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RESUMO

A propolis é um produto natural derivado das abelhas e da vegetacéo local
gue desde antiguidade vem sendo explorada seu potencial terapéutico
analgésico, cicatrizante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antifingica, antiviral.
Eventualmente o corpo humano ao sofrer uma leséo do tipo ferida fica exposto
a patdgenos onde h& o risco de ser contaminado, e 0 organismo procura
métodos para reestabelecer a integridade e a homeostase por meio do processo
de cicatrizacao tecidual. Este estudo teve por objetivo obter e caracterizar um
gel de Carbopol® 940 contendo o extrato de prépolis da espécie Apis melifera L
para terapia de feridas topicas. Os géis obtidos foram avaliados quanto ao pH,
densidade aparente, espectroscopia na regidao do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), comportamento térmico por termogravimetria
(TG/DTG), calorimetria exploratoria diferencial (DSC), propriedades reologicas,
determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides. A atividade antioxidante foi
avaliada pelos ensaios do FRAP, ABTS, DPPH, a atividade antibacteriana por
microdiluicdo e viabilidade celular pela técnica do MTT. Além do estudo de
estabilidade preliminar e acelerada e ciclo gela-degela. Os ensaios realizados
demonstraram resultados promissores, como boa estabilidade apos 90 dias em
observacéo, onde o gel demonstrou capacidade de manter suas propriedades
como aspectos macroscopicos, pH 7, boa atividade antioxidante, porcentagem
de flavonoides (0,25%) e compostos fendlicos (0,5%), auséncia de indicios de
citotoxicidade além de valores de porcentagem de inibicdo bacteriana acima de
80%, assim indicando a viabilidade de realizar novos testes que agreguem ao

trabalho, como de atividade anti-inflamatéria entre outros.
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1. INTRODUCAO

A propolis é um produto natural derivado das abelhas e da vegetagéo local que
desde antiguidade vem sendo explorada seu potencial terapéutico, como encontrado
no Papiro de Ebers, 2900 a.C; documento com mais de 700 opc¢les terapéuticas
principalmente remédios de origens naturais, e que possui atividades biologicas
anestésica, analgésica, cicatrizante, anti-inflamatéria, antibacteriana, antifiingica,
antiviral, dentre outras (CRUZ et al. 2021; MOHAMED et al. 2024; GEMER et al. 2023).

O corpo humano eventualmente ao sofrer uma lesao do tipo ferida fica exposto
a patdgenos onde ha o risco de ser contaminado, € 0 organismo procura métodos
para reestabelecer a integridade e a homeostase por meio do processo de
cicatrizagao tecidual (OLIVEIRA & VIANA, 2021). Uma das formas empiricas de
tratamento para cicatrizacdo de feridas é a utlizacdo de produtos naturais e
acessiveis, como a propolis, com objetivo de evitar a sua contaminacédo (RAHAL et al.
2003; FARIA et al. 2023).

Existem diversos produtos a base de propolis encontrados no mercado com
variadas apresentacbes e com diversas finalidades, como auxilio da cicatrizacao
tecidual, prevencdo de dermatite atopica, sarna, dermatofitose, dermatite alérgica,
micose, além de geéis dentais para controle de micro-organismos, incluindo os
causadores de caries (PEREIRA et al. 2022).

As formulac@es farmacéuticas tipo géis possuem vantagem de aplicacéo direta
na area afetada e com rapida absorcio (CORREA et al. 2005). Essa forma
farmacéutica possui potencial para ser utilizada na terapia de feridas, pois mantém o
leito da ferida umido, facilitando as enzimas intrinsecas do corpo como proteases,
elastases, colagenases, metaloproteinases, entre outras, a quebrar o tecido
necrosado induzindo a regeneracdo celular e cicatrizacdo, além de oferecer boa
biodisponibilidade para medicamentos que precisam de acdo localizada rapida
(OLIVEIRA et al. 2024).

Entre os agentes gelificantes para obtencdo desse tipo de forma farmacéutica,
tem-se o Carbopol® 940 que é polimero de origem sintética e comumente empregado
no mercado e para fins académicos em forma de gel tépico, capilar, dental e para
estudos de elaboracgéo de formulagbes como hidrogéis (MELO et al. 2018; JAIN et al.
2019).
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Diante do exposto, este estudo objetivou-se obter e caracterizar um gel de
Carbopol® 940 contendo o extrato de prépolis da espécie Apis melifera L para terapia

de feridas topicas.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE

A pele é o maior 6rgéo do corpo humano, ela cumpre fun¢des como a protecao,
excrecao, termorregulacio e percepcbes sensoriais. E composta por trés camadas
distintas: a derme, epiderme e hipoderme. A epiderme é constituida por um epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado, a derme, constituida por diversos tipos
celulares (fibras colagenas e elasticas mergulhadas em uma matriz extracelular onde
também se situam 0s vasos e nervos), por ultimo encontra-se a hipoderme, onde
predomina o tecido adiposo, que une o0s oOrgdos subjacentes (WAKITA &
HERNANDES, 2019).

N

Figura 1: Van de Graaff, Livro anatomia humana (2003)

A epiderme é a camada mais superficial, um epitélio de revestimento que esta
moldada ao tecido conjuntivo que localizado ao lado da derme. Ela divide-se em varias
camadas, como estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso, e o0 estrato
cérneo, esse Ultimo constitui a principal barreira a microrganismos e agentes quimicos
(PINTO et al.2020). Essa camada ndo possui vascularizacdo e é constituida por:
epitélio estratificado pavimentoso, onde sdo encontrados queratindcitos responsaveis
por produzir a queratina, melandcitos distribui a melanina ao redor dos queratindcitos,

células de Langerhans tem funcdo de apresentacdo de antigeno ao linfécito T, e
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células de Merkel que estdo presentes na sintese de catecolaminas, e mediadoras,
na sensacgao do tato (MELONI et al. 2021).

A derme é constituida por tecido conjuntivo, apresenta células residentes
(macrofagos, fibroblastos, mastdcitos, plasmécitos e células adiposas), migratérias
(leucdcitos), matriz extracelular (composta por liquido tecidual, glicosaminoglicanas,
proteoglicanas, glicoproteinas multiadesivas e fibras. Além de possuirem duas
camadas, papilar sendo mais superficial, e reticular, mais profunda. As fibras de
colageno a maior parte dessa camada, cerca de 70%, e sua funcdo é garantir forca e
rigidez a derme, ja as fibras elasticas que sdo em menor quantidade sao responsaveis
pela elasticidade do tecido (ISAAC et al. 2019; PINTO, 2020).

Composta por tecido conjuntivo frouxo, a hipoderme, apresenta principalmente
células adiposas, essa camada faz a unido da derme com demais tecidos e 6rgaos,
tem funcdo de reserva energética, isolante térmico, além de proteger contra danos
fisicos (MELONI et al. 2021).

2.2 FERIDAS

Feridas ocorrem quando ha a ruptura da integridade de um tecido do corpo,
gue podem ser de causas variadas, abranger desde a camada externa até camadas
mais profundas, e chegar até os ossos. Em ambiente hospitalar é possivel o
surgimento delas em decorréncia de danos na pele e/ou tecidos moles, em virtude de
pressao intensa e/ou prolongada entre as proeminéncias 0sseas e superficies duras
externas, ocasionados por dispositivo médico ou imobilizacdo prolongada
(VASCONCELOS & CALIRI, 2017).

Em reposta a esse tipo de dano, o corpo reage com o0 processo de cicatrizacao,
gue ocorre por etapas sao elas: hemostasia, inflamacéao, proliferacdo, maturacéo e
remodelacdo (ISAAC et al. 2010). A hemostasia é definida por vasoconstricdo e
agregacao plaquetaria, que origina a coagulacdo sanguinea, o que evita a perda de
sangue e fornece a base temporéaria para transferéncia celular (SOUZA; KLAMT,;
GARCIA, 2010).

Na fase inflamatoria ocorre a dilatacdo dos vasos sanguineos para que ocorra

a circulagdo de leucécitos na regido que ocorreu a lesdo, em seguida, os macréfagos
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fagocitando bactérias, promovendo um ambiente limpo, e coordenando para secrecao
citocinas, que estimulam os fibroblastos e queratindcitos a progredir para a préxima
fase, proliferagéo (WAKITA, 2019).

A fase proliferativa acontece em trés subfases a angiogénese, que € a
formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos existentes; a reepitelizacédo, e da
granulacédo do tecido, a Ultima fase corresponde a remodelacéo, a qual pode durar até
anos, nessa fase tem a reformulagéo do colageno, do colageno Il (imaturo), para o |
(maduro), mais forte, assim tem a reorganizacao de 23 dessas fibras, e a apoptose de
células que foram utilizadas nas fases anteriores (COLARES et al. 2019).

2.3 PROPOLIS

Prépolis € um termo derivado do grego “pro” (em defesa) e “polis” (cidade), o
gue quer dizer em defesa da cidade ou da colmeia e tem relacdo com sua funcéo de
impedir a entrada de agua e proliferacdo de microrganismos na colmeia, o que inclui
fungos e bactérias. Sua composicdo € basicamente derivada de substancias
resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e
exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, como
a enzima [B-glicosidase, cera e polen para elaboracao final do produto.

Existem diversos tipos de propolis, dentre eles: amarelada, parda, vermelho-
escura, verde-limao, cinza esverdeada e marrom, conforme sua origem e tempo apos
a colheita do produto (FARIA et al. 2020). No cenario brasileiro existem mais de doze
tipo de propolis, entre eles: propolis verde, prépolis vermelha, prépolis marrom,
prépolis preta e propolis amarela, as quais séo diferenciadas pela cor, pelo odor,
consisténcia, e composicdo quimica (BARRETO et al. 2020).

Com base nisso é possivel identificar substancias similares de plantas nativas
da regido. Como por exemplo, a composi¢cao quimica da propolis verde comparada
com a composicdo da resina da planta Baccharis dracunculifoli (SALATINO et al.
2005; FISCHER et al. 2008).

