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INTRODUCAO

MATERIAL E METODOS

Nas Gltimas décadas, notou-se um retorno gradual
ao interesse pelo uso de produtos naturais. As agressoes
e efeitos colaterais decorrentes do seu emprego sao bem
menores, se comparados aqueles dos produtos sintéticos.
Atualmente, pesquisas com o objetivo de identificar, ca-
racterizar e relacionar efeitos farmacoldgicos e toxicos
dos constituintes dos produtos de origem natural tém
sido realizadas, uma vez que o profundo conhecimento da
composicao e variabilidades que esses podem apresentar,
constituem passos fundamentais para o aproveitamento
racional destes produtos.

Pesquisas com o intuito de investigar a melhor for-
ma de veiculagdo dos produtos naturais sdo ainda insufi-
cientes. O desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas
e cosméticas, adequadas ao efeito desejado no local e in-
tensidade pretendida, constitui avanco na pesquisa sobre
utilizacdo de produtos naturais. O conhecimento de carac-
teristicas como interacdao com excipientes, manutencao
de estabilidade e capacidade de liberacdo de principios
ativos pode ampliar as potencialidades e eficacia de uso
destes produtos no campo farmacéutico.

A prépolis é um apiderivado que tem sido utilizado
com diversas finalidades. Suas propriedades antiinflama-
téria, bactericida e cicatrizante sdo conhecidas e formu-
lagdes de uso externo contendo propolis tém ampla apli-
cabilidade na terapéutica e cosmética (DONADIEU,1980;
MARCUCCI, 1995). E quimicamente composta por compos-
tos fendlicos, principalmente flavonéides e acidos fenoli-
cos (WALKER, 1987).

0 objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e
avaliacdo de parametros de estabilidade fisica de formula-
¢bes para uso externo contendo extrato de prépolis.

A caracterizacdo da matéria-prima realizada com as
amostras, em estado bruto, foi desenvolvida, através das
analises fisicas e quimicas. Foi realizada a abordagem fi-
toquimica para identificacao da presenca de grupos quimi-
cos presentes nas amostras (COSTA, 1977).

A obtencdo dos extratos glicolicos foi realizada
com as amostras de propolis de diversas procedéncias,
submetidas a técnica adaptada da Farmacopéia Brasilera
(1977), por maceragao em sete dias, seguida pela reducao
do volume em rotaevaporador e ressuspensao em propi-
lenoglicol.

Esse extrato foi caracterizado quanto a aspectos
como densidade, residuo seco, teor alcoblico e pH. Nos
extratos de propolis, realizou-se a identificacdo dos flavo-
noéides das amostras através de cromatografia em camada
delgada, seguindo-se a metodologia adotada por ARVOU-
ET-GRAND & VENNAT et al., (1994). Para quantificacdo
desses, adaptou-se o método espectofotométrico adotado
pela Farmacopéia Alema (STHAL & SCHIL, 1981; NAGY,
1996). Utilizou-se como substancia marcadora a querceti-
na e comprimento de onda de leitura de 415nm.

A preparacdo das emulsdes foi realizada, segun-
do o método de inversdo 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 so-
bre a oleosa com agitacdo 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 extra-
to glicdlico. Manteve-se a agitacdo por mais 10 minutos
para perfeita homogeinizacdo. Estas formulacdes foram
denominadas 1 e 2.
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Para obtencdo dos géis, aqueceu-se 50% da quan-
tidade total de agua da formulacdo até a temperatura de
70°C para melhor solubilizacdo do carboxilpolimetileno
(obtencdo da formulagdo 3) e da hidroxietilcellulose (ob-
tencdo da formulacdo 4). Agitou-se com o agitador tipo
mix, até a completa dissolu¢do do pd, até atingir a tem-
peratura de 30°C. Com agitagao constante, incorporou-se
o0 extrato glicélico, e o restante dos componentes das for-
mulagdes. A composicdo das formulagdes pode ser visua-
lizada na Tabela 1.

