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RESUMO

A Artepelin C (ARTC), principal constituinte fenolico bioativo da préopolis verde brasileira,
apresenta fortes atividades antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena; entretanto, seu
potencial terapéutico ¢ limitado pela baixa solubilidade em 4agua e reduzida
biodisponibilidade. Este estudo teve como objetivo desenvolver e caracterizar carreadores
lipidicos nanoestruturados (NLCs) como sistemas de liberagdo para ARTC e extrato de
propolis verde (PROP). Diferentes composicdes lipidicas e métodos de preparacdo foram
avaliados por meio de testes de miscibilidade, espalhamento dindmico de luz (DLS) e
eficiéncia de encapsulagdo (EE). Formulacdes a base de miristato de miristila, acido
caprico/caprilico e Poloxamer 188 apresentaram desempenho fisico-quimico superior,
especialmente quando preparadas pelo método de emulsificacdo—ultrassonicacdo. As NLCs
otimizadas exibiram tamanhos médios de particula inferiores a 120 nm, baixa
polidispersidade (PDI < 0,2) e potenciais zeta entre —12 e —21 mV, mantendo-se estaveis por
até 190 dias. A formulagao com os lipidios miristato de miristila e acido céprico/caprilico
utilizando o método de emulsdo ultrasonicagdo (F4) atingiu uma eficiéncia de encapsulagdo
de 100%, tanto para ARTC quanto para o extrato de propolis, conforme confirmado por
HPLC. Anélises complementares, incluindo FTIR, espectroscopia Raman e difra¢do de raios
X, revelaram a incorporacao bem sucedida dos compostos bioativos sem comprometer a
organizagdo cristalina da matriz lipidica. A andlise por rastreamento de nanoparticulas (NTA)
confirmou alta concentracdo de particulas e distribui¢do de tamanho uniforme, enquanto as
imagens de Cryo-TEM mostraram nanoparticulas esféricas e bem definidas, com morfologia
preservada. Esses resultados demonstram que os NLCs desenvolvidos oferecem uma
plataforma robusta e eficiente para a liberagdo de ARTC e propolis verde, apoiando seu

potencial uso em formulagdes terapéuticas e cosméticas.

Palavras-chave: Artepelin C; propolis verde; carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs);

encapsulacao



ABSTRACT

Artepillin C (ARTC), the major bioactive phenolic constituent of Brazilian green propolis,
exhibits strong antioxidant, anti-inflammatory, and anticancer activities; however, its
therapeutic potential is limited by poor aqueous solubility and low bioavailability. This study
aimed to develop and characterize nanostructured lipid carriers (NLCs) as delivery systems
for ARTC and green propolis extract. Different lipid compositions and preparation methods
were screened through miscibility assessment, dynamic light scattering (DLS), and
encapsulation efficiency (EE). Formulations based on myristyl myristate, capric/caprylic
triglycerides, and Poloxamer 188 demonstrated superior physicochemical performance,
particularly when prepared by the emulsification—ultrasonication method. The optimized
NLCs presented mean particle sizes below 120 nm, low polydispersity (PDI < 0.2), and zeta
potentials ranging from —12 to —21 mV, remaining stable for up to 190 days. Encapsulation
efficiency reached 100% for both ARTC and propolis extract, as confirmed by HPLC.
Complementary analyses including FTIR, Raman spectroscopy, and X-ray diffraction
revealed successful incorporation of the bioactive compounds without disrupting the
crystalline organization of the lipid matrix. Nanoparticle tracking analysis (NTA) confirmed
high particle concentration and uniform size distribution, while Cryo-TEM imaging showed
spherical, well-defined nanoparticles with preserved morphology. These findings demonstrate
that the developed NLCs offer a robust and efficient platform for delivering ARTC and green

propolis, supporting their potential application in therapeutic and cosmetic formulations.

Keywords: Artepillin C; green propolis; nanostructured lipid carriers (NLCs); encapsulation.
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1 INTRODUCAO

A prépolis, um produto resinoso amplamente utilizado na medicina popular, tem
despertado ao longo das ultimas décadas grande interesse cientifico devido as suas
propriedades  anti-inflamatdrias, antimicrobianas, antioxidantes e anticancerigenas

(SALATINO, 2018; ZHANG, C. PING et al., 2017). A propolis verde brasileira, produzida

por Apis mellifera a partir de compostos presentes em Baccharis dracunculifolia, é
particularmente valorizada por sua rica composi¢do de compostos fendlicos. Entre eles, a
Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) € reconhecida como seu principal
constituinte bioativo e estd intimamente associada a qualidade e a eficacia biologica da

propolis verde (ZHANG, C. PING et al., 2017; VEIGA, R. S. et al., 2017).

A Artepillin C apresenta fortes atividades antioxidante, anti-inflamatoria e
anticancerigena, que tém sido atribuidas as suas caracteristicas estruturais, incluindo anéis

aromaticos, ligacdes duplas e um grupo hidroxila fenoélico (VEIGA, R. S. et al., 2017;

SZLISZKA, E. et al., 2013). Devido a sua natureza lipofilica, a Artepillin C interage

fortemente com membranas biologicas, e estudos demonstram que essas interagdes dependem
do pH e da forga i6nica, com efeitos mais pronunciados em pH baixo, quando a forma nao

ionizada se torna mais hidrofobica e exibe maior afinidade por membranas (CAMURI, 1. J. et

al., 2019; PAZIN, W. M. et al, 2021). Apesar de seu perfil farmacologico promissor, a

limitada solubilidade em agua e as restrigdes fisico-quimicas da Artepillin C reduzem sua

biodisponibilidade e eficiéncia terapéutica in vivo (PAZIN, W. M. et al, 2017).

Nanomateriais t€ém emergido como carreadores promissores para a liberacdo de
compostos bioativos devido a sua capacidade de melhorar a solubilidade, a estabilidade e o

desempenho terapéutico em sistemas biologicos (KUMARI, P. et al., 2020). Na oncologia,

essas nanoestruturas sdo particularmente atraentes porque permitem liberagdo sustentada,

circulacao prolongada e maior seletividade para células tumorais (YINGCHONCHAROEN,

P. et al. 2016). Entre os nanocarreadores lipidicos, os carreadores lipidicos nanoestruturados
(NLCs) representam a segunda geragdo de nanoparticulas lipidicas so6lidas e oferecem
vantagens em relagdo aos nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs), incluindo maior

capacidade de encapsulacdo e melhor estabilidade fisica decorrente da presenga de uma

fracdo lipidica liquida que gera uma matriz cristalina menos ordenada (KIM, D.-D. et al,

2014; NEVES CRUZ, J. et al, 2020).

Os carreadores lipidicos nanoestruturados oferecem uma estratégia eficaz para superar
essas limitagdes, melhorando a solubilidade, protegendo o composto da degradagdo e

facilitando sua interagdo com ambientes bioldgicos. Considerando a relevancia biomédica

16



tanto da propolis verde quanto de seu principal constituinte, a Artepillin C, o
desenvolvimento de nanoformulacgdes lipidicas otimizadas ¢ essencial para expandir sua

aplicabilidade farmacologica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar sistemas de carreadores

lipidicos nanoestruturados (NLCs) contendo Artepillin C (ARTC) e extrato de propolis verde

brasileira (PROP), visando superar suas limitacdes de solubilidade e bioacessibilidade e

garantir a obtengdo de formulacdes estaveis e eficientes.

2.2 Objetivos especificos

Selecionar e otimizar diferentes composicdes lipidicas para a formacdo de NLCs
contendo Artepillin C e extrato de propolis verde, com base na miscibilidade entre os
componentes.

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das formulagdes obtidas, incluindo tamanho
médio de particula, indice de polidispersao (PDI) e potencial zeta, por meio de
espalhamento dinamico de luz (DLS), de forma a determinar a formulacdo mais
eficiente.

Determinar a eficiéncia de encapsulagdo (EE) dos compostos bioativos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Caracterizar estruturalmente os NLCs por meio de andlises de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia Raman e difragao
de raios X (DRX), verificando a incorporagao dos compostos sem alteracdo da matriz
lipidica.

Investigar a morfologia e a distribuigdo de tamanho das nanoparticulas por
rastreamento de nanoparticulas (NTA) e microscopia eletronica de transmissao
criogénica (Cryo-TEM).

Avaliar a estabilidade fisico-quimica das formulacdes otimizadas ao longo do tempo.

2.3 Organizac¢io da monografia

No Capitulo 1 deste trabalho ¢ apresentada a introdugdo, abordando o contexto geral,
a importancia da propolis verde e do Artepillin C, bem como a justificativa para o uso
de sistemas nanoestruturados lipidicos.

No Capitulo 2 sao descritos os objetivos gerais e especificos do estudo.
No Capitulo 3 ¢ apresentada a revisdo tedrica, com base nos principais conceitos
relacionados a propolis verde, ao Artepillin C e aos sistemas carreadores lipidicos

nanoestruturados (NLCs).
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e No Capitulo 4 sdo descritos os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento
experimental, incluindo os processos de formulagdo, caracterizacdo e avaliacdo das
formulagdes.

e No Capitulo 5 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas analises
fisico-quimicas e estruturais das NLCs.

e No Capitulo 6 sdo apresentadas as conclusdes obtidas a partir dos resultados deste

trabalho.
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3 REVISAO TEORICA
3.1 Propolis

A propolis é um produto natural complexo, de origem predominantemente vegetal,
amplamente reconhecido por sua composi¢ao quimica diversificada e pelo papel biologico

que desempenha nas colonias de abelhas (Bankova V. et al., 2000; Sforcin J.M. & Bankova

V., 2011). Trata-se de uma mistura resinosa formada a partir de substancias coletadas pelas
abelhas em diferentes partes de plantas, como brotos, cascas, exsudagdes e tecidos
lesionados, e posteriormente modificadas por secre¢des enzimaticas das glandulas salivares

das operarias (Marcucci M.C., 1995; Bankova V. et al., 2000). Esse material ¢ utilizado para

vedar frestas, reduzir a entrada de microrganismos e manter condi¢des assépticas no interior
da colmeia, garantindo a protecdo da coldnia e a estabilidade estrutural do ninho (Sforcin

J.M. & Bankova V., 2011: Burdock G.A.. 1998).