Além disso, apresentam aspecto duro e quebradico em temperaturas mais

baixas (15°C). Porém, em temperaturas mais altas (30°C) formato macio e maleavel.
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Em temperaturas superiores, acima de 35°C, torna-se uma substancia viscosa. Além
de ser um material lipofilico (PEREIRA et al. 2016).

A importancia da prépolis para as abelhas ocorre a medida em que ajuda a
desempenhar fungcdes como: selar furos em suas colmeias, alisar as paredes internas
e para cobrir as carcacas de pequenos invasores ou abelhas, que morreram dentro
da colmeia a fim de evitar sua decomposicao, além de proteger a colénia de doencas
devido a sua eficacia antisséptica e propriedades antimicrobianas (PEREIRA et al.
2015).

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de propolis, o que implica dizer que
sua alta producao contribui na renda de varias familias (FERREIRA & NEGRI et al.
2020). Estima-se que passe por esse mercado 799 milhdes de dolares até 2028. A
prépolis possui o status GRAS (Generally Recognized as Safe), o que significa dizer
gue ela é segura quanto a sua utilizacdo, além de suas propriedades farmacolégicas
(CRUZ et al. 2022).

2.3.1 COMPOSICAO QUIMICA

A sazonalidade define as diferencas de composicdo de um produto na medida
em que varia a estacdo do ano no qual é coletado e analisado, relacionando
diretamente com as condi¢cdes climaticas do local, como: indice pluviométrico,
umidade relativa, velocidade dos ventos, luminosidade, ritmo circadiano, pressao
atmosférica, temperatura, altitude, idade e estresse da planta (herbivoria, ataque de
patégenos), entre outros fatores (SOUZA et al. 2010).

Sua composicao geralmente € de 50% de resina de plantas e balsamos, 30%
de ceras, 10% de 0leos essenciais, 5% de pdélen, 5% de outras matérias organicas e
substancias coletadas (BARRETO et al. 2020). Para estabelecer parametros para
realizacdo do controle de qualidade da propolis utiliza-se substancias constituintes
dela onde ha a possibilidade de mensurar seus teores, nos quais destacam-se: fendis,
flavonoides, terpendides, acidos aromaticos, acidos graxos (Figura 2), aminoacidos,
vitaminas A, B1, B2, B6, C e E, bem como 0s minerais Mn, Cu, Ca, Al, V, Ni, Zn e Cr
(MENEZES 2005; LUTOSA et al. 2008; PEREIRA et al. 2015).
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Figura 2: Principais classes quimicas encontradas em prépolis. Fonte: MENEZES (2005);

LUTOSA et al. (2008): PINTO et al. (2011).

Segundo FERREIRA & NEGRI (2018), o acido cafeoilquinico (Figura 3)

presente na propolis verde possui atividade antiviral contra H1N1 virus influenza,

atribuida a sua estrutura quimica.

a-Amirinas Acetato de baurenila
HO O HO 5
¢ | . HO e . "OH
\“x"‘ufﬁ\‘v"ﬂ‘-«l"h%\ HO 0. 1 OH
© A& HO™ S
L&)
Artepilina C 3,5-di-O-cafeoilquinico

Figura 3: Principais substancias quimicas encontradas em prépolis verde brasileira. Fonte:

FERREIRA & NEGRI (2018).
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A propolis vermelha também possui estruturas quimicas ligadas a atividades
biolégicas, por exemplo a formononetina (Figura 4), um dos principais marcadores
desse tipo de propolis vermelha, apresentou atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva em camundongos, apdés administracdo oral, e os isoflavonoides
neovestitol e vestitol, (Figura 4) exibiram atividade bacteriana em baixas
concentragbes contra bactérias Streptococcus spp., Staphylococcus aureus e
Actinomyces naeslundii, ,além de apresentar atividade anti-inflamatéria. Sendo assim
estas estruturas sendo um bom parametro para comparagcédo com os resultados deste
estudo (FERREIRA & NEGRI 2018).

HO. 0.
Y
- : f e
|
OH 0 = OCH,
Formononetina Biochanina
HO. | .‘& 0\]
= B
|
HO” N N7
Vestitol Neovestitol

Figura 4: Principais classes quimicas encontradas em prépolis vermelha brasileira. Fonte:
FERREIRA & NEGRI (2018).

2.3.2 ATIVIDADES FARMACOLOGICAS

Proveniente de arvores e plantas, coletadas e selecionadas por abelhas, a
prépolis € uma resina natural de grande potencial terapéutico que sao utilizadas ao
longo da histéria humana, cujo seu emprego ja havia sido descrito pelos, gregos,
romanos e egipcios. Os primeiros registros da utilizacdo da prépolis pelo homem
remontam ao Egito antigo 1700 A.C., na qual ficou conhecida como “cera negra” e
utilizada para fins funebres. Os gregos, entre eles Hipdcrates, utilizavam como
cicatrizante interno e externo. Plinio, na Roma antiga, refere-se a propolis como
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medicamento capaz de reduzir inchagos e aliviar dores (PEREIRA et al. 2015;
HOFFMANN& PAIVA 2021).

A propolis é utilizada de diversas terapias, como: infeccbes do aparelho
respiratério e do trato digestivo; atendimento dermatoldgico (regeneracéo de tecidos,
eczema, cicatrizacdo de feridas, principalmente causadas por queimaduras, micose,
infec¢cdes da mucosa e lesdes); melhora do sistema imunolégico (VIDAL, 2021). Bem
como, por possuir mais de 300 componentes diferentes ja identificados e propriedades
farmacolégicas, como atividade anti-inflamatéria, antioxidante, bactericida, entre
outras (PEREIRA et al. 2015).

Os flavonoides presentes no propolis merecem destaque, pois sao atribuidas a
eles importantes atividades farmacolégicas como: imuno modulacdo, induz a
producédo da proteina Clq pelos macréfagos, um componente essencial para a
ativacdo da via classica do sistema complemento; Auxiliam na imunossupressao,
onde podem ser utilizadas como drogas imunossupressoras em associacao de outros
imunossupressores, como 0s corticosteroides, na medida em que inibem a enzima
NFkB, estimulam a producao de oxido nitrico (NO) ou alteram a expressao de genes
de citocinas; atividade antioxidante, na medida em que remove os radicais livres
auxilia na cicatrizacdo de feridas; além da acdo bactericida e anti-inflamatoria
(SALATINO et al. 2005; MENEZES, 2005; LUSTOSA et al. 2008; VIDAL, 2021).

2.3.3 TRATAMENTO DE FERIDAS COM PROPOLIS

O tratamento ideal de feridas segundo o manual de padronizacdo de curativos
da Secretaria Municipal da Saude de SP consiste em: cicatrizacdo da mesma no
menor tempo possivel, controle do conteddo de micro-organismos, manter o leito da
ferida limpo, eliminacdo do exsudato visando a possibilidade de trocas gasosas,
reducédo da dor e odor (BRASIL, 2021).

Existem alguns produtos a base de extrato de prépolis no mercado que podem
ser utilizados para tratamento de feridas em diferentes formas farmacéuticas, por
exemplo: extrato de propolis spray aquoso Napillus utilizado tanto para ingestao oral,
guanto para aplicacdo topica (NAPILLUS, 2024), também € possivel observar o gel

prépolis Pharma Nectar de uso tépico indicado para feridas, machucados e
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escoriagfes (PHARMANECTAR, 2024), e o gel dental Dental Propdlis no qual auxilia
no combate as feridas bucais caries, aftas, gengivite, sensibilidade dos dentes
(APISBRASIL, 2024).

Os avancos tecnologicos voltados para o desenvolvimento de novos
medicamentos permitem uma melhor tomada de deciséo clinica para os profissionais
da saude. O tratamento para feridas consiste em produtos voltados para reparacdo
tecidual e prevencdo de complicacdes, que promovem protecao da pele, controlam o
exsudato, reduzem a carga microbiana, promovem o desbridamento de tecidos
desvitalizados e apresente bom custo-beneficio (SILVA et al. 2017; FARIA, 2022).

Nesse sentido, existem estudos com foco em inovagOes farmacéuticas que
utilizam a propolis como agente biologicamente ativo incorporado em diversas
formulacdes para tratamento de feridas, por exemplo, Kandaswamy et al. (2010)
incorporaram propolis em formulagcdes como o gel de clorexidina 2% para desinfec¢cao
de tubulos dentarios e Zayed et al. (2024) prepararam um gel curativo de colageno e
guitosana para cicatrizacao de feridas, respectivamente. Além de Ferreira et al (2024)
gue formularam um hidrogel de poliacrilamida e metilcelulose contendo propolis

também para auxilio no tratamento de feridas.

2.4 FORMULACOES SEMI-SOLIDAS

As formas farmacéuticas semissolidas sdo categorizadas como excipientes ou
veiculos, no sentido de facilitar o transporte do principio ativo até o local desejado,
seu uso é destinado ao externo, sobre a pele ou mucosas, e séo classificados em
pomadas, cremes, géis e pastas (MAZZARINO & KNORST, 2007; BRASIL, 2012). A
formulacao farmacéutica tipo gel pode suprir as demandas do tratamento, na medida
em que suas caracteristicas fisicas em combinacdo com adjuvantes adequados e
prépolis promoveriam, em tese, a cascata da cicatrizacao (FARIA, 2022).

Formulacdes tépicas apresentam prés e contras em sua utilizacdo, entre as
vantagens podemos observar: o efeito de primeira passagem no figado é evitado;
facilidade para aplicacdo; obtencdo de efichcia com menores doses diarias;
especificidade para aplicagédo (ser aplicado apenas onde for necessario); melhora

para adesdo terapéutica; e evita riscos significativos associados a interagdes

20



medicamentosas ou efeitos secundarios (em comparagdo com a administracdo oral e
intravenosa). Como desvantagens, pode ocorrer a possibilidade de irritacées e
reacdes alérgicas na pele, baixa permeabilidade através da pele para alguns
medicamentos, bem como, dependendo da integridade da pele e da concentracéo do
farmaco, pode haver efeitos secundérios a nivel sistémico (REBELO, 2021).