As formulacdes foram caracterizadas pelos estudos
preliminares de estabilidade, realizando-se a analise ma-
croscopica por avaliagdo visual 48h ap6s a fabricacao e
ap6s 1 més de permanéncia em temperatura ambiente.
Foram observados itens como cor, odor, aparéncia e ho-
mogeneidade. Foi realizado estudo de separacao de fases,
no qual centrifugou-se 5g das formula¢des durante 30 mi-
nutos a 3000 rpm (IDSON, 1988).

Prosseguiram-se os estudos com as formulagdes que
se mostraram mais estaveis, variando-se as concentracoes
do extrato de propolis com a finalidade de verificar-se
como esta afetaria a estabilidade das formulacoes.

Nos estudos definitivos de estabilidade, utilizaram-
se embalagens plasticas de polietileno de parede fosca
para as emulsdes e géis com capacidade para 30g. As for-
mulagdes foram armazenadas em 4 temperaturas diferen-
tes: -4°C, 22°C, 35°C e 45°C (IDSON, 1993). 0 estudo de
estabilidade foi conduzido por periodo de 90 dias, onde as
aliquotas foram recolhidas em 5 tempos distintos: t, - 48h
ap0s a preparacao da formulacao; t, - 15 dias apos prepa-
racdo; t, - 30 dias ap6s a preparacao; t, - 60 dias ap0s a
preparacdo e t, - 90 dias apds a preparacao.

Tabela 1. Composicao das formulacoes estudadas.

Estudaram-se aspectos relativos a analise organolép-
tica, onde as amostras foram analisadas, ap6s exposicdo
as condicoes de estresse, nos tempos pré-estabelecidos.
Observou-se a variacao de cor, odor, homogeneidade e se-
paracdo de fases.

A anélise do comportamento reoldgico e viscosida-
de foi realizada a temperatura ambiente. Utilizou-se vi-
cosimetro 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. A viscosi-
dade aparente (naap) foi registrada na velocidade de cisa-
lhamento 2,5 (1/S), ascendente. As emulsdes macroscopi-
camente estaveis foram submetidas a analise microscopica
para verificacdo da homogeneidade, tamanho das particu-
las, assim como a formacdo de cristais liquidos, fatores
essenciais para caracterizacdo de formulacdes estaveis e
indicativos de instabilidade das mesmas (KLEIN, 1984).

Colocou-se em uma lamina de vidro pequena quanti-
dade de amostra e observou-se a aparéncia microscopica
das mesmas, registrando-se fotograficamente. Os resulta-
dos obtidos foram comparados pela analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de analise mdltipla Student
- Newman - Keuls, para determinar-se o nivel de signifi-
cancia das variaveis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de propolis bruta estudadas apresen-
taram aspectos fisicos semelhantes. As variacdes obser-
vadas deram-se devido a sua manipulacdo ou nao pelo
fornecedor que altera seu aspecto inicial visando melhor

Composicao % (p/p)

Extrato de prépolis 10
Alcool cetoestearilico sulfatado 12
Cera crodabase — CR2®
Carboxilpolimetileno
Propilenoglicol 5
Hidroxietilcelulose
Vaselina liquida 5
Trietanolamina
Conservante 1
Alcool etilico 962
Agua destilada 67

1 — emulséo iGnica
2 — emulsao nao id6nica

Em que: 3 — gel ibnico

4 - gel ndo iGnico
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Tabela 2. Caracterizacdo dos extratos glicolicos de propolis, obtidos a partir de amostras de prépolis (I a VII) de dife-

rentes procedéncias

‘ Extrato
Analise *
pH 481(0,01) | 478(0,01) | 479(0,01) | 491(0,03) & 482 (002 & 443 (002 4,66 (0,00)
Residuo seco (%) 986 (0,01) = 99,2(0,01) & 989(0,02) & 99,3(001) & 989 (001) & 991(001) = 992 (0,01)
Densidade 1,06 (0,02) | 1,06 (001) & 1,06(001) & 1,09 (001) @ 1,07 (001) @ 1,06(001) 1,07 (0,0)
Teor alcéolico 2,00 (0,01) = 200(001)  200(001)  100(001) 100001 50(001) 50001
Teor de flavondides | 54, (41) ' 431002 @ 337(0,01) @ 856002 @ 1,09(0,02 @ 078(001) 487 (0,01)