A composi¢ao quimica da propolis ¢ altamente varidvel e depende de fatores como a
espécie de abelha, a origem botinica das resinas coletadas, as condigdes geograficas e

sazonais do ambiente e o0 método de extragdo empregado (Bankova V., 2005; Marcucci M.C.,

1995:; Salatino A. et al., 2011). De modo geral, ¢ constituida por resinas e balsamos (50 -

60%), ceras (cerca de 30%), 6leos essenciais (até 10%) e pequenas quantidades de polen e

material organico volatil (Greenaway W. et al., 1990; Burdock G.A., 1998). Dentro dessa

matriz complexa, j& foram identificados centenas de compostos quimicos, incluindo acidos

fenolicos e seus ésteres, flavonoides, terpenos, esteroides, aldeidos aromaticos e

hidrocarbonetos alifaticos (Kujumgiev A. et al., 1999; Bankova V., 2005; Castro S.L. et al.,
2014).

Entre os compostos mais relevantes, destacam-se os flavonoides (como pinocembrina,
galangina e quercetina) e os derivados do acido cafeico, em especial o éster fenetilico do
acido cafeico (CAPE) e o Artepillin C (3,5-diprenil-4-hidroxicindmico), predominantes na
propolis verde brasileira. Esses compostos apresentam grupos fenoélicos livres, responsaveis
por sua reatividade quimica e por propriedades relacionadas a processos de oxidacdo e

estabiliza¢do molecular.

3.1.1 Prépolis Verde Brasileira
A propolis verde brasileira ¢ uma das variedades mais estudadas e caracterizadas

quimicamente entre as produzidas no mundo (PARK et al., 2002; KUJUMGIEV et al., 1999).

E obtida principalmente pela Apis mellifera a partir das resinas da planta Baccharis

dracunculifolia DC. (Asteraceae), popularmente conhecida como “alecrim-do-campo”,
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predominante nas regides Sudeste e Sul do Brasil (PARK et al., 2000; SALATINO et al.,

2011). Sua composi¢ao quimica particular esta diretamente associada a origem botanica dessa
espécie vegetal, que fornece compostos fenolicos e terpenodides caracteristicos, responsaveis
por suas propriedades fisico-quimicas singulares (MARCUCCI et al., 2001; BANKOVA et
al., 2005).

A propolis verde ¢ marcada pela presenga de acidos cinamicos prenilados e derivados

fenolicos lipofilicos, sendo o Artepillin C o principal marcador quimico dessa variedade

(KUJUMGIEV et al., 1999; PARK et al., 2002). Outros compostos frequentemente

identificados incluem bacarina, drupanina, cumarinas, acido cafeico e seus derivados (como o
CAPE), além de flavonoides como pinobanksina, kaempferol, isorhamnetina, naringenina e

quercetina (SALATINO et al., 2011; MARCUCCI, 1995). As proporgdes variam conforme a

regido, a sazonalidade e a flora disponivel para coleta (BANKOVA et al., 2005).

As propriedades fisico-quimicas da propolis verde sdo fortemente influenciadas pela
natureza lipofilica de seus compostos majoritarios. O Artepillin C, por exemplo, apresenta
baixa solubilidade em meio aquoso e alta afinidade por solventes organicos, o que confere

comportamento hidrofobico acentuado (PARK et al., 2000). Essa caracteristica afeta

diretamente os processos de extracdo e incorporagdo de seus compostos ativos em matrizes
biotecnoldgicas ou farmacéuticas, exigindo o uso de solventes adequados ou sistemas

carreadores, como nanoparticulas lipidicas (FROZZA et al., 2013).

A fracdo resinosa da préopolis verde, responsavel por cerca de 50 a 60% da massa
seca, contém compostos fenolicos e terpenodides. A fracdo cerosa (aproximadamente 30%) ¢
composta por alcoois e acidos graxos de cadeia longa, além de hidrocarbonetos alifaticos e

¢ésteres, que conferem plasticidade e aderéncia (MARCUCCI, 1995; BURDOCK., 1998). A

fragdo volatil (menos de 10%) contém o6leos essenciais e sequiterpenos, responsaveis pelo

aroma caracteristico e por contribuir para a estabilidade quimica do material (GREENAWAY

et al., 1990).

Do ponto de vista estrutural, os compostos fenolicos da propolis verde, especialmente

os acidos cinamicos prenilados (Figura 1), exibem cadeias laterais insaturadas que favorecem
interacdes hidrofobicas e contribuem para a afinidade por membranas biologicas (PARK et
al., 2002). Essa caracteristica ¢ particularmente relevante em estudos de incorporagao em
sistemas nanoestruturados, permitindo maior associacdo entre compostos bioativos e fases

lipidicas (FROZZA et al., 2013).

A caracterizagdo quimica e estrutural da propolis verde ¢ amplamente realizada por

técnicas espectroscopicas e cromatograficas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(HPLC) ¢ utilizada para identificacdo e quantificagdo dos marcadores fenolicos, enquanto a
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e a espectroscopia Raman permitem a identificagdo

de grupos funcionais e a andlise de interagdes com matrizes lipidicas (PARK et al., 2000).

Técnicas de difragdo de raios X (DRX) também sdo aplicadas para avaliar o grau de
cristalinidade da propolis e de seus constituintes, especialmente quando incorporados em

sistemas de liberagao controlada (FROZZA et al., 2013).

A prenilacdo dos acidos fendlicos ¢ um fator determinante para a lipofilicidade e
estabilidade oxidativa dos compostos da propolis verde. Esse processo biossintético, comum
em metabolitos secundarios de Baccharis dracunculifolia, aumenta a afinidade por fases

lipidicas e reduz a degradacdo em meios aquosos (PARK et al., 2000). A variabilidade

sazonal e geografica da propolis verde influencia ndo apenas sua composicio, mas também
propriedades fisico-quimicas como ponto de fusdo, teor de cera, cor, viscosidade e indice de
refragdo (SALATINO et al., 2011).

Sob a perspectiva quimica e tecnologica, a propolis verde brasileira pode ser
entendida como um sistema fitoquimico heterogéneo e dindmico, cuja composicdo e
comportamento derivam da interacdo entre fatores bioldgicos (espécie vegetal e abelha

coletora) e ambientais (clima e geografia) (BANKOVA et al., 2005). Sua matriz rica em

compostos fenolicos lipofilicos, especialmente o Artepillin C, confere propriedades Unicas
que justificam seu emprego em estudos de encapsulacdo e em sistemas nanoestruturados

lipidicos (FROZZA et al., 2013).

3.1.1.1 Artepillin C
O Artepillin C (3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) é o principal composto fendlico
caracteristico da propolis verde brasileira, sendo amplamente reconhecido como seu

marcador quimico (PARK et al., 2002; BANKOVA et al., 2005). Esse acido cinamico

prenilado ¢ um metabdlito secundéario derivado da planta Baccharis dracunculifolia
(alecrim-do-campo), principal fonte botanica utilizada pela Apis mellifera na produgdo dessa

variedade de propolis (PARK et al., 2000; SALATINO et al., 2011). Sua presenca confere ao

produto propriedades quimicas e bioativas distintas em relagdo a outros tipos de propolis

(MARCUCCI, 1995; PAZIN et al., 2017).

Do ponto de vista estrutural (Figura 1), o Artepillin C ¢ um derivado do &cido
p-cumarico, contendo duas cadeias preniladas (CsHs) ligadas ao anel aromatico
(MARCUCCI et al., 2001). Essa modificagdo confere ao composto uma elevada

lipofilicidade e reduz sua solubilidade em solventes polares, o que influencia tanto sua
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biodisponibilidade quanto sua manipulagdo em formulagdes farmacéuticas (FROZZA et al.,

2013). O grupo hidroxila fendlico na posicao para ¢ responsavel pela capacidade de doacao
de elétrons e pela atividade antioxidante, enquanto a cadeia lateral insaturada do &cido
cinamico contribui para reagdes de estabilizacdo de radicais e interacdes com membranas

biologicas (KUJUMGIEV et al., 1999; PAZIN et al., 2017).

COOH

S

HC = OH NP
CHj, CHj,

Figura 1. Representagdo da estrutura molecular da Artepillin C.

Em termos de propriedades fisico-quimicas, o Artepillin C apresenta massa molar de
300,39 g-mol™!, ponto de fusdo em torno de 157-159 °C e comportamento termicamente

estavel sob condi¢cdes moderadas (BANKOVA et al., 2005). Sua baixa solubilidade em agua e

alta afinidade por solventes organicos, como etanol e metanol, refletem seu caréter

predominantemente hidrofobico (PARK et al., 2002). Essa caracteristica, embora benéfica

para atravessar barreiras lipidicas bioldgicas, representa um desafio para aplicagdes em
sistemas aquosos, tornando necessario o desenvolvimento de estratégias de dispersao e

encapsulacao, como nanoparticulas lipidicas sélidas (NLCs) e emulsdes nanoestruturadas

(FROZZA et al.. 2013: PAZIN et al., 2017).

A Dbiossintese do Artepillin C ocorre por meio da via dos fenilpropanoides, na qual o
acido cinamico ¢ gerado a partir da desamina¢do da fenilalanina e subsequentemente sofre
prenilacao catalisada por preniltransferases especificas da Baccharis dracunculifolia (PARK
et al., 2000). Esse processo confere ao composto sua estrutura caracteristica, associada a alta

reatividade com lipidios e a estabilidade oxidativa aumentada (MARCUCCI et al., 2001).

Diversos estudos apontam que o Artepillin C apresenta elevada estabilidade quimica
frente a oxidagdo, devido a presenca de substituintes prenilados que dificultam o ataque de

radicais livres a estrutura aromatica (PARK et al., 2002; PAZIN et al., 2017). Além disso, sua

lipofilicidade favorece o acimulo em fases apolares e a interagdo com membranas celulares,
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o que explica parte de suas atividades bioldgicas observadas, como acdo antioxidante,

moduladora de enzimas oxidativas e estabilidade em sistemas biologicos (FROZZA et al.,

2013).

Em formulacdes tecnologicas, o Artepillin C ¢ considerado um desafio de

solubilizacdo, sendo comum o uso de solventes organicos, surfactantes ou veiculos lipidicos

para aumentar sua biodisponibilidade (PAZIN et al., 2017). A incorporacdo desse composto

em sistemas nanoestruturados lipidicos (NLCs) permite melhorar a dispersdo em meio
aquoso, proteger o composto da degradacdo oxidativa e favorecer a liberagdo controlada. O
carater anfifilico desses sistemas favorece a inser¢ao do Artepillin C na matriz lipidica,

mantendo sua estabilidade fisico-quimica e bioatividade (PAZIN et al., 2017).