Géis sdo constituidos por dispersdo de particulas coloidais, existem diversos
polimeros utilizados na obtencéo de géis naturais e sintéticos e semissintéticos, como
o alginato de sddio, os derivados da celulose (metilcelulose, carboximetilcelulose,
hidroxipropilcelulose, hidroximetilcelulose, e os carbémeros), sua escolha depende do
tipo de aplicacéo (tépica, oral, oftalmica, etc.) e das caracteristicas desejadas no gel
(como transparéncia, viscosidade e pH) (BRITO et al. 2020). Por exemplo, para géis
topicos pode-se utilizar carbdmeros pois, oferecem alta clareza, controle de
viscosidade e boa estabilidade em uma ampla faixa de pH ou gomas naturais, como
xantana, por conta da sua alta viscosidade e biocompatibilidade. Ao passo que para
géis oftalmicos é indicado utilizar derivados de celulose ou acido hialurénico, devido a
biocompatibilidade (MELO et al. 2018).

Na plataforma de desenvolvimento o medicamento passa pelo processo da
garantia da qualidade, ou seja, sdo necessarios estudos investigativos para certificar-
se que eles apresentem seguranca e eficacia (GUIZZO et al. 2015; ACIOLE, 2019;
BARRETO, 2020). Nesse sentido, no arcabouc¢o de desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas, faz-se necessario seguir as exigéncias da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgao regulatério, que estabelece as diretrizes para
garantir que os produtos farmacéuticos, incluindo formulacdes semissélidas, atendam
aos padrdes de qualidade, seguranca e eficacia para proteger a saude publica, como
identificacdo e pureza dos ingredientes ativos, testes fisico-quimicos, estabilidade,

controle microbiolégico, rotulagem e embalagem (BRASIL, 2008).

2.5 CARBOPOL® 940

O carbdmero sintético Carbopol® 940 é composto por polimeros de alto peso
molecular, em média 500.000 a 4.000.000 g/mol, e apresenta alta capacidade em

absorver agua, seja higroscopico (CORREA et al. 2005). O Carbopol® 940 é um
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polimero reticulado derivado do acido acrilico, ele é obtido por polimerizacdo e
reticulacéo do &cido acrilico, formando um polimero tridimensional. Enquanto o acido
acrilico € reativo e acido, o carbdmero € um pé estavel que quando hidratado e
neutralizado, forma géis viscosos e amplamente usados na industria farmacéutica e
cosmética (KUMARI et al. 2020). Atua como agente emulsionante, espessante,
estabilizante, suspensor e gelificante, em féormulas como solugbes, suspensodes,
cremes, géis, pomadas e sistemas de liberacdo controlada, que se pode administrar
por via oftalmica, retal e tdépica. Todas essas formulacdes para o desenvolvimento de
produto seguro devem passar por um controle de qualidade (ZHENG et al. 2016).

Para formacdo do gel é necessario o tempo suficiente (24 h) da etapa de
hidratacdo do carbomero. Pois, possuem moléculas acidas fortemente enroladas e
uma vez dispersas em agua, se hidratam e comecam o processo de desenovelar. E
posteriormente, deve-se neutraliza-lo com uma base, como trietanolamina (SANTOS
et al. 2021).

Conforme contexto apresentado, este trabalho seguiu na execucdo de obter
uma forma farmacéutica semi-sélida, gel a base de Carbopol® 940, contendo prépolis
da espécie Apis Mellifera L, a qual foi realizada o controle de qualidade a fim de

apresentar um produto obtido com seguranca e eficacia.

3. OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar gel a base de Carbopol® 940 contendo prépolis para

tratamento de feridas topicas.

3.1. OBJETIVO ESPECIFICO

o Obter a formulacédo gel contendo prépolis;

o Caracterizar as propriedades organolépticas do gel de prépolis;
o Analisar os parametros fisicos e quimicos da formulacao;

o Realizar o estudo de estabilidade da formulacao;

o Avaliar as propriedades reolédgicas da formulagéo;
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o Determinar o teor de polifendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante da formulacao;
o Avaliar a viabilidade celular in vitro;

o Avaliar atividade antibacteriana da formulacgao.
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4 MATERIAIS
41 PRODUTO NATURAL

As amostras de propolis foram fornecidas pela Embrapa Amazénia Oriental
(Belém, Brasil). A propolis marrom de Apis melifera L. foi coletada no sitio Melmel,
localizado em Capitdo Poco - PA, latitude de 43°40'0" e longitude de 47°40'1" em 20
de janeiro de 2022, em dois tipos diferentes de colmeias do mesmo produto, em
vegetacdo com diferentes espécies vegetais. No momento da coleta, o dia estava
nublado e Umido, e durou um periodo de 12 horas. As amostras foram divididas em
pequenas porcdes, acondicionadas em sacos plasticos e mantidas sob refrigeracao.
A propolis grossa foi triturada em um britador (Scientific equipment S.A., S&o Paulo,

Brasil) para reduzir o tamanho das particulas.

4.2 REAGENTES

Carbopol® 940; Propilenoglicol (3%); Metilparabeno (0,1%); Propilparabeno;
EDTA; Trietanolamina. Cloreto de aluminio; acetato de sodio e cloreto férrico,
adquiridos na Synth (Sdo Paulo, Brasil). Folin-Ciocalteu, acido galico, quercetina,
persulfato de potassio, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2-azino bis (3-
etilbenzotiazolina-6) acido sulfénico (ABTS), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromon-
2-carboxilico (Trolox), brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA).

4.3 METODOS
4.3.1 OBTENCAO DO EXTRATO CONCENTRADO DE PROPOLIS

Na obtencéo do extrato concentrado, utilizou-se 100 g de prépolis pulverizada,
submetida ao processo de maceracao em solucdo de alcool etilico: droga/solvente
(1:10, m/v) em frasco ambar, fechado ao abrigo da luz a temperatura ambiente (25
°C) por 7 dias. Ao término do processo, a tintura obtida foi submetida a filtracdo a
vacuo. Em seguida, transferida para um evaporador rotativo a temperatura de 40 °C,

para evaporacdo completa do etanol. O extrato concentrado de propolis obtido foi
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acondicionado em frasco ambar (Figura 5) e mantido sob refrigeracdo (BRASIL,
2001).

PULVERIZAGAO DA PROPLIS
1006

s o
- 7=

PROCESSO DE EVAPORAGAD OBTENGAO DO EXTRATO

ROTATIVA CONCENTRADO

Figura 5: Obtenc¢é&o do extrato concentrado.

b

" PROCESSO DE FITRACAD
4.3.2 OBTENGCAO DA FORMULAGCAO GEL CONTENDO PROPOLIS
A formulacéo foi obtida utilizando carbopol 940 (1%); extrato de propolis (10%);

propilenoglicol (3%); EDTA (0,1%), propilparabeno (0,1%), Metilparabeno (0,1%) e
trietanolamina, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Composicao gel contendo propolis.

COMPONENTES QUANTIDADES
Carbopol® 940 (1%) 29
Propilenoglicol (3%) 69
Metilparabeno (0,1%) 0,29
Propilparabeno (0,05%) 0,19
EDTA (0,1%) 0,29
Trietanolamina 5mL
Extrato de propolis 20 mL
Agua g.s.p 200 g
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O gel foi preparado por dispersdo dos constituintes em agua destilada e
permaneceu em repouso por 24 horas, para hidratagdo do carbémero. Apos esse
periodo, adicionou-se a trietanolamina em quantidade suficiente para atingir pH 7,0,
para fins de neutralizar o pH acido do sistema, e por ultimo foi adicionado o extrato de

propolis (Figura 6).

FASE 1 FASE 2
DISSOLVER NIPAGIM/NIPAZOL DISSOLVER EDTA EM AGUA
EN PROPILENO GLICOL

“ INCORPORAR FASE 1NA2 H

+

DISPENSAR CARBOPOL
NA FORMULACAO RESULTANTE

i

PERIODO DE HIDRATACAO
POR 24 HR CARBOPOL 940

3

ADICAD TRIETANOLAMINA ATE
ATINGIR PH7

i

INCORPORACAO EXTRATO
PROPOLIS

Figura 6: Fluxograma obtencéo gel contendo prépolis

4.3.3 CARACTERIZACAO DO GEL CONTENDO PROPOLIS
4.3.3.1 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

As caracteristicas organoléticas do gel obtido foram avaliadas visualmente,

guanto ao aspecto, cor e odor (BRASIL, 2004).

4.3.3.2 AVALIACAO DO pH

O pH foi verificado apdés o término do preparo da formulacdo do gel. A
determinacdo do pH foi realizada em potencidmetro (HANNA INSTRUMENTS, HI

9321) previamente calibrado com solugdes tampdo pH 4,0 e 7,0. O resultado
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corresponde & meédia de trés determinagcbes em contato direto com a amostra
(BRASIL, 2004; BRASIL, 2010).

4.3.3.3 DETERMINACAO DA DENSIDADE APARENTE

Na determinagcédo da densidade aparente, utilizou-se 10 g de gel em proveta,
pesadas cheias e vazias em balanca analitica e foi calculado a diferenca. A analise foi
realizada em triplicata. A densidade aparente foi calculada conforme (Equagéo 1)
(BRASIL, 2004):

(1)

D = Densidade aparente
m = Massa da amostra

v = Volume ocupado

4.3.3.4 ESTABILIDADE PRELIMINAR E ACELERADA

Os géis foram armazenados em condic¢des distintas de temperatura alternadas
em intervalos regulares de tempo. A periodicidade de avaliagdo das amostras variou
de 24 h horas a 90 dias. As condi¢cGes de armazenagem utilizadas foram: temperatura
ambiente (25 °C + 2 °C), estufa (40 °C + 2 °C) e geladeira (5 °C £ 2 °C), os quais foram

avaliadas as caracteristicas macroscopicas e o pH (ANVISA, 2004).

