10% de extrato incorporado, ndo havendo area de
histeresse evidente. Apenas os géis contendo concentragao de 15% do ativo
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apresentaram tixotropia, com &rea de histerese, no tempo inicial. Apdés a
exposicdo ao estresse térmico, durante 90 dias, houve desaparecimento da

tixotropia inicial observada (Figuras 28 a 31).

Estas caracteristicas tixotrépicas, poderiam indicar maior potencial das
formulagdes em liberarem os principios ativos pois a area de histerese indica
que as formulagdes levardo maior tempo para reorganizar sua estrutura inicial
apds serem submetidas a determinada forca. Este fator poderia vir a facilitar a
liberagdo dos principios ativos da formulagido. Nossos estudos evidenciaram
maior liberagdo dos flavondides a partir das emulsbes do que dos géis,
entretanto ndao podemos considera-los conclusivos neste sentido, exigindo

ainda otimizac¢ao destes estudos

A variagao da viscosidade aparente apresentou comportamento distinto
nas emulsdes e nos géis. Nas emulsdes houve aumento da viscosidade quando
estas foram submetidas as temperaturas elevadas, ¢ que sugere que estas
poderiam ter perdido agua, de forma a terem alteradas suas caracteristicas
iniciais. Entretanto, em temperatura préxima da ambiente (22°C) houve pequena

variacao da viscosidade aparente destas (Figura 32 a 34).

Nos géis, a temperatura préxima a ambiente (22°C) houve pouca
alteragao nos valores de viscosidade; entretanto com o aumento da temperatura
as formulagdes apresentaram pequena queda de viscosidade (Figura 35 a 37),
0 que pode ser explicado pela quebra da estrutura do gel e sua pequena

liquefagao, fendbmenos observados macroscopicamente.

A variacio da viscosidade dos géis observada em altas temperaturas foi
acompanhada de altera¢des gerais no aspecto da formulagdo, as quais
limitariam sua utilizagdo. Pode-se sugerir a conservagdo do produto em

temperaturas controladas (15-25°C).



134

As emulsbes mostraram-se homogéneas quando submetidas a
avaliagdo microscopica e a concentragdo do extrato ndo mostrou influéncia
significativa neste aspecto. Pode-se observar a presenga de estruturas
uniformes nas trés concentragdes de extrato de prépolis, caracteristica que néo
se alterou apés a permanéncia nas condigbes de estresse. A formagido de
cristais liquidos também foi evidenciada com as mesmas caracteristicas da
homogeneidade (Figuras 38 a 43).

Quanto ao pH, nas emulsbes 0 aumento da concentragdo do extrato
provocou diminuigdo no seu valor, enquanto no gel esta variagdo foi muito
pequena. Este resultado pode ser explicado pelos componentes das
formulagdes. Na emulsdo o valor do pH era igual a 6,63, a incorporagdo do
extrato levemente acido (pH — 4,84) provocou seu decréscimo a 5,2, 4,8 e 4,6

respectivamente com 5,10 e 15% de extrato respectivamente.

Nas formulagbes géis a presenga da trietanolamina provavelmente

promoveu a neutralizagdo desta acidez.

Estes valores ndo alteraram-se apés a permanéncia em condigbes
estressantes (Tabelas 19 a 22). A andlise da variancia dos valores de pH das
emulsdes mostra que a interagdo do tipo de formulagdao e temperaturas a que
foram submetidas ndo é estatisticamente significativa com o= 0,056, assim
como a interagéo tipo de formulagdo e tempo de permanéncia nas condi¢cdes do
estudo, com a=0,104. Nos géis essas mesmas interagdes nido se mostraram
significativas com « igual a 0,1406 e 0,0748 respectivamente para as mesmas

interagdes.

O conhecimento dos valores de pH é de grande importancia para o
desenvolvimento de formulagdes, ja que valores inadequados podem inviabilizar

o uso da formulagado e sua alteragéo pode levar a degradagao de conservantes
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e dos principios ativos. Pode ainda ser um indicativo de reagdes de degradagéo

dos componentes das formulagdes.

O estudo da estabilidade quimica dos flavonéides totais presentes nas
formulagbes mostrou pelas constantes de velocidade de decaimento, a
influéncia da concentrag&o inicial de principios ativos e temperatura. A partir
dos dados de variagdo de concentragdo de flavondides totais em fungdo do
tempo de exposicdo as diferentes temperaturas (Figuras 44 a 49), foram
construidas relagdes lineares logaritimicas que forneceram valores de
constantes de velocidade, conforme Tabelas 23 e 24 para emulsdes e géis

respectivamente, valores representados graficamente nas Figuras 50 e 51.

Nas emulsbes sdo observados dois comportamentos distintos. Quando
expostas a temperatura de 4°C houve pequena variagdo nos valores de
constante de velocidade da reagdo. Nas temperaturas maiores (22, 35, 45°C)
observa-se muita semelhanga entre os valores destas constantes (variando

entre 6 e 7 x 10 ™), podendo-se identificar valor médio representativo.

No gel, a 35°C e 45°C a velocidade de degradac¢do (K) mostrou-se
altamente influenciada pela concentragdo inicial do extrato de propolis, ou seja,
quanto maior a quantidade de extrato maior a velocidade de degradac¢do, o que
fica bastante evidente pela construgdo da reta que relaciona In(k) (45°C) com a
concentragdo de extrato, a qual obedece a relagdo linear y = 0,1386x +2,2152
(R?= 0,998) e a 35°C a relagdo linear y = 0,1099x + 1,1081 (R?= 0,98),
considerando-se “y"a concentragdo remanescente de flavondides totais e k a

constante de velocidade de decaimento.

A analise de variancia dos dados nos mostra que os fatores
concentragdo, tempo de exposicdo e temperatura influenciam a estabilidade

quimica. Nas emuisées se mostraram significativas as interagbes entre tipo de
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formulagio e temperatura (com a=0,0006) e formulagéo e tempo de exposi¢do &
temperatura (com a=0,0000). Nos géis este perfil se repete com nivel de
signicancia de o=0,0002 para a interagéo tipo de formula¢do e temperatura e de
0,003 para interagao formulagédo e tempo de exposicéo.

As emuisdes se mostraram mais estaveis quimicamente que os géis;
mesmo em temperaturas mais elevadas o indice de decaimento maximo foi de
7,1% do teor inicial de principios ativos. Pode se relacionar aqui a influéncia da
maior estabilidade fisica destas formulagdes.

Os estudos de liberagao dos flavonoides presentes na emuisao e no gel
contendo 10% de extrato glicdlico de propolis mostraram maior liberagdo por
unidade de area a partir da emulsdo do que do gel. Procurou-se relacionar a
concentragdo da solugdo receptora em fungdo do tempo e obteve-se uma
relagdo linear a partir da qual pode-se calcular a velocidade de liberagdo. Nas
emulsdes a equacdo que descreve a liberagdo é y = 0,0224x — 0,0035 (R*=
0,9901). Nos geéis é y = 0,0088x — 0,0289 (R*= 0,864), nas quais y representa a
concentracdo na solucldo receptora € 0 x 0 tempo de tomada de amostra da

dissolugéo.

A quantificagio dos flavondides liberados a partir das emulsdes e géis
nos indica a necessidade de otimizagdo das formulagdes, pela incluséo, por
exemplo de promotores de liberagdo, para que, além da manutencio da
estabilidade fisica e quimica os sistemas possam liberar os principios ativos

tornando-os biodisponiveis.















9. SUMMARY
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