Do ponto de vista analitico, o Artepillin C ¢ identificado e quantificado
principalmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢ao por UV-vis
ou espectrometria de massas (LC-MS). Os espectros tipicos apresentam bandas
caracteristicas associadas ao anel aromatico conjugado e a cadeia prenilada, permitindo sua

diferenciagdo de outros compostos fendlicos presentes na propolis (BANKOVA et al., 2005).

Assim, o Artepillin C pode ser compreendido como um composto fendlico prenilado
de alta relevancia quimica e tecnoldgica, cuja estrutura unica combina propriedades
lipofilicas, antioxidantes e estdveis, tornando-o um candidato ideal para estudos de
incorporagdo em sistemas lipidicos nanoestruturados. Seu comportamento fisico-quimico,
aliado a baixa solubilidade aquosa, fundamenta a necessidade de abordagens tecnoldgicas

especificas para sua manipulacao e aplicagao em formulagdes biotecnologicas.

3.2 Sistemas Nanoestruturados
A nanotecnologia aplicada a area farmacéutica e biotecnologica tem se consolidado
como uma ferramenta estratégica para o desenvolvimento de sistemas de liberacao e

transporte de moléculas bioativas (TORCHILIN, 2005; MULLER; MEHNERT, 2000). Em

escala nanométrica (1-1000 nm), os materiais apresentam propriedades fisico-quimicas
unicas, como alta area superficial, comportamento coloidal e capacidade de interagir de
forma diferenciada com membranas biologicas, que os tornam particularmente adequados

para aplicacdes terapéuticas, cosméticas e alimentares (SOUTO; MULLER, 2010).

Os sistemas nanoestruturados englobam uma ampla variedade de plataformas,

incluindo lipossomas, micelas, nanoemulsdes, nanoparticulas poliméricas e nanoparticulas

lipidicas (TORCHILIN, 2005; MULLER et al., 2011). Esses sistemas tém como principais

finalidades aumentar a solubilidade, a estabilidade, a biodisponibilidade e a eficacia de
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compostos bioativos, especialmente daqueles com baixa solubilidade em 4gua ou alta

suscetibilidade a degradagio quimica ou enzimatica (SOUTO: MULLER, 2010; PAZIN et al.,
2017).

A natureza e a organizag¢ao estrutural das nanoparticulas influenciam diretamente suas

propriedades de encapsulacdo, liberagdo e interacdo com o meio biologico (MULLER;
MEHNERT, 2000). Em geral, a reducdo do tamanho das particulas promove maior contato

superficial entre o ativo e o meio, possibilitando liberacdo controlada e direcionada, além de

melhorar a penetragio tecidual e celular (TORCHILIN, 2005; MULLER et al., 2011).

Entre os tipos de nanoparticulas, os sistemas lipidicos nanoestruturados tém recebido
destaque por sua biocompatibilidade, baixa toxicidade e capacidade de incorporar compostos

lipofilicos (SOUTO; MULLER, 2010). Esses sistemas utilizam lipidios fisiologicamente

compativeis e surfactantes para formar matrizes solidas, semissolidas ou hibridas, capazes de
proteger o composto ativo contra degradagio e volatilizagio (MULLER; MEHNERT, 2000).
A versatilidade desses sistemas permite sua aplicagio em diferentes éareas, como
farmacologia, cosméticos, alimentos funcionais e produtos naturais, sendo uma alternativa
promissora para o aproveitamento de compostos bioativos de dificil solubilizagdo, como o

Artepillin C (PAZIN et al., 2017).

3.2.1 Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs)

Os Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs, do inglés Nanostructured Lipid
Carriers) representam a segunda geracdo de sistemas lipidicos nanoestruturados,
desenvolvidos para superar as limitagdes apresentadas pelas Nanoparticulas Lipidicas Sélidas
(SLNs, do inglés Solid Lipid Nanoparticles) (MULLER; RUNGE; MEHNERT, 2002;
PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). Como apresentado na Figura 2, enquanto as

SLNs sao constituidas exclusivamente por lipidios sélidos, os NLCs incorporam uma mistura
de lipidios solidos e liquidos (6leos), formando uma matriz menos ordenada e mais flexivel

(SOUTO; MULLER, 2010). Essa caracteristica estrutural aumenta o espaco para

incorporagdo de compostos bioativos e reduz a expulsdo do ativo durante o processo de

cristalizacdo e armazenamento (WISSING; MULLER. 2002; MULLER et al., 2011).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da incorporacdo de compostos bioativos em sistemas de lipidicos, comparagado
entre o arranjo altamente ordenado dos solid lipid nanoparticles (SLN), e a matriz lipidica desordenada dos

nanostructured lipid carriers (NLC), que aumenta a capacidade de encapsulagdo e reduz a expulsio do ativo.
Do ponto de vista estrutural, os NLCs sdo compostos por trés elementos principais: (i)
uma fase lipidica contendo lipidios sélidos e liquidos em proporgdes controladas; (ii) uma
fase aquosa contendo tensoativos que estabilizam a dispersdo coloidal; e (iii) o composto
ativo, que pode ser incorporado na matriz lipidica, adsorvido na superficie ou solubilizado na
interface lipidio/agua (MULLER; RUNGE; MEHNERT, 2002; PARDEIKE; HOMMOSS;

MULLER. 2009). O resultado ¢ um sistema estavel, com tamanho médio de particula

geralmente inferior a 200 nm, baixo indice de polidispersdao (PDI) e potencial zeta adequado

para garantir estabilidade fisico-quimica (SOUTO; MULLER, 2010).

A combinagdo de lipidios s6lidos (como miristato de miristila ou &cido estedrico) com
lipidios liquidos (como triglicerideos de cadeia média) promove imperfei¢cdes na estrutura
cristalina, permitindo maior capacidade de encapsulacdo e reduzindo a migragdao do ativo
(MULLER; MEHNERT, 2000). Essa caracteristica torna os NLCs especialmente adequados
para o carreamento de moléculas lipofilicas, como o Artepillin C e os compostos fenolicos

presentes no extrato de propolis verde (PAZIN et al., 2017).

A preparacao dos NLCs pode ser realizada por diferentes métodos, entre eles a

emulsificagcdo seguida de ultrassonicacao e a injecao de solvente, que permitem o controle do

tamanho e da morfologia das nanoparticulas (WISSING; MULLER, 2002; SOUTO;

MULLER, 2010). Apés a formacao, os sistemas podem ser caracterizados por técnicas como

espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia eletronica de transmissdo (TEM),

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectroscopia vibracional (FTIR, Raman),
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para avaliacdo de suas propriedades fisico-quimicas e grau de incorporagdo dos ativos

(MULLER et al., 2011; PARDEIKE; HOMMOSS: MULLER, 2009).

Devido a sua versatilidade e compatibilidade biologica, os NLCs tém sido
amplamente explorados como veiculos para antioxidantes, compostos fendlicos e agentes

anticancerigenos (SOUTO; MULLER, 2010; PAZIN et al., 2017). No contexto deste

trabalho, os NLCs foram desenvolvidos como um sistema carreador para o Artepillin C e
para o extrato de propolis verde, buscando otimizar a dispersdo, estabilidade e incorporacao

desses compostos bioativos em uma matriz lipidica estavel e funcional (PAZIN et al., 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Acido estearico (AE, Sigma-Aldrich), 4cido oleico (AO, Sigma-Aldrich), Tween 80
(T80, Sigma-Aldrich), miristato de miristila (MM, Croda), acido céaprico/caprilico (CCT,
Engenharia das Esséncias), Poloxamer 188 (P188, Sigma-Aldrich), extrato etanolico de
propolis verde (PROP), acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 4cido trifluoroacético (ATF,
Sigma-Aldrich). Unidade de filtragdo com poros de 10 kDa (Amicon, Merck Millipore). A
Artepillin C (ARTC) foi adquirida da Wako, Japdo. A fase aquosa utilizada neste estudo foi
preparada com agua Milli-Q (18,2 MQ-cm).

4.2 Métodos

Para a definicdo da formulacdo final, foi inicialmente conduzido um estudo
preliminar, esse estudo comparou os componentes da formulagdo, com diferentes tipos de
lipidios e surfactantes, e os métodos de preparo injecdo de solvente (SCHUBERT M.A. et
al.,) e emulsificagdo-ultrassonica¢do (DE MOURA L.D. 2021), com o objetivo de identificar

a formulacdo mais promissora para continuidade do projeto.

4.2.1 Comparac¢ao componentes formulacio e métodos

Inicialmente, foram avaliadas quatro formula¢des experimentais com varia¢des tanto
nos lipidios quanto no método de preparo:

e F1: acido estearico, acido oleico e Tween 80, preparadas por inje¢ao de
solvente;

e F2: mesma composi¢do lipidica da FI1, preparadas pelo método de
emulsificagdo-ultrassonicagao;

e F3: miristato de miristila, acido caprilico/caprico e P188, por injecao de
solvente;

e F4: mesma composi¢ao da F3, preparada por emulsdo-ultrassonicagao.

Todas as formulagdes foram avaliadas quanto ao tamanho de particulas (nm), indice
de polidispersao (PDI), potencial zeta (ZP) e concentragdo do ntimero de nanoparticulas
(NTA), com o intuito de identificar o sistema com melhor tamanho e mais homogéneo.

Além disso, como F3 e F4 (compostas por MM, ACC e P188), apresentaram os
melhores pardmetros, para comparagcdo entre os métodos, foram sintetizadas novas
formulacdes contendo o composto bioativo (ARTC, na concentragao de 1,6 uM), resultando

nas formulagdes F3,prc (Injecdo solvente) e F4,prc (Emulsdo-ultrasonicacdo) para avaliagdao
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da diferenga do método frente a eficiéncia de encapsulagdo (%EE) dos ativos por HPLC. E os
resultados obtidos subsidiaram a escolha da formulagdo com melhor desempenho para os
testes subsequentes, onde foram realizadas formulacdes controle (NLCc) formulagdes com

Artepillin C (NLCa) e formulagdes com extrato etandlico de propolis verde (NLCp)

4.2.2 Miscibilidade dos compostos ativos com os lipideos

Com o objetivo de selecionar a composi¢ao lipidica mais compativel com o extrato de
propolis verde, foi realizada uma avaliagdo preliminar de miscibilidade entre diferentes
lipidios so6lidos e liquidos. Os testes foram conduzidos utilizando apenas o extrato de
propolis, uma vez que seu principal composto bioativo ¢ o Artepillin C, responsavel pela
maior parte de suas propriedades fisico-quimicas e biologicas. Assim, o uso direto do extrato
foi considerado uma alternativa economicamente viavel, visto que o Artepillin C isolado
apresenta custo elevado. Seis combinag¢des de lipidios foram testadas, com variagdo na
concentracdo do composto ativo (PROP) de 2%, 4% e 6%, conforme especificado na Tabela
1.