4.3.3.5 CICLO GELA-DEGELA

Os géis foram submetidos ao ciclo gela-degela por 12 dias seguidos,
alternadamente em 6 ciclos (geladeira e estufa). As temperaturas avaliadas foram
Geladeira: T=5 + 2 °C e estufa: T= 40 + 2 °C. No decorrer dos ciclos, os géis foram
analisados quanto as caracteristicas organolépticas e aos valores de pH (ANVISA,
2004).
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4.3.3.6 PERFIL ESPECTROSCOPICO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho dos géis foi realizada
em espectrometro na regido do infravermelho com transformador de Fourier
(Shimadzu® Kyoto, Japdo) com acessoério acoplado de Reflexdo Total Atenuada
(ATR). Os parametros foram: regido espectral de 4000 a 600 cm com resolugéo de
4 cm? e 32 scans. O programa Origin Pro v8.0 foi usado para tracar graficamente os
espectros extraidos (ALVEZ et al. 2011).

4.3.3.7 COMPORTAMENTO TERMICO POR TERMOGRAVIMETRIA (TG/DTG)

A curva TG/DTG dos géis foi obtida em analisador térmico TGA-50 (Shimadzu®,
Kioto, Japao) usando cadinho de aluminio com 4,925 mg do gel branco e 4,028 mg
do gel propolis, sob atmosfera de nitrogénio (N2) e fluxo de 50 mL/min. O experimento
foi conduzido na faixa e temperatura de 25 a 400 °C e razdo de aquecimento de 10
°C/min. Os dados obtidos foram analisados no software TA-50W (Shimadzu®) (ALVEZ
et al. 2011).

4.3.3.8 COMPORTAMENTO TERMICO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL
EXPLORATORIA (DSC)

A curva DSC dos geéis (branco e contendo o extrato) foi realizada em
equipamento DSC-60 plus (Shimadzu®, Kioto, Japdo). No ensaio 2,900 mg do gel
branco e 2,300 mg do gel propolis foram depositadas em um cadinho de aluminio. As
analises foram realizadas em atmosfera de nitrogénio (50 mL/ min) e razdo de
aquecimento de 10 °C / min e temperatura de 350 °C (ALVEZ et al. 2011).

4.3.3.9 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A determinacéo da espalhabilidade foi realizada conforme a técnica proposta
por Knorst (1991). A amostra (1 g, 3 g, 5 g) foi depositada no centro de uma placa de
Petri, ap6s isso uma placa de vidro de massa conhecida foi posicionada sobre a

amostra. Apés trés minutos, foi realizada a leitura dos didametros abrangidos pela
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amostra em posi¢ao horizontal, com auxilio do papel milimetrado. Este procedimento
foi repetido em intervalos de trés minutos, o procedimento foi realizado em triplicata.
A espalhabilidade das amostras foi determinada em fungdo do peso adicionado
(Equacéo 2).

Ei=d2. 11 /4
Onde:
Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso em milimetro quadrado
(mm2);

d: Didmetro médio em milimetro (mm)

4.3.3.10 PROPRIEDADES REOLOGICAS

A viscosidade dos géis (branco e contendo o extrato) foi determinada usando
redbmetro RST+RHEOMETER (Brookfield, MA, EUA), a 100 rpm a uma temperatura
fixa (36.17 °C), para um tempo de funcionamento igual a 120 s (QUSHAWY et al.,
2022).

4.3.3.11 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos foram extraidos do gel (100 mg) com adicdo de 2 mL
de uma solucdo de etanol/agua (50:50 v/v), em tubo de ensaio. A solucédo foi
homogeneizada em vortex por 1 min, colocada em banho de ultrassom (CD 4820,
Cleaner Kondentech, Sdo Paulo, Brasil) por 20 min e centrifugada (Eppendorf 5804
R, Hamburgo, Alemanha) por 15 min a 7500 rpm. O sobrenadante foi filtrado em
membranas com didmetro de poro de 0,45 um (Millipore, Bedford, MA, EUA)
(ROBERT et al. 2010)

4.3.3.11.1DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

A determinacao de polifendis totais foi realizada em espectrofotdmetro UV 1800
(Shimadzu®, Kioto, Jap&o) a um comprimento de onda de 760 nm. Foi construida uma
curva padrdo de acido galico nas concentracbes de 5 a 75 mg/mL. Em balédo

volumétrico de 10 mL, foram adicionadas as diferentes concentra¢des do padréo, 500
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WL do reagente de Folin-Ciocalteu, 6 mL de agua destilada, aguardou 1 minuto. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de solucéo de carbonato de sédio a 20 % (m/v), a solucéo
foi agitada por 30 segundos e completado o volume com &gua destilada. As solucdes
permanecerem em repouso por 2 horas e, em seguida, realizou-se as leituras a 760
nm. Para a determinacdo do teor fendis no gel de prépolis, 0 mesmo procedimento
acima foi repetido com acréscimo de 100 pL da amostra. Os resultados foram
expressos em miligrama de equivalentes de acido gélico por grama (mg Eq GAE/ g -
1) (FUNARI & FERRO, 2006).

4.3.3.11.2 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A determinagéo de flavonoides totais foi realizada em espectrofotdbmetro UV
1800 (Shimadzu®, Kioto, Jap&do) a um comprimento de onda de 425 nm. Foi construida
uma curva padrdo de quercetina nas concentracbes de 5 a 30 mg/mL. Em bal&o
volumétrico de 10 mL, adicionou-se as diferentes concentracbes do padrédo e
acrescentou-se 1 mL de solucéo de cloreto de aluminio a 2,5 % (m/V). As solucdes
permaneceram em repouso por 30 min, em seguida, realizou-se as leituras. A
determinacao do teor de flavonoides no gel de propolis foi feita adicionando 800 uL da
amostra em baldo volumétrico de 10 mL, seguido de 1 mL de solucéo de cloreto de
aluminio a 2,5 % (m/V) e completou-se volume com metanol. Os resultados foram
expressos em miligrama de quercetina por grama (mg Eq QUER. g ') (FUNARI &
FERRO, 2006).

4.3.3.12 AVALICAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.3.3.12.1 CAPTURA DO RADICAL ABTS

A atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTS foi realizada em
espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu®, Kioto, Jap&o) a um comprimento de onda de
734 nm. Preparou-se o radical ABTS a partir da reacéo de 5 mL da solugéo estoque
de ABTS (7 mM) com 88 uL da solucéo de persulfato de potassio (140 mM) e mantido
em temperatura ambiente no escuro por 16 horas. Apos o tempo necessario diluiu-se
1 mL da mistura em alcool etilico até obter a absorbancia no referido comprimento de

onda. Em ambiente protegido da luz, transferiu-se uma aliquota de 30 pL da diluicdo
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do gel para tubos de ensaio e misturou-se 3,0 mL da solucdo do radical ABTS. Em
seguida, homogeneizou-se em vOrtex e apds 6 min da mistura realizou-se as leituras
a 734 nm. Utilizou-se o &lcool etilico como branco para calibrar o espectrofotémetro.
A atividade antioxidante foi calculada baseando-se em uma curva padréo de trolox
(100 pM-2.000 pM). A concentragao final foi expressa em pM Trolox (TE)/g (RE et al.
1999).

4.3.3.12.2 CAPTURA DO RADICAL DPPH

A atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH foi realizada em
espectrofotdbmetro UV 1800 (Shimadzu®, Kioto, Jap&do) a um comprimento de onda de
515 nm. Em ambiente ausente de luz, foi transferida uma aliquota de 150 pL da
diluicdo do gel para tubos de ensaio e adicionados 5.850 pL do radical DPPH e
homogeneizou-se em vortex. Apos 30 min realizou-se a leitura em espectrofotdmetro.
A atividade antioxidante foi calculada baseando-se em uma curva padrdo de Trolox
(50uM-2000 uM). A concentracao final foi expressa em uM Trolox (TE)/g (MARCA et
al. 2018).

4.3.3.12.3 REDUCAO DO FERRO (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de reducéo do ferro (FRAP) foi realizada
espectrofotometro UV 1800 (Shimadzu®, Kioto, Jap&don) a um comprimento de onda
de 595 nm. O reagente FRAP foi obtido a partir da mistura de 100 mL de tampé&o
acetato 0,3 M; 10 mL de uma solucéo de TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM
e 10 mL de uma solucédo aquosa de cloreto férrico 20 mM, usado imediatamente apos
0 preparo. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 90 yL da solugéo de
liberacdo dos compostos fendlicos para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 uL do
gel diluido em agua destilada, 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizou-se em vortéx
e manteve-se em banho-maria a 37 °C por 30 min. Apds, as leituras foram realizadas,
a 595 nm. O reagente FRAP foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotdmetro. A atividade antioxidante foi calculada baseando-se em uma curva
padrao de Trolox (160 uM-1.600 uM). A concentracao final foi expressa em uM Trolox
(TE)/g (BENZIE & STRAIN, 1996; RUFINO et al. 2006).
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4.3.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE
4.3.4.1 CULTURA CELULAR

A linhagem de células Vero do fibroblasto do epitélio renal de macaco verde
africano foi obtida do Laboratdrio de Biologia Estrutural e parasitologia (UFPA). Elas
foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada com 5% de CO>. O meio de
cultura utilizado foi Eagle Modificado por Dulbeco (DMEM) e complementado com
10% de SBF (Soro bovino fetal). As culturas tiveram seus meios trocados até a
formacdo de uma monocamada de células. As células foram lavadas com tampé&o
fosfato-salino (PBS), tripsinizadas, centrifugadas por 10 min a 1,200 rpm, entdo
contadas na camara de Neubauer. As células na concentracdo de 1x10*cels/ ml de
DMEM por poco foram distribuidas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h a 37
°C em 5% de CO: e 95% de ar para estabilizacdo (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006).