(% quercetina)

* Valor médio de trés determinagoes e desvio padrao.

transporte e armazenamento das amostras. A coloracdo
variou muito pouco tendo predominancia a cor marrom
em todas as amostras. A andlise fitoquimica das amos-
tras confirmou a presenca de grupos quimicos relatados
na literatura como sendo aqueles mais freqiientemente
presentes na propolis.

0Os flavonoides, tidos como um dos grupos principais
responsaveis pela acdo farmacolégica da resina, estavam
presentes em todas as amostras estudadas. Entretanto, o
teor dos principios ativos, doseados espectrofotometrica-
mente (flavondides totais), apresentou grande variabili-
dade, conforme pode ser visualizado na Tabela 2, situan-
do-se entre 0,78 pg/g (amostra VI) a 4,87 pg/g (amostra
VII). A identificacdo destes compostos nos confirmou que
a variacdo 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 flavonéis,
tipos de flavonoides relatados como os de maior concen-
tracdo na propolis (GONZALES & ORZAES, 1997).

As formulacdes propostas foram divididas em dois
tipos distintos. As emulsdes possuiam na sua composi-
cdo como agente emulsivo alcool cetoestearilico sulfata-
do (Formulagdo 1) e cera crodabase CR-2 (Formulagdo 2)
(PRISTA, 1981), além de umectantes (propilenoglicol) e
emolientes (vaselina). Os géis possuiam na sua formu-
lacdo além do agente geleificante (hidroxietilcelulose e
carboxipolimetileno) também componentes umectantes
(propilenoglicol) e emolientes (vaselina).

Os estudos preliminares de estabilidade forneceram
dados sobre as formulacdes mais viaveis para continuacdo
dos estudos. As formulagdes que apresentaram melhores
resultados foram a 1 e 3 - emulsdo e gel i6nico, nas quais
se procedeu a incorporacdo de quantidades totais de 5,
10 e 15% de extrato glicdlico de propolis. As preparagdes
foram entdo identificadas como E5%, E10%, E15%, G5%,
G10% e G15% e analisadas em seus aspectos de estabili-
dade fisica.

Alguns aspectos organolépticos da analise mostra-
ram-se influenciados pelo aumento da concentracdo dos
extratos nas emulsdes e géis. A cor e odor foram incremen-
tados com o aumento da concentracdo do extrato, de colo-
racdo naturalmente amarela escura e odor caracteristico.

Nos géis, a alteracdo da coloracdo das amostras
foi profundamente afetada pelas condigdes de estresse.
Provavelmente a maior quantidade de agua presente na
formulacdo pode ter facilitado a ocorréncia de fenéme-
nos oxidativos, sendo este, portanto importante fator a
ser avaliado para planejamento do armazenamento e con-
servacdo de géis contendo extrato de propolis. Os outros
aspectos sensoriais analisados ndao mostraram alteracoes
importantes.

Apds o periodo de estresse térmico, ndo houve sepa-
racdo de fases nas emulsdes em todos os valores de con-
centracdo de extrato presentes. Mesmo apés serem sub-
metidas as condicoes extremas de aceleracdo da gravidade
(centrifugacdo) estas caracteristicas ndo foram alteradas.
Nos géis apenas naqueles com concentracdao de 15% do
extrato de propolis submetidos a 45°C observou-se lique-
facdo caracteristica da quebra de estrutura dos mesmos.