As combinagdes 1 a 3 foram constituidas por AE (lipidio so6lido) e AO (lipidio
liquido), enquanto as combinag¢des 4 a 6 utilizaram MM (lipidio s6lido) e ACC (lipidio
liquido). O PROP foi adicionado diretamente a fase lipidica sob aquecimento a 70 °C e
submetido a agitacdo constante a 312 rpm por 12 horas, em agitador magnético, a fim de
favorecer a interagdo entre os componentes. A miscibilidade foi avaliada qualitativamente por
inspecao visual, com base na homogeneidade da mistura e na auséncia de separacao de fases,
precipitagcdo ou turvagao.

Tabela 1. Combinag¢des de lipidios solidos e liquidos utilizados nos testes de miscibilidade com o extrato de

propolis verde (PROP), nas concentragdes de 2%, 4% e 6% (m/m)

Combinacgdes AE (g) AO (g) PROP (g) ACC (g) MM (g)
1 (2%) 1,56 0,40 0,04 - -

2 (4%) 1,52 0,40 0,08 - -

3 (6%) 1,48 0,40 0,12 - -

4 (2%) — — 0,04 0,40 1,56

5 (4%) — — 0,08 0,40 1,52

6 (6%) - — 0,12 0,40 1,48
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4.2.3 Sintese das NLCs e métodos
4.2.3.1 Injecao de Solvente
Para as formulagdes preparadas pelo método de inje¢do de solvente (SCHUBERT M.A.

et al.,), com adaptacdes da técnica descrita. A fase aquosa foi composta por 16,6 mL de agua
milli-Q e tween 80 (5% m/m), previamente aquecida a 70 °C e agitada em agitador magnético.
Simultaneamente, a fase organica foi preparada contendo acido estearico (77% m/m) e acido
oleico (23% m/m), dissolvidos em etanol sob aquecimento (70 °C) e agitagdo. A fase orgéanica
foi entdo injetada lentamente na fase aquosa sob agitacdao continua, promovendo a formacgao

das nanoparticulas (Fig. 3).

= " "5 Aqueous

Lipid . phase+
phase [ ] surfactante
A—Eh

Mixing process with The organic phase was
Magnetic Stirrer then slowly injected
into the aqueous phase.

Figura 3. Ilustracdo esquematica do método de preparo das nanoparticulas lipidicas por injegdo de solvente. (1) O

Lipidic nanoparticles

Aquecimento simultaneo das fases lipidica e aquosa a 70 °C, (2) injegdo lenta da fase organica (lipidica) na fase
aquosa contendo surfactante, sob agitacdo magnética constante, (3) resultando na formagao de nanoparticulas

lipidicas estaveis.

4.2.3.2 Emulsificacao-ultrasonicacao
As formulagdes de NLC foram preparadas através do método de

emulsificagdo-ultrassonicacdo (DE MOURA L.D. 2021). Uma fase oleosa composta pelo

lipidio solido Miristato de Miristila (70% m/m), lipidio liquido acido céprico/caprilico (30%
m/m) e os ativos variaveis (ARTC ou PROP) em diferentes concentragdes, foi aquecida a 70
°C. A fase aquosa, contendo 10 mL de dgua milli-Q (v/v) e surfactante Poloxamer 188 (5%
m/m) foi aquecida até a mesma temperatura, ¢ ambas as fases foram misturadas sob agita¢ao
de alta velocidade (11.000 rpm) por 3 minutos em um homogeneizador Ultra-Turrax (IKA

Werke, Staufen, Alemanha). A mistura foi entdo sonicada por 20 minutos em um sonicador de
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ponta (ponta fina) Vibracell (Sonics & Mat. Inc., Danbury, CT, EUA) a 60 W e 20 kHz, em
ciclos alternados de 30 segundos (ligado/desligado), para evitar o superaquecimento da
amostra (Fig. 4). Ap6s o processamento, as amostras foram armazenadas a temperatura

ambiente (25 °C). Formulagdes controle (NLC.), sem ARTC e sem PROP, também foram

preparadas.
Water phase
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Figura 4. [lustraciao esquematica do método de preparo das nanoparticulas lipidicas por emulsio seguida de
ultrassonicagdo. (1) As fases lipidica e aquosa sao aquecidas a 70 °C e posteriormente (2) homogeneizadas por
mistura mecanica (3 min), (3) seguida de ultrassonicagdo (15 min), originando uma emulsdo fina e a subsequente

formagdo das nanoparticulas lipidicas.

A sintese das NLCs seguiu o principio da emulsificagdo de lipidios fundidos em fase
aquosa contendo surfactante, seguida por ultrassonicagdo e resfriamento, processo
amplamente descrito na literatura. Na formulacdo, o derretimento e mistura dos lipidios
solidos e liquidos ocorre a uma temperatura 5 a 10 °C acima do ponto de fusdo do lipidio
solido, formando-se uma fase lipidica homogénea (pré-emulsificagdo), etapa essencial para
criar uma matriz desordenada que favorece a encapsulagdo do farmaco e a estabilidade fisica

do sistema (FILTRIANI E.W. et al, 2024; CHAUHAN 1. et al., 2020). Em seguida, a

ultrassonicagdo ¢ aplicada a mistura lipidica aquecida em presenga de surfactante e fase
aquosa, promovendo cavitagdo e cisalhamento intensos que resultam em uma nanoemulsio

de tamanho reduzido e distribui¢des uniformes (baixo PDI) (AKADEMIA BARU P. et al.,

2015). Na ultima etapa, o sistema ¢ resfriado até a temperatura ambiente para solidificagdo
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das NLCs, dando estabilidade ¢ completando sua formagao (KHAN S., 2023; AJIBOYE
A.L.,2021).

Inicialmente, foi realizada uma pré-formulacio (piloto) com concentragdes reduzidas

dos ativos (PROP e ARTC).

e NLC. — controle (sem compostos encapsulados);

e NLGCp g mgm. — PROP encapsulado na concentragdo de 1,6 mg/mL;

e NLC, ¢, — ARTC encapsulada na concentra¢do de 1,6 pM.

Essas formulagdes foram derivadas da formulagdo F4, previamente selecionada com
base nos melhores resultados obtidos entre todas as formulagdes testadas (F1 a F4 € F3 ,qrc €
F4,rrc). A escolha foi fundamentada tanto nos parametros coloidais favoraveis (PDI,
tamanho e ZP), quanto na %EE. Com isso, a formulacio F4 (emulsdo-método
ultrassonicagdo) foi utilizada como base para os testes piloto, que incluiram avaliagdes de

estabilidade e demais caracterizagdes fisico-quimicas.

4.3 Caracterizaciao das NLCs
4.3.1 Determinac¢ao de tamanho de particulas, PDI, ZP e estabilidade coloidal

O tamanho das particulas (didmetro hidrodinamico) e o PDI foram determinados por
dispersdo dindmica de luz (DLS). O ZP ({) foi obtido por meio da mobilidade eletroforética,
utilizando um analisador Nano ZS90 (Malvern Instruments, Reino Unido).

Além das andlises instrumentais, foi realizada avaliagdo visual periddica, observando
alteragdes macroscopicas como formacdo de sedimentos, aglomeracdo, mudanca de
coloragdo, formacdo de gel, turbidez excessiva ou presengca de fungos, indicativas de
instabilidade coloidal. A estabilidade fisico-quimica e visual das formulagdes foi avaliada ao

longo de 190 dias (formulagdes pilotos), com armazenamento a 25 °C.

4.3.2 Concentracio do numero de nanoparticulas (NTA)

Para a determinagdo da concentragdo de nanoparticulas, foi utilizada a andlise de
Nanotracking, em um equipamento NS300 (NanoSight, Amesbury, Reino Unido) equipado
com um laser verde, a 532 nm. As amostras foram diluidas em 5000 vezes em dgua milli-Q e
medidas em triplicata, a 25 °C. Cerca de 0,3 mL de amostras foram injetadas na camara de
amostra e visualizadas em tempo real. As imagens das nanoparticulas foram capturadas em
forma de filme de 10 segundos, e as particulas rastreadas foram calculadas e representadas
em graficos. Os resultados obtidos estavam no grafico de tamanho ajustado por comprimento

de trajeto finito (FTLA) por concentragdo. A forma de filme de 10 segundos das
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nanoparticulas foi apresentada na forma de captura de imagem em 1° segundo e 8° segundo
para mostrar a visualizagdo em tempo real realizada pela NTA.

Como parte da metodologia, também foi calculado o parametro SPAN, que quantifica
a largura da distribuicdo de tamanhos das particulas e serve como indicador da uniformidade

da formulagao. O SPAN foi determinado pela Equagao 1:

SPAN = Dy, —D,, (1)
Dso
em que Dy, D5, e Dy, correspondem aos didmetros abaixo dos quais se encontram
10%, 50% e 90% das particulas, respectivamente. Valores menores de SPAN indicam
distribuicdes mais estreitas ¢ homogéneas, complementando a analise de PDI na avaliagdo da

estabilidade e da qualidade coloidal das NLCs.

4.3.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Medicoes de FTIR-ATR foram realizadas para caracterizar os grupos funcionais e
avaliar possiveis interagdes quimicas e reorganizagdo lipidica nos NLCs na presenga dos
compostos. Para cada medicdo, as amostras foram depositadas sobre o cristal ATR de um
espectrometro PerkinElmer Spectrum 100. Os espectros foram registrados com resolugdo de

4 cm™, utilizando a média de 16 varreduras no intervalo de 4000 a 500 cm™.

4.3.4 Difragao de Raios X (DRX)

A estrutura cristalina das NLCs (apos processo de liofilizacdo) e dos compostos
solidos da formulacdo (MM e P188) foi analisada por difragdo de raios X (XRD) (Rigaku
D/MAX-2100/PC) com radiacio CuKa (A = 1,5406 A), na faixa de 20 de 5°-45° e passo de
0,02°. As condigdes operacionais foram ajustadas para 40 kV e 30 mA. A técnica de XRD foi

empregada para avaliar a cristalinidade e a composi¢@o de fases das amostras.

4.4 Quantificacio de ARTC e Eficiéncia de encapsulacido em NLC

As quantidades de Artepillin C (ARTC) encapsulado, tanto na forma isolada quanto
presente no extrato de propolis, foram quantificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em coluna C18 (5 pum), utilizando uma fase movel composta por 0,1%
(v/v) de TFA em agua e acetonitrila, aplicada sob gradiente linear de 5% a 100% de

acetonitrila ou metanol ao longo de 60 min. O sistema operou com fluxo de 1 mL/min,
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volume de injecdo de 20 pL e detecg¢do realizada nos comprimentos de onda de 240 e 313
nm.