4.3.4.2 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

O teste de viabilidade celular foi realizado pelo ensaio do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), onde 1x10* de células/mL Vero
foram cultivados em placas de 96 pocos e submetidos ao tratamento com géis (branco
e contendo o extrato) nas concentracdes de 2,5, 10, 20, 50,100, 250 e 500 pg/mL por
24 h em estufa a 37 °C contendo 5% de CO». ApOs esse periodo, foi retirado o
sobrenadante dos pocos e adicionado 0,5 mg/mL MTT diluido em tampéo fosfato
salino (PBS) em cada poco, para seguir o processo de incubacédo a 37°C em estufa
contendo 5% de CO: por 3 horas. Apoés incubagdo com MTT, o sobrenadante foi
retirado e adicionado 200 uL de dimetil sulfoxido (DMSO) em cada poco para
solubilizacdo dos cristais de formazan em incubacdo em placa agitadora por 10
minutos. Posteriormente, a solucéo final foi transferida para placas de 96 pocos e lida
em espectrofotdmetro (BIO-RAD Model 450 Microplate Reader) a um comprimento de
onda de 570 nm. Para controle da reacao, foi utilizado células mortas com solucao de
formol 15% (FOTAKIS & TIMBRELL, 2006).
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4.3.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana foi avaliada em cepas bacterianas de referéncia
ATCC (American Type Culture Collection): Staphylococcus aureus (S. aureus) (Gram-
positivo) ATCC 25923, Escherichia coli (E. coli) (Gram-negativo) ATCC 25922
e Pseudomonas aeroginosa (P. aeroginosa) (Gram-negativo) ATCC 27853. As cepas
de ATCC foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Dermato-Imunologia
(LDI/UFPA), onde foram mantidas em tubo inclinado com &gar nutriente em
temperatura ambiente até o momento dos experimentos.

Antes do ensaio antibacteriano, as cepas bacterianas foram semeadas em
placas de Petri contendo meio agar Mueller-Hinton. Eles foram entéo incubados a 37
°C (COz incubadora HF 212UV UltraSafe, Madri, Espanha) em estufa por 24 h para
crescimento e posterior preparacdo do indculo. O inéculo foi obtido de acordo com o
padrao M7-A9 vol. 32 no. 2 (CLSI, 2012). O in6culo foi preparado removendo-se de
trés a quatro col6nias da bactéria, que foram transferidas para um tubo contendo 5
mL de soro fisioldgico, e foram feitos ajustes para atingir a concentracdo desejada de
1 x 108 UFC-mL~" em um leitor de microplacas compativel com a escala de McFarland
de 0,5 apresentando uma densidade Optica entre 0,08 e 0,13 no comprimento de onda
de 625 nm. Em seguida, foi realizada uma diluicdo de 1:20 para obter a concentracao
final de in6culo de 1 x 108 UFC-mL~" em caldo Mueller-Hinton (MH). Os géis (branco
contendo o extrato) foram preparados sem adicdo dos componentes parabenos para
este teste pois 0s mesmos possuem efeitos antibacterianos, e foram avaliados nas
concentragfes entre 3,125 a 200 mg/mL. O farmaco antibacteriano usado como
padrao foi penicilina + estreptomicina (10.000 unidades/10 mg) nas concentracdes de
5 ug/mL a 0,078 pg/mL), o controle de crescimento consistiu em caldo Mueller-Hinton
+ as cepas bacterianas e o controle de esterilidade foi apenas caldo Mueller-Hinton.
Em uma placa de microdiluicdo de 96 pogos, foram adicionados 100 uL do inéculo +
100 uL de cada concentracdo dos géis. O controle de crescimento recebeu 100 uL de
indculo + 100 yL de caldo Mueller-Hinton, o controle de esterilidade recebeu 200 uL
de caldo Mueller-Hinton e o controle padrao recebeu 100 uL de in6culo + 100 uL de
penicilina + estreptomicina, obtendo um volume final de 200 uL em todos os pocos. A
placa foi incubada em estufa a 37 °C por 24 h (CO32, HF 212UV UltraSafe, Madri,

Espanha). Os experimentos foram realizados em triplicata. Apés 24 h, 20 yL de TCC
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a 0,5% foram adicionados a cada poco e as placas foram incubadas novamente por
mais 2 h (CLSI, M7-A9, 2012). Ap6s um periodo de 2 h, observou-se o aparecimento
de uma coloracgéo vermelha, indicando que ocorreu crescimento microbiano, enquanto
uma diminui¢éo na coloragdo vermelha ou sua auséncia indicou acao inibitoria contra
as cepas testadas (OLIVEIRA et al 2005). Em seguida, a densidade 6ptica foi lida em
um leitor de microplacas (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader, S&o Paulo, Brasil) a
625 nm. A viabilidade das cepas foi calculada a partir da porcentagem de inibicdo do
crescimento bacteriano em diferentes concentracdes do extrato e hidrogéis para cada
microrganismo de acordo com a Equacgao 3 (PIETRO et al 1999) com adaptacéo.

3)

D.O final — D. 0O inicial
D.occC

Inibi¢do do crescimento(%) = [1 — ( )]x 100

Onde:

o DO inicial: € a meédia das densidades Opticas obtidas em cada
concentracao + o indculo antes de 24 h;

o DO final: € a média das densidades Opticas obtidas em cada
concentracao + inéculo apoés 26 h;

o OD CC: é a média das densidades Opticas do controle positivo e

representa o parametro de crescimento 100 para cada isolado

4.3.6 ANALISES ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados e expressos em média + desvio padréo,
utilizando o Excel office 365. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os
dados obtidos na avaliacdo da citotoxicidade foram analisados utilizando o GraphPad
5.0. Foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, considerando

significantes resultados com p< 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de controle de qualidade do extrato de prépolis, que foi

incorporado na formulacdo semissolida obtida nesse estudo, foram realizados por
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Ferreira etal. (2024). No referido trabalho encontram-se o0s estudos de caracterizagao
como: Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); Cromatografia gasosa acoplada ao
espectrémetro de massas (GC-MS); perfil espectroscopico naregido do infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR); determinacdo dos teores de polifendis e
flavondides totais; comportamento térmico por termogravimetria (TG/DTG) e por
calorimetria  exploratoria  diferencial (DSC); determinagcdo da atividade
antioxidante (ABTS, DPPH, FRAP) além do estudo de citotoxicidade em linhagem de
células do fibroblasto e macrofago. A partir do controle de qualidade realizado no
extrato de propolis iniciou-se este estudo.

51 AVALIACAO DO pH

O potencial de hidrogeniénico € um parametro que esta relacionado com a
estabilidade de formulacdes fitoterapicas, cosmética e alimenticia (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 2019). Por ser uma formulacdo semissolida que apresenta em sua
composicdo um maior conteudo de agua, haja vista que ha possibilidade de
crescimento bacteriano, no qual variagdes no pH podem influenciar tanto no niamero
como na atividade enzimatica dos microrganismos (OLIVEIRA et al. 2010). O pH do
gel branco e gel propolis foram avaliados e os valores ndo apresentaram variacdes
(Tabela 2).

Tabela 2: pH do gel branco e gel contendo extrato de propolis

Amostra pH
Gel branco 7,0+£0,0
Gel prépolis 7,0x£0,0

O pH da pele humana varia em torno de 4,6 a 5,8, e possui funcdo de defesa
contra micro-organismos presentes na microbiota mais externa do corpo humano
(SANTOS et al. 2020). Ao sofrer lesao e atingir a microcirculacdo o pH da pele sofre
variacdo e torna-se proximo a um pH alcalino (7,0 a 9,0), o que esta associado a
proliferacdo de bactérias e dificuldade de cicatrizacdo. Conforme ocorre 0 processo
de cicatrizacao fisiologico o pH se restabelece para faixa acida (SERGIO, 2021). De
acordo com a Tabela 2, o pH das formulacdes se mantiveram neutros, este cenario
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indica que ha possibilidade de iniciar um tratamento de via topica em feridas que
apresentam pH alcalino até a restauracdo da pele para levemente &cido.

Kapare et al. (2023), ao desenvolverem um hidrogel base de PVA (alcool
polivinilico) contendo propolis indiana apresentou pH 5,4. No estudo in vivo, foi
induzido feridas em ratos machos Wistar em que se aplicou o hidrogel, os autores
observaram a manutencéo das propriedades cicatrizantes no leito da ferida. Outro
estudo semelhante realizado por Kim & Lee (2018), prepararam um hidrogel de
Carbopol® 934 contendo propolis com pH 7,0, os autores observaram ao aplicarem
em modelo de cicatrizacdo de feridas em ratos resultados positivos para formacao
avancada de tecido de granulacao e reepitelizacdo da ferida. Dessa forma, sugere-se
gue formulac¢des desenvolvidas dentro da faixa de pH 5,4 a 7,0 apresentam indicativo
terapéuticos para cicatrizacéo da ferida.

5.2 TESTE DE ESTABILIDADE POR CENTRIFUGACAO

Apoés o ensaio de centrifugacdo as amostras permaneceram estaveis e sem
gualquer tipo de alteracéo, ndo foram observadas, formacédo de bolhas de ar, cor ou

odor (Figura 7).

((TEPORTETTTT

1000 RPM 2500 RPM 3000 RPM

Figura 7: Teste de centrifugacdo nos géis em trés rotacdes diferentes.

Esse teste produz um estresse mecanico na amostra que simula o aumento da
forca gravitacional, antecipando possiveis fenémenos de instabilidade como
precipitacdo, separacdo de fases e formacdo de sedimento compacto (ANVISA,
2007). Ao realizar este ensaio, verifica-se uma boa estabilidade e a ndo necessidade
de alterar os componentes da formulacdo (ISAAC et al. 2008; ROSARIO et al. 2021).
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5.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR E ACELERADA

O pH e as caracteristicas organolépticas se mantiveram constantes durante o
periodo do estudo de estabilidade nos periodos 24h horas, 7, 15, 30, 60 e 90 dias,
sob as condi¢des de temperatura ambiente, geladeira e estufa. O pH manteve-se em
7,0. As formulacdes apresentaram-se de fase Unica, homogénea e firme; coloracao
ambar claro; sem odor) (Figura 8).

Figura 8: Aspectos macroscoépicos do gel branco gel prépolis apés 90 dias.

O teste de estabilidade preliminar faz-se necessario em fase inicial do
desenvolvimento de um produto, geralmente, possui periodo de 15 dias e tem o
objetivo de verificar se havera degradacéo das substancias presentes na formulacao.
Assim, averiguou-se que nas temperaturas controladas conforme feito o estudo, os
impactos deste estresse fisico ndo houve qualquer tipo alteracdo nas formulacdes. A

Tabela 3 mostra os valores do pH obtidos no inicio e no final do teste de estabilidade.