A analise do comportamento reolégico das formula-
¢oes nos forneceu dados importantes a respeito da carac-
terizacdo fisica dos sistemas desenvolvidos (Figura 1). 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 variacao
da é&rea entre a curva ascendente e a descendente, signifi-
cando reducdo na tixotropia do sistema.

Nas emulsdes contendo 10% e 15% de extrato de
propolis, as caracteristicas iniciais mantiveram-se aparen-
temente sem alteracoes mesmo ap6s o estresse térmico.
Nos géis o comportamento reolégico foi aparentemente
semelhante nas formulacdes de 5 e 10% de extrato incor-
porado, ndo havendo area de histeresse evidente. Apenas
os géis contendo concentragdo de 15% do ativo apresenta-
ram tixotropia, com area de histeresse, no tempo inicial.
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Figura 1. Comportamento reoldgico das formulacoes elaboradas 48h (t,) ap6s fabricacao.

Apbs a exposi¢cdo ao estresse térmico, durante 90
dias, houve desaparecimento da tixotropia inicial obser-
vada. Estas caracteristicas tixotropicas poderiam indicar
maior potencial das formulagdes em liberarem os princi-
pios ativos, pois a area de histeresse indica que as formu-
lacdes levardo maior tempo para reorganizar sua estrutura
inicial ap6s serem submetidas a determinada forga. Este
fator poderia vir a facilitar a liberacdo dos principios ati-
vos da formulacdo (NAE, 1993).

A variacdo da viscosidade aparente apresentou com-
portamento distinto nas emulsdes e nos géis (Figura 2).
Nas emulsdes houve aumento da viscosidade quando estas
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foram submetidas as temperaturas elevadas, o que sugere
que estas poderiam ter perdido agua, de forma a se mos-
trarem alteradas suas caracteristicas iniciais. Entretanto,
em temperatura préxima da ambiente (22°C) houve pe-
quena variacao da viscosidade aparente destas.

Nos géis, a temperatura préxima a ambiente (22°C)
houve pouca alteracdo nos valores de viscosidade; en-
tretanto com o aumento da temperatura as formulacoes
apresentaram pequena queda de viscosidade, o que pode
ser explicado pela quebra da estrutura do gel e sua peque-
na liquefacdo, fendmenos observados macroscopicamente.
A variacdo da viscosidade dos géis observada em altas
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Figura 2. Variacdo da viscosidade das formulagdes elaboradas em fungdo do tempo e de permanéncia nas diferentes

temperaturas.

temperaturas foi acompanhada de alteracdes gerais no as-
pecto da formulagdo, as quais limitariam sua utilizagdo.
Pode-se sugerir a conservagao do produto em temperatu-
ras controladas (15-25°C).

As emulsées mostraram-se homogéneas, quando
submetidas a avaliacdo microscopica e a concentracdo do
extrato, ndo mostrou influéncia significativa neste aspec-
to. Pode-se observar a presenca de estruturas uniformes
nas trés concentracdes de extrato de propolis, caracteris-
tica que nao se alterou apés a permanéncia nas condicoes
de estresse. A formacdo de cristais liquidos também foi

evidenciada com as mesmas caracteristicas da homoge-
neidade.

CONCLUSOES

As amostras de propolis de diferentes procedéncias
apresentaram diferente composicdo (qualitativa e quanti-
tativa) e a padronizacao baseada em grupos quimicos ca-
racteristicos ou principios ativos especificos podem ajudar
na avaliacdo e estabelecimento de padroes de qualidade.
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As emulsdes e os géis de carater idnico contendo ex-
trato glicolico de propolis mostraram-se mais estaveis que
0s nao idnicos, nas condigdes do estudo. Os produtos de-
vem ser mantidos preferencialmente protegidos de tempe-
raturas elevadas para manutencdo de suas caracteristicas
fisicas. A concentracdo inicial dos extratos ndao mostrou
influéncia direta na estabilidade das formulacdes.
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