O método foi previamente validado, apresentando limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ) de 3,0 pg/mL e 9,0 ug/mL, respectivamente, o que assegura que as
concentracdes obtidas na andlise, expressas em unidades molares, se encontram dentro da
faixa de resposta confidvel do equipamento. Dessa forma, os resultados de quantificacdo
correspondem a valores detectdveis e quantificiveis de maneira precisa e reprodutivel,
garantindo a robustez do método empregado.

Para a quantificagdo do ARTC encapsulado, 0,2 mL de cada formulacao de NLC foi
diluida com acetonitrila ou metanol até o volume final de 1,8 mL (n = 3), assegurando a
ruptura das nanoparticulas e a completa liberagdo do composto. Apos centrifugacdo, o
sobrenadante foi analisado nas condi¢des cromatograficas descritas acima.

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) foi determinada por ultrafiltragdo-centrifugacao
(10 kDa; Merck Millipore). Aliquotas de 0,4 mL foram centrifugadas a 13.900 rpm por 10
min, e o filtrado, correspondente a fragdo ndo encapsulada, foi quantificado por HPLC. O
valor de EE% foi calculado a partir da razao entre a quantidade total de ARTC e a quantidade

de ARTC livre, de acordo com a equagao:

EE(%) = (quantidade total composto) — (quantidade livre composto) x 100 (2)
quantidade total composto

onde o total do farmaco ¢ a quantidade de ARTC quantificada na suspensao de NLC e
o farmaco livre representa a fragdo de ARTC nao encapsulada, determinada no filtrado.
Este sistema permite controlar o pH da fase moével e modular a retencdo dos

compostos ionizaveis (METZGER B., 2022). Este tipo de gradiente ¢ eficaz para separar

compostos de polaridades distintas, acelerando a eluicao dos mais hidrofobicos em tempo
adequado e melhorando a detectabilidade das substancias de interesse, como compostos

fenolicos e flavonoides presentes na propolis (SAWAYA A. C. H. FE. et al., 2011). O fluxo

ideal e o gradiente bem controlados permitem, portanto, que os compostos mais polares
eluam nos primeiros minutos, enquanto os mais hidrofobicos sdo separados ao longo da
corrida, resultando em um perfil cromatografico ordenado e eficiente.

O HPLC ¢ uma técnica analitica amplamente usada para separar, identificar e

quantificar componentes de misturas dissolvidas, com base nas diferencas de afinidade dos
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compostos entre a fase modvel (solventes) e a fase estacionaria (coluna, onde ocorre a

separagdo dos compostos) (AHMED R.. 2024).

Além disso, o sistema pode operar em dois modos distintos. No modo isocratico, a
composi¢do da fase movel permanece constante ao longo da corrida, o que ¢ adequado para
amostras simples. No modo gradiente, a propor¢dao de solvente muda ao longo do tempo,
geralmente aumentando a fragdo de solvente organico, o que acelera a eluicdo de compostos
retidos ¢ melhora a resolugdo em misturas complexas com ampla gama de polaridades.

(BASAK S. et al., 2025; ZISI C. et al., 2018). Como por exemplo, o PROP que possui tanto

compostos polares quanto apolares.

A modalidade mais empregada ¢ a cromatografia em fase reversa (RP-HPLC), a
separagdo dos analitos ocorre pela diferenga de afinidade entre uma fase. A fase estaciondria
¢ apolar (geralmente coluna C18) enquanto a fase movel € polar (como agua com solventes
como metanol ou acetonitrila). Compostos polares eluem primeiro, enquanto os mais apolares
tém maior retencdo na coluna e eluem mais tardiamente (AHMED R., 2024;: BASAK S. et
al., 2025)

O equipamento de HPLC ¢ composto por bombas de alta pressdo (variando de 0,1 a

5,0 mL/min), injetores manuais ou automaticos, colunas com diversas fases estacionarias e
detectores como UV-vis ou DAD, gerando um cromatograma onde cada pico corresponde a
um composto eluido. A area de cada pico, comparada com padrdes, permite quantificagdo dos
analitos A técnica ¢ amplamente usada na industria farmacéutica, ambiental e alimenticia,

entre outras (BIRD I. M. et al., 1989).

Além disso, quando estudamos o HPLC e a PROP, ¢ importante destacar os
compostos polares e apolares. Uma molécula ¢ considerada polar quando existe uma
distribuicdo desigual de cargas elétricas (um dipolo permanente) devido a diferenga de

eletronegatividade entre seus atomos (ISRAELACHVILI J. N. et al., 2011). Ja uma molécula

apolar tem distribui¢do uniforme de elétrons, ou possui geometria molecular simétrica que

cancela possiveis dipolos internos (TYKODI R.J., 1989).

No PROP, encontram-se tanto compostos polares (acidos fendlicos e flavonodides
hidroxilados), quanto apolares (terpenos € ARTC). A propolis € rica em compostos polares
polifendlicos, entre eles os acidos fenolicos (como o acido cafeico e o acido ferulico) e os
flavonoides hidroxilados (como quercetina, kaempferol e galangina). Esses grupos sao
caracterizados pela presenca de multiplos radicais hidroxila (OH) e carboxila (COOH), o que
confere polaridade e alta solubilidade em solventes aquosos e alcoodlicos (WIECZOREK
P.Pet al, 2022: SARAPA A. et al., 2025). Além disso, a PROP também contém uma fracao
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significativa de compostos apolares, composta principalmente por terpenos e terpendides,
além de triterpenos como lupeol e B-amirina, que apresentam longas cadeias hidrocarbonadas

hidrofobicas (KASOTE D. et al., 2022; BALASUBRAMANIAM A K. et al., 2025).

Entre os apolares, merece destaque o ARTC (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico),
pois apesar de possuir um grupo fendlico, sua estrutura ¢ dominada por duas cadeias prenil
hidrofébicas, conferindo carater lipofilico a molécula e baixa solubilidade aquosa

(BESERRA F.Pet al., 2021).

4.5 Cryo-TEM

A anélise morfoldgica das nanoparticulas foi realizada por microscopia eletronica de
transmissdo em condic¢des criogénicas (Cryo-TEM) no LNNano/CNPEM (Campinas-SP). As
amostras foram aplicadas sobre grades de cobre recobertas com filme de carbono perfurado,
previamente tratadas por descarga de brilho para aumentar a hidrofobicidade superficial. Em
seguida, o excesso foi removido com papel filtro e as grades foram vitrificadas por imersao
rapida em etano liquido resfriado com nitrogénio liquido, preservando a estrutura coloidal. As
amostras vitrificadas foram analisadas a temperaturas criogénicas, ¢ as imagens adquiridas

foram avaliadas quanto a morfologia, homogeneidade e presenca de agregados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Resultados dos estudos preliminares para selecio da melhor formulacio
5.1.1 Comparacgao fisico-quimicos e %EE das Formulac¢oes F1-F4

Na andlise comparativa quanto aos componentes da formulagdo (lipideos e
surfactante), as formulagdes F1 (inje¢ao solvente) e F2 (emulsdo-ultrassonicagdo), compostas
por AE, AO e T80, apresentaram desempenho insatisfatorio com PDI>0,400 e desvio padrao
elevado. Em contraste, F3 (injecdo solvente) e F4 (emulsdo-ultrassonica¢ao), formuladas com
MM, ACC e P188, apresentaram desempenho superior, com PDI <0,200 e tamanhos <130
nm, sendo considerados parametros ideais para continuidade. Os valores de PDI variam entre
0,0 (amostras perfeitamente uniformes) e 1,0 (amostras altamente polidispersas). Valores
iguais ou inferiores a 0,2 sdo geralmente considerados adequados para nanoparticulas
poliméricas, enquanto em sistemas lipidicos, como lipossomas e nanolipossomas, valores de

até 0,3 indicam boa homogeneidade da populagdo de particulas (DANAIEI M. et al., 2018).

Nos testes de miscibilidade com os compostos ativos, a composicdo F4 também
apresentou o melhor desempenho, reforcando a escolha desses componentes. Portanto, a
combinacdo de MM, ACC e P188 se destaca como base ideal para o desenvolvimento de
formulagdes estaveis e homogéneas.

Comparando-se  os métodos de preparo (injecdo de solvente e
emulsdo-ultrassonicag¢do), os métodos para a mesma base lipidica (AE, AO e T80), a F1
(produzida por inje¢do de solvente) apresentou os piores resultados, PDI >0,700, desvio
padrao >500 e tamanho de 450,6 nm, apesar de um ZP satisfatério de -14 mV. A F2, com os
mesmos lipideos, mas preparada por emulsdo-ultrassonicacdo, teve PDI ainda insatisfatério
(0,404), mas com tamanho reduzido (123,2 nm) e ZP de -5,43 mV (inferior ao da F1). Apesar
disso, a F2 apresenta desempenho superior em termos de homogeneidade e reducao de
tamanho, sendo mais favoravel no uso em aplicagdes terapéuticas.

Ao comparar F3 e F4, que utilizam os mesmos lipideos (MM, ACC e P188), para
observagdo da influéncia direta do método. A F3, produzida por injecdo de solvente,
apresentou bons resultados, com PDI <0,200, tamanho <130 nm e ZP de -6,43 mV. No
entanto, a F4, preparada com emulsdo-ultrassonicacdo, apresentou desempenho superior, com
PDI de 0,160, tamanho semelhante ¢ ZP mais estavel de -12,8 mV. Portanto, o método de
emulsdo ultrassonica¢do foi consistentemente superior, ndo apenas com AE e AO, mas
também com MM e ACC, sendo mais eficaz e ainda mais pratico, com maior rendimento e

menor complexidade operacional, sendo o método de escolha para continuidade.
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Além da escolha do método, foi possivel comparar a influéncia das combinacdes dos
constituintes da formulacdo nos resultados, sendo assim, ficou evidente que a combinacao de
lipideos MM, ACC e surfactante P188, se destacou nos resultados benéficos, sendo o de

escolha para continuidade. Todos os detalhes estao descritos na Tabela 2.
Tabela 2. Comparagdo das formulagdes F1 a F4 pelos valores de indice de polidispersividade (PDI), tamanho

hidrodindmico (nm) e potencial zeta (ZP, mV)

Tamanho (nm

ZP (mV)
140+ 1,5

Formulacoes

F1 (AE, AO, T80, Injecao
solvente)

F2 (AE, AO, T80, Emulsio
ultrassonicacdo)

F3 (MM, ACC, P188, Injecao
solvente)

F4(MM, ACC, PI188, Emulsio 0,160 = 0,02 110,8 = 16,3
ultrassonicacdo)

1232+ 12,3

0,205 £ 0,01

126,0 = 24,1

-12,8+0,2

Em relacdo a %EE, as formulagcdes F3 e F4 (por terem apresentado melhores
resultados) foram utilizadas como base para a incorporagdo inicial de compostos bioativos
(ARTC) na concentragdo de 1,6 uM, originando as formulag¢des F3 zzrc € F4 Agrc.