Tabela 3: Estudo de estabilidade pH do gel contendo propolis e gel branco

Amostra pH inicial pH final
Gel branco 7,0+0,0 7,0+0,0
Gel propolis 7,0+0,0 7,0+0,0
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Em sequéncia ao estudo de estabilidade preliminar, foi realizado nas mesmas
condicdes, o estudo de estabilidade acelerada, no periodo de 90 dias, prevendo a
possibilidade de as formulagbes apresentarem instabilidade, bem como prever a
compatibilidade com o seu material de acondicionamento no decorrer do periodo
avaliado (ANVISA 2004; SOUZA et al. 2017). Ainda assim, as formulacdes
investigadas tiveram sua estabilidade mantida além dos 15 dias. Observou-se que nas
formulagbes armazenadas em diferentes condigbes durante 90 dias ndo houve
alteracao do pH, auséncia de degradacao e de mudanca de fases, provavelmente em
decorréncia dos parabenos presentes na formulacdo. A boa estabilidade sugere
seguranca da formulacéo estudada com os valores de pH dentro da faixa compativel
para tratamento de feridas (SOUZA et al. 2016; KIM & LEE, 2018).

5.4 CICLO GELA-DEGELA

No ensaio de gela-degela dos géis branco e com o extrato de propolis avaliados
em 6 ciclos alternados, verificou-se que os parametros de pH e caracteristicas
organolépticas também se mantiveram constantes (pH 7,0 + 0,0), fase homogéneo e
firme, coloracdo ambar claro e transparente e sem odor.

O ciclo gelo-degelo € um procedimento utilizado para avaliar a estabilidade em
parametros como organolépticos, fisico-quimico e microbiolégicos, a fim de mimetizar
caracteristicas da zona climatica onde os produtos serdo produzidos e ou
comercializados, bem como as condi¢des de transporte as quais serdo submetidos de
forma antecipar processos de instabilidade, como o de separacéo de fases, alteracéao
de pH, problemas de suspensao (ANVISA, 2004; ISAAC et al. 2008; LIMA et al. 2017).

Embora o gel contendo prépolis apresentou-se estavel nesse teste em
caracteristicas organolépticas e pH, vale ressaltar que nem todos 0s géis a base de
Carbopol® 940 desenvolvidos a partir de estudos em laboratério contendo produtos
naturais possuem boa estabilidade. Souza et al. (2016) e Favero et al. (2020)
desenvolveram formulacfes a base de carbopol® 940 contendo extratos de Salvia
(Salvia officinalis) e Uvarana (Cordylinespectabilis) e analisaram durante o periodo de
12 a 15 dias respectivamente, onde foi observado mudanca de fase, pH e aparéncia

nas formulacgdes obtidas
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55 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros do FTIR obtidos do gel branco e gel contendo prépolis estédo
apresentados na Figura 9. O FTIR € uma técnica que auxilia na identificacdo de grupos
funcionais presentes nos compostos analisados (JADVNIA et al. 2013). Observa-se
assim, semelhanca entre os picos de ambas as formulagdes (Figura 9) em razao do
polimero utilizado, bem como a sobreposicdo do extrato. Ferreira et al. (2024) relatou
em seu trabalho que o FTIR do extrato de prépolis apresentou picos entre 688 cm™ e

3398 cm™' que néo é visivel nos FTIR dos géis.

Gel branco 120 4 Gel prépolis

Transmitancia %
Transmitancia %

Comprimento de onda (cm-') Comprimento de onda (cm-')

Figura 9: Espectro de FTIR dos géis (branco e contendo o extrato de propolis).

As bandas referentes aos estiramentos 3291 cm™ e 3322 cm™ sugerem a
presenca do grupo funcional C-H e OH, as bandas referentes aos picos 1647 cmte
1630 cm sugerem a presenca do estiramento C=C, e as bandas referente aos picos
669 cm?! e 676 cm?' a presenca do grupo funcional C-H decorrente de anéis
aromaticos relacionados a compostos fendlicos (Tabela 4) (SOUZA, 2007; SILVA,
2018; OLIVEIRA, 2022).

Tabela 4: Bandas de absor¢é@o na regido do infravermelho de ligagbes moleculares do gel
branco e gel contendo prépolis.

TIPO DE LIGACAO GEL BRANCO GEL PROPOLIS
C-He O-H 3322 3291
C=C 1629 1637
C-H 676 669
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Segundo Oliveira (2022), as bandas de prépolis sdo encontradas na faixa de
3000-2800, 2400-2300, 1800-1700, 1500-1400, 1200-1100 e 750-700 cm™', porém
ndo é tao evidente nos graficos em razdo da proporcdo dos excipientes para o gel
serem maior que a do extrato. Vale ressaltar que a propolis possui uma composicao
guimica complexa e seu conteudo varia de acordo com a regido e o clima de onde é
obtida. A composicao quimica da propolis € dividida em dois grupos: balsamo (40-
70%) e conteldo de ndo-balsamo (20-35%), que consiste em diversos compostos
fendlicos, o que pode variar a posicao dos picos encontrados de acordo com a regiéo.

Rouhani (2019) e Filho et al. (2021), ao analisarem formulagbes contendo
propolis, encontraram grupos funcionais C-H e O-H entre os picos 600 cm™ 800 cm-?,
estando dentro da faixa encontrada para o gel com prépolis e gel branco (669 cm™ e
676 cmt). A presenca desses grupos funcionais C-H e O-H também sugerem ser
decorrente de anéis aromaticos relacionados a compostos fendlicos do extrato de
propolis (SOUZA, 2007). Bem como, dos conservantes empregados, metilparabeno e
propilparabeno, que possuem fenol em sua composicéo (LOPES, 2004).

As bandas referentes aos estiramentos 3291 cm™ e 3322 cm™ sugerem a
presenca do grupo funcional também de C-H e OH, porém decorrente de alongamento
assimeétricos e simétricos de metil (CHs) e metileno (CH2) (SILVA, 2018), e para o gel
branco um indicativo da rede de componentes do carbono no carbopol® 940. No gel
contendo prépolis as bandas referentes aos picos 1637 cm™ e 1629 cmtindicam a
presenca do estiramento C=C, sugerindo a presenca terpenos e anéis aromaticos
(OLIVEIRA et al. 2016; SILVA, 2018), jA no gel branco o grupo funcional
correspondente a esta faixa € provavelmente estiramento assimétrico das ligacdes (C-
O) de grupos carboxilatos (COO~) derivados da neutralizacdo e ionizacdo de grupos
carboxilicos com a base (trietanolamina), durante o processo da formulacdo de
carbopol® 940 (KANIS et al 2000; SINGH et al 2017).

5.6 COMPORTAMENTO TERMICO POR TERMOGRAVIMETRIA (TG/DTG)

A curva termogravimétrica do gel branco e gel contendo propolis estdo na
Figura 10. Neste ensaio avaliou-se o comportamento da formulacdo frente a

condicdes pré-estabelecidas de atmosfera de nitrogénio na medida em que é
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analisado a massa sobre a temperatura (CHELU et al. 2023). O gel branco mostrou
dois eventos, o primeiro com perda de massa de 12,25% entre 150°C — 300°C e outro
evento com perda de massa de 54,15% no intervalo de 360,22°C — 413,88°C (Figura
8). O gel propolis elucidou mais dois eventos de perda de massa, primeiro ocorreu
entre 203,66°C — 246,24°C com perda de massa de 17,22%, o segundo evento de
aconteceu entre 325,00°C — 400°C com perda de massa 29,07% indicando
sensibilidade na mesma faixa de temperatura do gel branco, porém com menor

intensidade, o que indica uma boa incorporacao do extrato na formulagéao (Figura 8).

Gel branco =78 Gel propolis

Massa %
r
Massa %

ngsec

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Figura 10: Curva TG/DTG do gel branco e gel contendo extrato de prépolis.

A Tabela 5 descreve todos os resultados da termogravimetria (TG/DTG), assim,
verificou-se que o ambos o0s géis apresentaram um pico discreto de DTG proximo de
150°C podendo inferir que esta perda se refere a massa de compostos como alcool e
agua adsorvidos no gel (FERREIRA et al. 2024).

Tabela 5: Perdas de massa e faixas de temperatura relacionadas detectadas no gel branco e gel
prépolis por analise termogravimétrica.

Amostra Evento 1 Evento 2 Evento 3
Temperatura (°C) Perdade  Temperatura (°C) Perda de Temperatura (°C) Perda de
massa (%) massa (%) massa (%)
Gel branco 100°C - 150°C 12% 150°C - 300°C 12,25% 360,22°C - 54,15%
413,88°C
Gel 100°C - 150°C 10% 203,66°C- 17,22% 325,00°C - 400°C 29,07%
prépolis 246,24°C
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Ferreira et al (2024) obteve uma formulacdo de hidrogel de
poliacrilamida/metilcelulose contendo propolis e observou em seus resultados de
termogravimetria (TG/DTG), os valores para extrato de prépolis picos de DTG nas
faixas entre 124.57 °C -146.59 °C e 268.52°C — 341.47°C, os quais, em comparacao
ao presente estudo estdo dentro dos resultados obtidos do gel contendo propolis.
Assim, pode-se inferir que o primeiro evento 203,66°C - 246,24°C (17,22%) esta
relacionada a ruptura da cadeia principal do acido poliacrilico e a decomposicdo de
compostos fendlicos menos estaveis; o segundo evento de perda de massa aconteceu
entre 325°C — 400°C (29,07%) esta associado a degradacao de resinas e compostos
fendlicos mais estaveis (como flavonoides e acidos fendlicos) e a decomposicao dos
grupos funcionais carboxilicos (-COOH) derivados do carbopol® 940 (BARUD et al
2013).

Singh & Dhiman (2019) constataram picos semelhantes em seu trabalho sobre
curativos de hidrogel carregados com antibioticos para melhor tratamento de feridas,
ao analisar um gel branco a base de carbopol®940 pelo método de comportamento
térmico por termogravimetria (TG/DTG) relacionado o primeiro evento a ruptura da
cadeia principal do acido poliacrilico, e outro e 0 segundo a decomposicédo dos grupos

funcionais carboxilicos (-COOH) na formulacgéao.