As formulagdes derivadas de F3, preparadas pelo método de inje¢dao de solvente,
apresentaram 0% de %EE. Ja as formulagdes derivadas de F4, obtidas por
emulsdo-ultrassonicacdo, apresentaram 100% de %EE (Fig. 5). Esses resultados demonstram
que o método de preparo tem influéncia direta na eficiéncia de incorporagdo, mesmo quando
a composi¢ao lipidica ¢ mantida.

Dessa forma, a formulagdo F4 foi selecionada para continuidade do estudo por
apresentar os resultados mais promissores entre todas as testadas, e deu-se continuidade com

as pré formulagdes piloto.
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Figura 5. Cromatogramas obtidos das formulagdes F3 sgrc € F44xr ap0s processo de filtragdo para separagdo do

ARTC livre e encapsulado. Os dados foram utilizados para calculo da %EE e analise comparativa.

5.1.2 Miscibilidade dos compostos ativos com os lipideos

O teste de miscibilidade foi realizado como andlise complementar. A escolha
adequada dos lipideos ¢ determinante para o sucesso na incorporacdo de ativos hidrofobicos
em sistemas nanoestruturados. A avaliagdo da miscibilidade entre o PROP e diferentes
composig¢oes lipidicas indicou que as combinagdes contendo MM e ACC (combinagdes 4 a 6)
apresentaram excelente compatibilidade (em conformidade com o HPLC), evidenciada por
sistemas visualmente homogéneos, sem sinais de separacdo de fases, precipitagdo ou
turvacdo, mesmo em concentracdes crescentes de ativo (2% a 6%). Por outro lado, as
combinagdes compostas por acido estedrico (AE) e acido oleico (AO) (combinagdes 1 a 3)
demonstraram instabilidade visual, sugerindo baixa afinidade entre os lipideos e o extrato
(Tabela 3 e Fig. 6).

Esses resultados reforgam a importancia da selecdo criteriosa dos excipientes lipidicos
durante o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados. Como destacado na literatura

(HALLAN et al., 2025), que destaca que nao sdo todos os lipidios que sao adequados para

diferentes ativos e devem ser pré-selecionados antes da formulacdo final. O que evidencia a

necessidade de triagens iniciais para garantir a compatibilidade entre os componentes e a
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estabilidade da formulacdo. Com base nesses achados, as combinagdoes 4 a 6 foram
selecionadas para as etapas subsequentes de desenvolvimento das nanoparticulas lipidicas.
Sendo assim, a utilizagdo de screening visual, apesar de simples, mostrou-se eficaz para a
selecdo inicial das combinagdes mais promissoras, corroborando sua aplicabilidade em

estagios iniciais de desenvolvimento de NLCs com extratos naturais.

Tabela 3. Resultado visual do teste de miscibilidade dos lipideos com o extrato de propolis verde

Combinagdes Observacao Visual Classificacao
1 (2%)

2 (4%)

3 (6%)

4 (2%) Homogénea Boa

5 (4%) Homogénea Boa

6 (6%) Homogénea Boa

MM eACC

Figura 6. Resultado visual do teste de miscibilidade dos lipideos com o extrato de propolis verde. 1. AE/AO

(2%); 2. AE/AO (4%); 3. AE/AO (6%); 4. MM/ACC (2%); 5. MM/ACC (4%); 6. MM/ACC (6%).

5.2 Resultados da formulacao selecionada

Nessa fase, foram realizadas as formulagdes pilotos com baixas concentragdes dos
ativos.
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5.2.1 Eficiéncia de encapsulamento e estabilidade coloidal das NLCs

Devido a sua baixa solubilidade em 4gua e limitada biodisponibilidade, o PROP ¢ o
ARTC requerem estratégias que aumentem sua aplicabilidade terapéutica. Uma abordagem
promissora ¢ sua encapsulacdo em NLCs, que oferece um ambiente lipidico favoravel para

melhorar a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco (KHAN S. et al., 2015).

A andlise da eficiéncia de encapsulamento revelou uma taxa elevada de encapsulacdo
do ARTC, superior a 95%. Esse resultado pode ser atribuido a forte afinidade entre o ARTC e
os componentes lipidicos, impulsionada por sua natureza lipofilica, o que favorece sua

interacdo com a matriz lipidica e minimiza sua exposi¢do ao meio aquoso (PAZIN W.M. et

al., 2021). Esses resultados estdo de acordo com relatos da literatura envolvendo compostos
hidrofébicos semelhantes, nos quais o ambiente lipidico demonstrou facilitar a estabilizagao e

o encapsulamento (CARVALHO F.V. de et al., 2022). A compatibilidade quimica entre o

farmaco e a matriz lipidica provavelmente contribui para a formagdo de um nanosistema
estavel, resultando em maior estabilidade e biodisponibilidade do ARTC.

Para avaliar mais detalhadamente as propriedades coloidais das formulagdes
desenvolvidas, foram analisados o tamanho de particula, o indice de polidispersao (PDI), o
potencial zeta (ZP) e a eficiéncia de encapsulacao (%EE). Conforme apresentado na Tabela 4,
os resultados mostraram-se promissores, com tamanhos médios entre 110 e 115 nm, valores
dentro da faixa nanométrica, oferecendo beneficios terapéuticos e permanecendo estaveis
durante todo o periodo analisado. Em relagdao ao PDI, as amostras de NLC apresentaram
valores dentro da faixa aceitavel (< 0,3), indicando boa uniformidade e auséncia de variagdes
significativas ao longo do tempo.

O potencial zeta (ZP), parametro importante para avaliar a estabilidade coloidal e

possiveis agregacdes por repulsdo eletrostatica (GORDILLO-GALEANO A. et al., 2021),

apresentou valores entre —12 e —21 mV. Apesar de pequenas variagdes, esses valores estao
dentro do esperado, ndo indicando instabilidades relevantes.

Adicionalmente, a andlise visual (Fig. 7) ndo evidenciou formacgdo de sedimentos,
aglomerados, alteracdo de coloragdo ou formagdo de gel durante todo o periodo de
observacdo. Esses resultados, aliados a estabilidade do tamanho e do PDI, refor¢am a
ausé€ncia de sedimentados e a boa estabilidade fisico-quimica das formulagdes.

A eficiéncia de encapsulacao (%EE), determinada por HPLC e quantificada através da
curva de calibragdo (Fig. 8) do marcador quimico ARTC, que apresentou tempo de retengdo
de 43,8 min (nas condi¢des com acetonitrila) (Fig. 9), indicou encapsulacdo total (100%),

uma vez que nao foram observados picos de retengdo correspondentes ao composto livre
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(Fig. 10). Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a separacdo dos compostos

ocorre em funcdo de suas interagdes com duas fases, sendo elas a fase movel, composta por

solventes organicos, ¢ a fase estacionaria, geralmente constituida por uma coluna de silica

modificada (como C18), de carater apolar. Em sistemas de fase reversa, como o utilizado

neste estudo, compostos mais apolares tendem a interagir mais fortemente com a fase

estaciondria e, portanto, apresentam maior tempo de retengdo, enquanto substincias polares

eluem mais rapidamente. O Artepillin C, por ser um composto lipofilico e pouco polar,

apresentou tempo de retengdo elevado, confirmando sua natureza hidrofébica e a eficiéncia

da separacao cromatografica. O valor de encapsulagcdo permaneceu inalterado apos 190 dias

de armazenamento a 25 °C. As informacdes detalhadas referentes a esses parametros estao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da caracterizacdo DLS e estabilidade ao longo de 190 dias das formulagdes de NLCs em

Formulacées

NLCC

PDI NLCA
NLCP

NLCC

Ta(r:llzil)ho NLCA
NLCP

NLCC

ZP (mV) NLCA
NLCP

NLCC

EE (%) NLCA
NLCP

1
0,160+0,007
0,138+0,027
0,1420,025

110,8+16,4
115,342,9
115,710,9
-12,8+0,2
-14,1£0,2
21,440,4
100%

100%

termos de tamanho, PDI, ZP e %EE.

31
0,168+0,017
0,181£0,012
0,18 £0,020
86,52428,64
99,28+ 9,18

108,846,18

-18,7+ 0,85

29,754 0,04
-16,5£0,6

Tempo (dias)

62
0,162+0,013
0,173+0,002
0,1770,006
87,22423,35
85,42+13,82
77,46£19,19

-12,241,04
-14,440,41
-12,940,7

110
0,144+0,019
0,147+0,013
0,126:£0,009

106,3+0,69
111,1£5,38
111,77,29
7,9120,23
-10,3+1,14
92+05

132
0,145+0,015
0,106£0,015
0,140+0,004

113,442,36
124,5+7,13
114,124,05
-6,10+0,44
-5,56+0,17
9,7+0,3

190
0,138+0,039
0,138+0,028
0,134+0,042

119,6+4,2
95,7+£37,8
99,2+1,40
-8,95+0,34
-11,8+0,92
-13.1£0.6
100%

100%
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Figura 7. Analise visual das formulagdes NLCs controle (NLCc), com prépolis (NLCr) e Artepillin C (NLCa) ao
longo de 190 dias.

Curva de Calibracio Artepillin C
Curva Artepillin C (240 nm)

A4000000,00 ) _57818x- 83624
Concentrac¢io (uM) Absorbéancia (mAU) 3500000,00 R*=0,9989
3000000,00
1543 3446340,33
2500000,00
94,3 2071629,67 2000000,00
23,57 369355,67 1500000,00
11,8 185988,00 1000000,00
5,9 66364,33 R
2,9 39021,67 ,SOOOOO:OO 0 50 100 150 200

Figura 8. Curva de calibracdo do marcador quimico Artepillin C (ARTC) obtida a 240 nm, relagao linear entre a
concentragdo (uM) e a absorbancia (mAU), descrita pela equacao da reta y = 22818 x — 83624 com coeficiente de

determinagdo R2=0,9989.