57 COMPORTAMENTO TERMICO POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL
EXPLORATORIA (DSC)

A Figura 11 apresenta as curvas DSC do gel branco e gel propolis. A curva
DSC do gel branco evidencia dois eventos endotérmicos, o primeiro evento ocorrido
entre 28,10°C-110,08°C, com temperatura de pico em 86,61°C e AH= - 60,95 J/qg,
sugerindo perda de agua e alcool ndo ligados a cadeia carbénica. O segundo com
AH= -137,71 J/g, ocorreu entre 166,05 °C— 243,61°C e temperatura de pico em
215,12°C, que indica possivelmente alteracfes fisicas na estrutura polimérica da
formulacdo, como rompimento de interacdes intermoleculares fracas indicando
degradacéao do polimero (Figura 9) (SINGH & DHIMAN, 2016).

Na curva DSC do gel propolis tem-se dois eventos endotérmicos um evento
exotérmico. O primeiro evento endotérmico com AH= - 47,85 J/g ocorreu entre
30,34°C - 122,05°C com temperatura de pico em 30,30 °C, que indica perda de agua

e alcool ndo ligados a cadeia carbbnica, também uma possivel degradacdo de
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compostos fendlicos, terpenos por conta de sua volatilizacdo. O segundo evento
endotérmico ocorrido em 180,12 °C — 246,91°C, com AH=-52,72 J/g e temperatura de
pico em 216,03°C sugere alteragdes na estrutura fisica do Carbopol®940, como
degradacdao do polimero ou reorganizacdo de cadeias poliméricas (JANA et al. 2014).
No evento exotérmico a temperatura de pico foi em 163.59 °C, ocorrido entre 143.70
°C—-182.77 °C com AH=12.03 J/g (Figura 9), sugerindo a decomposi¢éo de compostos
organicos complexos, como flavonoides e resinas, além da degradacédo do polimero
de carbopol®940.

Gel branco prdl Gel propolis

Fluxo de calor/mW a.u
Fluxo de calor/fmW a.u

20 20 30 0 %

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 11: Curva DSC do gel branco e gel prépolis.

A diferenca de entalpia do gel branco para com o gel propolis indica que o gel
prépolis precisou de menos energia para chegar em picos semelhantes ao gel branco,
indicando que houve uma boa incorporacdo do extrato de propolis na formulacéo
(Tabela 6) (ALVEZ et al. 2018).

Tabela 6: Temperaturas de pico e variacdes de entalpia de eventos de troca de calor ocorridos no gel
branco e gel propolis

Amostra Evento 1 Evento 2 Evento 3 (Exotérmico)
Temperatura Temperatura de Temperatura
) AH (J/9) ] AH (J/9) ] AH (J/9)
de pico (°C) pico (°C) de pico (°C)
Gel 86,61°C - 60,95 215,12°C -137,71 - -
branco
Gel 30,30 °C - 47,85 216,03 °C -52,72 163.59 °C 12.03
prépolis

* AH = variac&o de entalpia
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5.8 DETERMINACAO DA ESPALHABILIDADE

A espalhabilidade € definida como a expansdo da area de uma formulacao
semi-soélida sobre uma superficie lisa, em funcdo de um certo tempo. Esse ensaio
permite avaliar modificacdes que podem ocorrer no desenvolvimento do produto,
estando sob efeito de forgas mecéanicas que podem agir sobre ele, o que implica dizer
gue este teste ira auxiliar na analise do comportamento do produto sobre a pele
(SOUZA et al., 2020). Os resultados obtidos no teste de espalhabilidade foram

expressos em mm? (Figura 12).

Gel propolis

vas 9 N 4

Figura 12: Espalhabilidade do gel branco e gel propolis

Realizou-se o ensaio de espalhabilidade no intuito de avaliar modificacdes na
formulacao semissolida desenvolvida sob efeitos de forcas mecanicas que podem agir
sobre ela (SOUZA et al. 2020), o que implica dizer que este teste ird auxiliar na analise
do comportamento do gel prépolis quando aplicado sobre a pele.

A representacgéao grafica da espalhabilidade do gel propolis em fungéo da massa

aplicada (Figura 13) revelou maior aumento de area da espalhabilidade: de 594,22

mm2+ 140,04 (1 g), 1164,15mm? + 120,07 (3 g), e 1520,53 mm?+ 109,41 (5 g). Para
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o gel branco os valores foram 552,03 mm?+ 120,04 (1 g), 1224,09 mm? + 160,07 (3
g), e 1540,55 mm? + 107,40 (5 g) (Tabela 7).
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Figura 13: Grafico de espalhabilidade do gel contendo proépolis.

O gel branco e gel contendo propolis apresentou um comportamento néo
newtoniano, ou seja, sua viscosidade é alterada pelo aumento da forca exercida sobre
ele e pseudoplastico sua viscosidade diminui conforme o fluido se deforma. Bugnott
et al. (2024) ao estudarem uma formulacéo de gel cremoso a base de poliacrilamida
e alcool laurilico etoxilado (cepigel) 4% (p/v) contendo prépolis constatou resultado
semelhante em seu estudo de espalhabilidade indicando ser um fluido n&o

newtoniano e pseudoplastico também.

Tabela 7: Valores de espalhabilidade para os géis branco e contendo prépolis.

1 grama 3 gramas 5 gramas
Gel branco 552,03 mm?+ 120,04 1224,09 mm? + 160,07 1540,55 mm?+ 107,40
Gel propolis 594,22 mm? + 140,04 1164,15mm? + 120,07 1520,53 mm?+ 109,41

5.9 PROPRIEDADES REOLOGICAS

O estudo reolégico de uma formulacdo permite compreender suas
propriedades de fluxo ou resisténcia a deformacao, que podem ser classificadas como

o fluidos newtonianos ou ndo-newtonianos. Um fluido ndo newtoniano ocorre quando
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sua viscosidade é alterada pelo aumento da forca exercida sobre ele, dentre os tipos
de fluidos ndo newtonianos o ideal para formulacdes do tipo gel é o pseudoplastico,
pois, geralmente sdo formulacées que exigem alta viscosidade em repouso, para
evitar derramamentos, mas fluem facilmente quando uma forca é aplicada como ao
ser espalhado ou agitado, o que implica dizer que sua viscosidade diminui conforme
o fluido se deforma.

Essas caracteristicas facilitam a aplicacdo do produto, na medida que a
diminuicdo da viscosidade aparente ocorre de forma proporcional ao aumento da
tensdo de cisalhamento exercida (SCHRAMM, 2006), essenciais para o design e
controle de processos industriais, formulacdo de produtos e otimizacdo de
propriedades mecanicas de materiais (TADROS, 2010; ORTEGA & DOBLES, 2018).

As propriedades reologicas dos géis foram avaliadas conforme parametro da
viscosidade em funcdo do tempo e viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento.
As amostras gel propolis e gel branco demonstraram comportamentos nao
newtonianos, ou seja, relacéo entre viscosidade e taxa de cisalhamento n&o é linear,
indicando que as variaveis sao inversamente proporcionais, e pseudoplastico a

viscosidade diminuiu com o aumento da taxa de cisalhamento, ou vice-versa (Figura
14) (RIBEIRO et al. 2021).
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Figura 14: Propriedades reoldgicas dos géis (branco e contendo o extrato de propolis). A.
Viscosidade em fun¢éo do tempo. B Viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento.
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Ao observar a Tabela 8 percebe-se que o gel com prépolis apresentou valores
préximos ao gel branco, indicando que o extrato foi incorporado e nao alterou
significativamente a reologia esperada do gel, corroborando o resultado do ensaio de

espalhabilidade ao qual apresentou comportamento n&o newtoniano e
pseudopléstico.

Tabela 8: Propriedades reolégicas do gel branco e gel contendo extrato de prépolis

Amostras Viscosidade (n) Taxa de cisalhamento (y) Tempo (s)
11103 20,68 4
Gel branco
831 601,81 60
_ 10703 20.40 4
Gel propolis
885 601,85 60

5.10 DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO DA
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Compostos fendlicos sdo uma classe ampla de compostos quimicos que
contém pelo menos um anel fendlico, ou seja, um anel benzénico ligado ao grupo
hidroxila, conhecidos por suas propriedades antioxidantes protegendo as células do
dano causado pelos radicais livres e promovendo beneficios ao corpo, como reducao
do risco de doencas cardiovasculares, anti-inflamatérios e propriedades
anticancerigenas. Vale ressaltar que os flavonoides sdo uma subclasse dos
compostos fenolicos, o0s quais estdo intimamente relacionados a atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias e cardioprotetoras (VEBER et al. 2015; OLIVEIRA et
al. 2013).

Os compostos fendlicos da formulacdo foram quantificados por
espectrofotometria. Os valores de polifendis totais e flavonoides totais encontrados
estdo na Tabela 9. De acordo com legislacdo em vigor no Brasil, a porcentagem
minima de flavonoides no extrato alcodlico de propolis é de 0,25% e segundo o
Ministério da Agricultura, o valor minimo para compostos fendlicos em extratos de

prépolis comerciais é de no minimo 0,5% (BRASIL, 2001).
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Os valores encontrados se convertidos para porcentagem teremos
aproximadamente 3,1% de polifendis totais e 2,2% de flavonoides na formulacgao
(Tabela 9) dentro dos limites estabelecidos na legislagéo vigente.

Tabela 9: Determinacao dos compostos fendlicos e avaliacdo da atividade antioxidante do gel branco
e gel propolis.

Compostos fendlicos Atividade antioxidante
Amostras  Polifendis totais Flavondides ABTS (UM DPPH (uM FRAP (UM
(mg GAE/100 g) totais mg Trolox) Trolox) Trolox)
QUERT/100 g)
Gel 575,41 + 56,56 135,14+ 10,84 238,02+ 14,10
branco
Gel 31,21+ 2,405 21,94 +1,194 752,95 + 146,97 22595 +1,18 265,71 £9,40
propolis

A atividade antioxidante dos géis foi realizada pelos métodos DPPH, ABTS e
FRAP no qual os géis (branco e com extrato) apresentaram boa atividade antioxidante
em todos os meétodos (Tabela 9), ao passo que o gel prépolis mostrou valor superior
em relacdo ao gel branco, indicando que o extrato de propolis manteve sua atividade
antioxidante e a sua viabilidade para o uso do gel a base de Carbopol®940 como
veiculo de liberacéao.