Prépolis Verde Artepillin C
l mAU\”r 4rm
. T T} 2400, 10
380+
500+
300
30007 .
250
2500
E 200
20007 > i
150~
1600 ]
] 100
10007
1 | 0
500 [ 1
1 _ [ LN ; [ | —_ — A _
Tempo de Retencio: 43,8 50 Tempo de Retencio: 43,8
500 , S — :
o 1 20 0 40 50 B0 min o 10 20 0 40 50 B0 min

Figura 9. Espectros HPLC no tempo de retencdo da ARTC (43,8 min).
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Figura 10. Espectro HPLC das amostras NLCs sem ativo (NLC¢) e com ativos NLCy ; ¢, € NLCp 1 6 /L.
apresentando o pico de reteng@o da Artepillin C para as formula¢des encapsuladas.

5.2.2 Determinacio do Tamanho e Quantificacdo de NLCs por Analise de Rastreamento
de Nanoparticulas (NTA)

As medi¢des de tamanho de particula obtidas por DLS foram complementadas por
analises via NTA, que forneceram dados adicionais sobre a distribui¢do de tamanho. Os
diametros médios no primeiro dia de sintese, determinados por DLS, foram de 110,8 nm para
a formulagdo NLCc, 115,3 nm para a NLCa e 115,7 nm para a NLCp, enquanto as andlises
por NTA indicaram valores ligeiramente maiores, de 149,7 nm, 162,5 nm e 158,6 nm,
respectivamente (Tabela 5). Apesar dessas diferencas, os valores permanecem dentro da faixa
nanomeétrica aceitavel.

A discrepancia entre os resultados obtidos por NTA e DLS estd relacionada aos
diferentes principios de medicdo de cada técnica. Embora ambas utilizem a equacdo de
Stokes-Einstein para estimar o didmetro hidrodindmico, o NTA rastreia particulas
individualmente, monitorando o movimento browniano por meio da iluminagdo a laser e da
detecgdo Optica de suas trajetorias, enquanto o DLS mede as flutuagdes da intensidade da luz

espalhada por um conjunto de particulas em suspensao (MCCOMISKEY K.P.M. et al., 2018;
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HOLE P. et al., 2013). Assim, as duas técnicas sdo complementares e frequentemente

empregadas em conjunto na caracterizagao de nanoparticulas.

Além de confirmar o tamanho das particulas, o NTA permitiu a determinagdo da
concentracdo de nanoparticulas. As concentracdes obtidas foram de 10x10" particulas/mL
para NLCc, 7,63x10" particulas/mL para NLCa e 9,36x10" particulas/mL para NLCP
(Tabela 5), indicando alta densidade de particulas, caracteristica essencial para a entrega
eficaz de compostos bioativos, mantendo a propor¢do lipidica. Esse comportamento foi

previamente descrito em sistemas semelhantes (GUILHERME V.A. et al., 2019), nos quais a

organizacao molecular das NLCs permite a integracao dos ativos a matriz lipidica sem alterar
significativamente o tamanho médio das particulas. Esses resultados reforcam a importancia
da quantificacdo de nanoparticulas na avaliacdo do comportamento das formulacdes e seu
potencial para aplicagdes biomédicas.

A andlise por NTA também possibilitou o calculo da distribuicdo de tamanho das
particulas, a partir da qual se obtém o indice SPAN (Eq. 1). Esse parametro reflete a largura
da distribui¢ao de tamanhos, sendo valores inferiores a 1,0 amplamente reconhecidos como
indicativos de boa uniformidade e homogeneidade do sistema (HOLE P. et al., 2013). No
presente estudo, os valores de SPAN encontrados foram de 0,77 para NLCC, 0,81 para
NLCA (1,6 uM) e 0,61 para NLCP (1,6 mg/mL) (Tabela 5), demonstrando que todas as
formulagdes apresentaram distribuicdo de tamanho adequada, ainda que com pequenas
variagdes entre os sistemas.

Esses achados estdo em conformidade com o estudo de CARVALHO F.V. de et al.
(2022), no qual NLCs contendo 6leo de copaiba e docetaxel também apresentaram valores de
SPAN abaixo de 1,0 via NTA, confirmando que o SPAN ¢ um pardmetro robusto de
caracterizacdo da uniformidade em NLCs. Assim, ele atua de forma complementar ao PDI
obtido por DLS, fortalecendo a interpretagdo conjunta da qualidade das formulacdes

desenvolvidas.

Tabela 5. Caracterizagdo DLS das formula¢des de NLC em termos de tamanho (nm) e concentragédo

(particula/mL) das formulagdes controle (NLCc) e com ativos (NLC, ;6 ) € (NLCp | 6 mg/me)

Formulacio Tamanho de Concentracio (x10" particles/mL) SPAN
particula (nm)

NLC, 149,7+ 3.1 10.0 x10" £ 0.11 0,77 £ 0,04

NLC, 1.6um 162,5+ 1.2 7.63x10" £ 0.17 0.81£0,03

NLCp 16 meme 158.6 + 1.8 9.36x107+0.11 0,61 +0,04
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Concentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)
Concentration (particles / ml)

T i i o -
60 700 0 00 200 300 400 500 600 700 ! !

S];;(nm) Size (nm) 0 100 200 300 400 SI;L:(nm;uu 700
Figura 11. Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) dos Nanocarreadores Lipidicos Nanoestruturados
(NLCs), mostrando a distribuigdo de tamanho e concentra¢do de particulas, obtida em triplicata. Em concentragéo

(particulas/mL) por tamanho das particulas (nm). (A)NLCc; (B) NLCa, 1,6 uM; (C) NLCp, 1,6 mg/mL.

--
--
--

Figura 12. Imagens do video em tempo real de 10 segundos de nanoparticulas, obtidas por NTA, foram
registradas no 1° e no 8° segundo. A) NLCc(1st); B) NLC(8th); C) NLC, 64w (Ist); D) NLCy 6 ,m(8th); E)
NLCP 1,6 mg/mL (ISt) and F) NLCP 1,6 mg/mL (Sth)

5.2.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR (Fig. 13 a Fig. 14) foi empregado para identificar os principais grupos

funcionais presentes nos componentes da formulag¢do lipidica (MM, ACC e P188), os
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compostos bioativos livres (PROP ¢ ARTC) e as amostras de NLC. e encapsuladas para
investigar possiveis interagdes intermoleculares decorrentes da encapsulacdo da PROP e
ARTC. Os espectros dos componentes livres foram interpretados para identificar suas bandas

de absorcao caracteristicas e a Tabela 6 resume as principais bandas observadas.

5.2.3.1 Interacio dos componentes da formulacio

Quando comparado os componentes da formulagdo (MM, ACC, P188) com a amostra
da NLCC (Fig. 16), verificamos que a matriz lipidica (lipidos sélidos, MM e liquidos, ACC)
apresenta bandas tipicas de ceras com absor¢gdes fortes a 2920 e 2850 cm™ atribuidas ao
estiramento assimétrico ¢ simétrico de CH»; banda intensa em 1740 cm™! relacionada ao
estiramento da carbonila (C=0) dos ésteres de acidos graxos; banda de deforma¢do de CH>
em 1460 cm™ e bandas de C-O entre 1160 e 1100 cm™. O sinal a 721 cm™ corresponde a
oscilagdao de balango de CH:. Essas bandas sao tipicas de lipideos e confirmam a auséncia de
grupos aromaticos (INVERNIZZ] et al., 2018).

O surfactante P188 apresenta espectro dominado pelo estiramento C—O—C dos blocos
polioxipropileno (PPO) e polioxietileno (PEG) (Fig. 13) em 1100 e 1040 cm™ e bandas de
CH2/CHs em 2880-2860 cm™. Além da auséncia de carbonilas, essas caracteristicas
distinguem o surfactante da matriz lipidica.

O espectro da NLCC resulta da sobreposicao das bandas da matriz lipidica e do P188.
As bandas de CH: (2920/2850 cm™), carbonila (1740 cm™), cisalhamento de CH: (1460
cm™'), C-O (1160-1100 cm™) e balangco de CH: (721 cm™') permanecem praticamente
inalteradas, indicando que a formulagdo base ndo contém compostos aromaticos
significativos, o que sugere auséncia de compostos fendlicos. Além disso, observa-se que o
surfactante se associa apenas fisicamente ao lipidio.

Devido as bandas caracteristicas do lipidio (C—H em 2850-2920 cm™ ¢ C=0 em 1730
cm') permanecerem praticamente inalteradas, sem deslocamentos relevantes ou formacao de
novas bandas, infere-se que ndo ocorreu ligacdo quimica entre o surfactante e a matriz
lipidica. Na NLCC, as bandas do surfactante (como C-O—-C em 1100 cm™) também se
mantiveram, mostrando que ele foi incorporado sem alteracdes estruturais.

As pequenas mudancgas observadas foram apenas de intensidade ou largura de pico,
tipicas de interacdes fisicas fracas, como forcas de van der Waals e pontes de hidrogénio.
Assim, pode-se concluir que o surfactante estd associado fisicamente a matriz lipidica, sem
formacdo de novas ligacdes covalentes, o que estd de acordo com estudos prévios em

NLC/SLN (GUPTA et al.. 2017: MULLER et al., 2007; PARDEIKE et al.. 2009).
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Figura 13. Espectros de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) dos componentes da formulagéo
(MM, P188, ACC) e das amostras de Carreadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCc, NLCa e NLCr). Os
espectros mostram as principais bandas de absorc¢do correspondentes aos estiramentos e deformagdes
caracteristicas dos grupos funcionais presentes em cada amostra, em transmitancia (%) por comprimento de onda

(cm™).