Vale ressaltar que a atividade antioxidante € importante no combate ao
estresse oxidativo no leito da ferida, ou seja, quando ha um desequilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante do
organismo para neutraliza-las. O estresse oxidativo prolongado pode resultar em
danos cronicos as células e tecidos ao redor da ferida, retardando a cicatrizacéo e
contribuindo para a formacdo de feridas crénicas na medida em que danificam
segmentos importantes do organismo como danos ao DNA provocando mutacoes,
prejudicam a barreira lipidica da membrana plasmatica e danos a proteinas
interferindo em processos celulares vitais e na sinalizacéo celular (BONOTTO et al.
2020).

Oliveira (2023) e Texeira (2023) também relataram em seus estudos com o
extrato prépolis de suas regides, elevada atividade antioxidante mesmo em baixas
concentragbes, demonstrando assim capacidade de reduzir DPPH e ABTS. Estudos
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como de Tasneem (2021) e Wantanwa (2018) ao estudarem formulagdes
incorporando produtos naturais como extrato da casca de Albizia lebbeck e extrato do
caroco do coco, respectivamente, constataram que formulacdes semi-sélidas a base
de Carbopol®940 sdo uma boa opcéo para a incorporagdo de produtos naturais na
medida em que conseguem manter sua atividade antioxidante na formulacdo. Ferreira
et al (2024), ao incorporar extrato de propolis em um hidrogel a base de poliacrilamida
e metilcelulose constatou-se uma forte atividade antioxidante proveniente da prépolis,

sugerindo ser eficiente para tratamento de feridas.

5.11 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Ensaios de citotoxicidade em cultivos celulares, como MTT, sdo comumente
utilizados para estudos de toxicidade a nivel celular in vitro, no qual células saudaveis
sdo expostas a substancias potencialmente toxicas (GRACIOLI et al. 2013). Este
ensaio € importante pois, além de avaliar a resposta das células em diferentes
tratamentos, como drogas, agentes quimicos, entre outros, permite estudar a
proliferacdo celular ao longo do tempo, ou seja, os fibroblastos possuem um papel
importante na producdo de matriz extracelular, incluindo colageno, que € essencial
para a formacdo de uma cicatriz (SOBRINHO, 2012). A avaliacdo da viabilidade
celular dos géis foi realizada em células do fibroblasto. A Figura 15 mostra os

resultados encontrados.
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Figura 15: Viabilidade de fibroblastos VERO apds 24 h de tratamento. A: gel branco. B. gel contendo
0 extrato de prépolis. CTL: controle sem tratamento. Os resultados foram obtidos usando teste
ANOVA seguido do teste de Tukey, * p< 0.0003.
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O teste de viabilidade celular das células da linhagem vero tratadas com o gel
branco pelo periodo de 24h demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre o
grupo controle e os grupos tratados com as diferentes concentragbes, o que indica
gue a formulag&o ndo causou morte celular em fibroblastos (CC50 > 500 pg/mL) apos
periodo de 24h. O gel propolis também ndo apresentou diferenga estatistica
significativa entre o grupo controle e os grupos tratados nas diferentes concentra¢des
do gel. No entanto, apenas as concentragdes (20 pg/mL e 500 pg/mL), mostraram
reducdo da viabilidade celular, porém né&o reduziu 50% as células viavéis. Estudos
como os de Nisa (2022) e Asadi (2023) também incorporaram a prépolis em
formulacBes semissolidas do tipo gel e realizaram o ensaio de citotoxicidade pela
técnica do MTT, no qual tiveram resultados positivos indicando seguranca para as
ambas as formulagdes ndo induzindo morte celular (CC50 > 500 pg/mL).

5.12. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana in vitro do gel branco e gel contendo extrato de
préopolis foi avaliada em diferentes concentragdes (entre 3,135 mg/mL e 200 mg/mL)
contra cepas de S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. ApGs 24 h de tratamento, observou-
se que ambos 0s geéis inibiram o crescimento bacteriano em determinadas
concentragfes. O gel branco inibiu em mais de 90% o crescimento bacteriano das

cepas de P. aeruginosa (100 mg/mL) e S. aureus (25 a 200 mg/mL) (Figura 16).
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Figura 16 (A) Porcentagem de inibicdo na avaliagcdo da atividade antibacteriana contra cepas de S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli apés 24 h de tratamento.
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Vale que ressalta que as duas maiores concentracdes do gel branco inibiram
em 100% o crescimento bacteriano das cepas S. aureus. No entanto, em relagéo a E.
coli nenhuma das concentracdes foi capaz de inibir o crescimento em 90%.

Em relacdo ao gel contendo o extrato de prépolis determinadas concentracdes
demonstraram potencial para a inibicdo de crescimento bacteriano maior que 80%
contra cepas S. aureus (50 e 100 mg/mL) e P. aeruginosa (100 mg/mL). Em E. coli
nenhum das concentracdes foi capaz de inibir o crescimento bacteriano em 80%
(Figura 17).
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Figura 17: (B) Porcentagem de inibicdo na avaliacdo da atividade antibacteriana contra cepas de S.
aureus, P. aeruginosa e E. coli ap6s 24 h de tratamento.

A prépolis possui propriedades antibacterianas amplamente reconhecidas,
atribuidas a sua composicao (flavonoides, terpenos, Oleos essenciais, etc.). Estes
componentes tém demonstrado eficacia contra uma variedade de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, associado a acdes como danos nas membranas
celulares, inibicdo enzimatica e efeitos sobre a formacéao de biofilmes (GOMES et al.
2016). Bactérias patogénicas, como Staphylococcus aureus), Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, podem invadir a ferida, dificultando o processo de
cicatrizacdo por meio da possibilidade de formacdo de biofilmes bacterianos,
tornando-as mais resistentes a antimicrobianos e dificultando o tratamento
(MEDEIROS & DANTAS, 2016). O controle da carga bacteriana é essencial para uma
cicatrizacdo eficiente e segura, uma vez que auxiliam no controle da inflamacéo,

prevencdo de infeccdes e a promogcdo de um ambiente propicio para cicatrizagdo
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auxiliando na proliferagcéo celular, como fibroblastos e queratinécitos (MENDONCA &
COUTINHO, 2009).

O gel contendo prdpolis apresentou uma porcentagem de inibicdo menor em
comparacao ao gel branco, este fato curioso pode estar associado a composi¢cao
quimica da formulagdo. Embora a formulacdo para esse ensaio tenha sido retirados
os parabenos (metilparabeno e propilparabeno), os componentes como 0 propileno
glicol, EDTA, trietanolamina afetaram o crescimento bacteriano impedindo a sua
proliferacdo (LEAL & CARVALHO 2014).

O propileno possui propriedades bacteriostaticas e, em concentracbes acima
de 20% pode ser bactericida devido a sua a¢éo de desidratar os microrganismos ao
reduzir a atividade de agua sobre o meio criando um ambiente hostil para proliferacao
e consequentemente interferindo na integridade das membranas celulares
bacterianas (FERREIRA et al. 2006). O EDTA atua como um quelante, ligando-se a
ions metalicos (calcio e magneésio) essenciais ao metabolismo bacteriano,
enfraguecendo as membranas bacterianas e prejudicando processos como a
formacdo de biofiime (GELINSKI et al 2010). O carbopol®940 também pode
apresentar um efeito bacteriostatico na medida em que quando hidratado, forma uma
rede tridimensional de gel que retém agua, reduzindo a agua livre disponivel para o
crescimento bacteriano (COSTA et al. 2017).

Goncalves et al. (2023) realizaram o estudo de novas formulacdes a base de
hidrogel de nano celulose bacteriana contendo prépolis e azul de metileno, indicando
gue a formulacdo possui potencial para tratamentos ou prevencdes de ferimentos e
infeccBes. Ferreira et al. (2024) demonstraram que sua formulagcéo desenvolvida de
hidrogel contendo prépolis possui atividade antibacteriana contra as cepas S.
aureus (Gram-positiva) e P. aeroginosas (Gram-negativa).

Diante disso pode-se inferir que o gel contendo propolis possui potencial para
atividade antibacteriana, porém a formulacéo necessita de um ajuste na concentracao

do extrato de prépolis para atingir a atividade antibacteriana ideal.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, a possibilidade de incorporar o

extrato de propolis em uma formulagdo semissolida tipo gel para aplicacdo topica €
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vidvel, uma vez que esta apresentou-se confiavel pelo controle de qualidade realizado,
a partir de testes como o de estabilidade feito apds o desenvolvimento da formulacao,
por exemplo. A formulacdo apresentou consisténcia e pH adequado para aplicagéo
topica, as propriedades reoldgicas demonstraram resultados satisfatérios na medida
em que apresentaram comportamentos ndo newtonianos e pseudoplastico que
confere uma boa caracteristica para formulacdes semissolidas.

A atividade antioxidante dos géis foi realizada pelos métodos DPPH, ABTS,
FRAP, além de teores de polifendis totais e flavonoides, onde também demonstraram
resultados positivos em comparacao a outros estudos, no que se refere a manutencao
de propriedades antioxidante da propolis dentro da formulacao obtida.

O ensaio de citotoxicidade mostrou-se seguro até a concentracdo de 250
pHg/mL, ambos os géis, branco e contendo propolis, no periodo de 24 h demonstraram
gue nao houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle e os
grupos tratados com as diferentes concentracfes, 0 que indica que as substancias
testadas nao induzem a morte celular em fibroblastos tratados com o gel branco e gel
contendo propolis.

O ensaio antibacteriano indicou precisar de um ajuste na concentracdo de
propolis na formulacdo pois, ndo atingiu a expectativa de inibicdo maxima do
crescimento bacteriano para o gel, porém indicou uma boa incorporacéo do extrato e
sinergia com a formulacdo. Estes indicativos sugerem que o presente trabalho ao
reajustar a concentracao de propolis na formulagéo e atingir um valor de porcentagem

de inibicdo superior a 90% esta apto para o0 avanc¢o dos estudos para testes in vivo.
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