Tabela 6. Analise das principais bandas de absor¢ao no espectro de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) das amostras MM, ACC, P188 ¢ NLCc, indicando os comprimentos de onda (cm™) e as respectivas

atribuig¢des vibracionais dos grupos funcionais caracteristicos

Amostras Principais bandas FTIR (cm™)

MM 2920, 2850 (Estiramento simétrico e assimétrico CHz)
1740 (Estiramento de carbonila C=0 de ésteres)

1462 (Deformagao CH-)
1160-1100 (Banda C-O)
721 (oscilagdo CH.)
ACC 2920, 2850 (Estiramento simétrico e assimétrico CHz)
1745 (Estiramento C=0)

1478/1468 (Cisalhamento de CH:)
1183 (Banda C-O)
735/725 (Balango CHz)

P188 2880-2860 (Bandas CH2/CHs)

1100-1040 (C—O—C de polioxietilenos)

NLC. 2920, 2850 (Estiramento CH:
1740 (C=0)
1460 (CH>)
1160-1100 (C-O)
721 (CH>)

5.2.3.2 Interac¢ao dos compostos bioativos com as NLCs

De acordo com a literatura, a PROP apresenta bandas caracteristicas em
775e 1221 cm™ (vibragdes fora do plano de anéis aromaticos e estiramento C—QO), um grupo
de picos em torno de 1033, 1445, 1603 ¢ 1688 cm™' associados a estiramentos C-O, C=C e
C=0 de polifendis aromaticos, estiramentos O-H e N-H em 3309 e 2929 cm™. J4 a ARTC,

principal componente fenolico da propolis brasileira, por ser um derivado prenilado do 4cido
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cindmico, exibe espectro semelhante. Banda larga de O-H (3300 cm™), um grupo de picos
carbonilicos em 1688-1600 cm™!, vibragcdes aromaticas em 1600-1500 cm™ e bandas C-O
entre 1220 e 1000 cm™'. Sendo possivel verificar no espectro dos ativos (ARTC e PROP, Fig.
14) (PEZESHKI A. et al., 2014; ABDULLAH N.A. etal, 2019).

Grupo de picos 1600 e
1688: Vibragdes aromdticas.

Ay 1221: Estiramento C-O0
/ 775: Vibragtes fora
do plano de anéis
aromaticos
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)
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‘O 3300: O-H
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“«0

=

£

[0}

c
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[ \
Grupo de picos 1000 e 1220:
Estiramentos C-0O, C=C e C=0 de
polifenéis aromaticos

——ARTC
——PROP
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Figura 14. Espectros de FTIR das amostras ARTC e PROP, evidenciando as principais bandas de absor¢ao

associadas aos grupos funcionais caracteristicos.

Porém quando fazemos comparacdo desses compostos bioativos livres com NLCs
encapsuladas (NLC, 1,6 mg/mL e NLC, 4, ) (Fig. 15A), ndo foi possivel identificar de
forma nitida as bandas caracteristicas dos compostos bioativos nas regides esperadas (por
exemplo, as vibragdes aromdticas em torno de 1600-1500 cm™ e os estiramentos C-O em
1220-1000cm™. A auséncia desses sinais marcantes pode estar associada a baixa
concentracdo de PROP e ARTC nas amostras (pilotos) analisadas, de modo que as
intensidades dos picos dos ativos se aproximam do ruido de fundo da matriz lipidica. Assim,
os resultados indicam que, nas concentragdes prévias testadas, ndo se observam evidéncias
espectroscopicas robustas de interagdes quimicas entre os ativos e os componentes das NLCs.

Em formulagdes futuras com maior concentragdo de PROP ou ARTC, espera-se que as
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bandas especificas dos ativos se tornem mais evidentes, possibilitando avaliar melhor

eventuais interagdes e alteracdes no ambiente lipidico proporcionadas pela incorporagdo

dessas moléculas. Portanto, a presenga de PROP e ARTC foi confirmada pela analise

quantitativa (HPLC/UV). Ainda assim, algumas modificagdes discretas e sutis podem ser

notadas, como discutido na Fig. 15B.

Grupo de picos 1600 e
1688: Vibragdes aromaticas. 1100: Vibragoes aromaticas.

NLC P jaN

NLC A
e MW
>~
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i
= | ARTC
[ [ T [ T I T ] T [ T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

Figura 15A. Espectros FTIR comparando amostras com ativos livre (PROP e ARTC), controle (NLC,) e ativos

encapsulados (NLC, e NLC,).

Porém na regido caracteristica das vibragdes aromaticas (entre 1600 a 1800 cm™),

podemos identificar diferengas sutis, porém relevantes entre as amostras (Fig. 15.B).

Observa-se aumento da intensidade nos espectros das formulagdes NLC, e NLC, em relacao

ao controle (NLC(). Esse efeito decorre da sobreposi¢cao das bandas da matriz lipidica com as

vibragoes

aromaticas dos compostos encapsulados (ARTC e PROP), que contribuem

adicionalmente para a absor¢cdo nessa faixa, provocando um deslocamento discreto em

comparacao com a ARTC.
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Figura 15B. Espectros FTIR destacando as interagdes entre as amostras controle (NLC) e encapsulados (NLC, e
NLGCy).

5.2.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman foi empregada para investigar possiveis interagdes
moleculares entre a matriz lipidica e os compostos bioativos incorporados nos carreadores
lipidicos nanoestruturados (NLCs). A Figura 16 apresenta os espectros Raman das
formulagdes NLC controle (NLCc), NLC contendo extrato de propolis verde (NLCp) e NLC
contendo Artepillin C (NLCa).

Todas as formulagdes exibiram bandas Raman caracteristicas dos componentes
lipidicos, particularmente na faixa de aproximadamente 2850-2950 cm™, correspondentes as
vibragdes de estiramento C—H dos grupos metileno e metil, ¢ em 1440 cm™, atribuida as
vibracdes de flexdo CH: das cadeias de 4cidos graxos. Os picos observados em torno de 1650
cm™' e 1740 cm™ estdo associados, respectivamente, ao estiramento C=C de lipidios
insaturados e ao estiramento C=0O de grupos éster, confirmando a integridade da matriz
lipidica composta por miristato de miristila e acido caprilico/caprico.

Nas amostras NLCp e NLCa, foram observadas variacdes adicionais de intensidade e
novas caracteristicas em relacdo ao controle, indicando a incorpora¢do bem sucedida dos

compostos fenolicos provenientes da propolis e da Artepillin C. O aumento de intensidade
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proximo a 1600 cm™ esta relacionado ao estiramento aromatico C=C, tipico de estruturas
fenolicas e flavonoides presentes na propolis verde. De modo semelhante, a banda na regido
de 1200-1250 cm™ pode ser atribuida aos estiramentos C-O e C-C em sistemas
polifendlicos.

Para a formulagao NLCa, deslocamentos sutis € aumento de intensidade na regido de
1620-1630 cm™ sugerem a presenga da Artepillin C, cuja assinatura Raman inclui vibragdes
proeminentes do anel aromatico e estiramento conjugado C=C, caracteristicos de sua
estrutura de acido cinamico prenilado. Esses achados indicam que o composto ativo foi
incorporado com sucesso na matriz lipidica, sem causar perturbacdes significativas na ordem

cristalina dos lipidios.
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Figura 16. Espectros Raman dos carreadores lipidicos nanoestruturados (NLCs). (A) Espectros individuais do
NLCc (azul), NLCP (vermelho) e NLCa (preto). (B) Espectros sobrepostos para comparagio direta dos perfis
vibracionais do NLCc (azul), NLCP (vermelho) e NLCA (preto).

5.2.5 Difrac¢ao de Raio X (DRX)

Para fornecer informacgdes sobre a estrutura cristalina dos componentes solidos da
formulacao (MM e P188) e seu impacto na formulacdo das mesmas, foram realizadas analises
de difragdao de raios X em pd (DRX). Conforme mostrado nos padrdes de difracao (Figura
17), as matérias-primas usadas na sintese (MM e P188) exibem estruturas cristalinas. Os
picos de difracdo (Tabelas 7 e 8) para MM foram observados em 6,93°, 23,81° e 40,66°,
consistentes com uma matriz lipidica altamente cristalina. Esses picos correspondem a forma
polimorfica B', com valores de espacamento de 0,63 nm, 0,37 nm e 0,22 nm, respectivamente,

que permaneceram inalterados apds a sintese de NLC. Essa preservacdo da fase ' destaca a
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estabilidade estrutural do MM durante o processo de formulagao, conforme também relatado

na literatura (MURACA et al., 2023: WEISS et al.. 2008).

O P188, em contraste, apresentou dois picos principais em 19,18° e 23,40°,
indicativos de uma estrutura parcialmente cristalina, consistente com seu papel como

estabilizador (QIU et al., 2019; EMANUELE; BALASUBRAMANIAM, 2014).

As formulagdes de NLCs exibiram diferengas estruturais significativas. NLCC
mostrou picos de difracdo principais em 6,89°, 13,68°, 18,99°, 23,69° e 36,18°, indicativos de
uma matriz cristalina altamente ordenada. A organizagdo lamelar foi evidente nos picos em

18,99° e 23,69°, pois estes sdao caracteristicos de estruturas lipidicas ordenadas

(RODENAK-KLADNIEW et al., 2021).

A adi¢do de propolis (NLCp 1,6 mg/mL) resultou em mudangas notaveis na
intensidade e posicdo do pico, particularmente em 19,00° e 23,66°, sugerindo interagdes
moleculares entre os compostos fenolicos da propolis e a matriz lipidica. Essas interagdes
provavelmente levaram a uma reducdo na cristalinidade do sistema. Efeitos semelhantes
foram observados em sistemas NLC hibridos onde componentes bioativos induzem

imperfei¢des estruturais (LIU et al., 2011; FERREIRA et al., 2021).

Por outro lado, a incorporagdo de ARTC (NLCa 43,7 uM) causou mudangas mais
sutis, com menores impactos nos picos em 19,02° e 23,37°, indicando que este composto

interage menos com a matriz lipidica, preservando sua organizag¢ao cristalina.
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Figura 17. Difratogramas de raios X (DRX) dos componentes solidos e das formula¢des de NLCs. O componente

lipidico MM ¢ indicado em verde; o tensoativo Poloxamer 188 (POL) em rosa; a formulagdo NLCc em azul; a

formulagao NLCr em vermelho e a formulagdo NLCa em preto.

Tabela 7. Posigoes dos picos de difragdo (26) dos componentes e das formulagdes de NLCs obtidas por DRX

Componente 20 Posicio (°)
NLCC 6,89°; 9,20°; 11,46°; 13,68°; 18,99°; 21,44°; 23,69°; 29,94°; 36,18°; 40,75°; 42,63°; 44,95°
NLCA 6,85°;9,20°; 11,49°; 13,67°; 19,02°; 21,42°; 23,37°; 29,98°; 36,17°; 40,48°; 42,60°; 44,94°
NLCP 6,84°; 9,14°; 11,46°; 13,68°; 19,00°; 21,40°; 23,66°; 29,68°; 36,21°; 40,59°; 42,58°; 44,95°
MM 6,93°; 7,42°; 11,47°; 18,08°; 20,09°; 21,50°; 23,81°; 30,01°; 35,16°; 39,13°; 40,66°; 42,25°
P188 19,18°; 23,40°

Tabela 8. Posigdes dos picos, angulos 6 correspondentes e espagamentos interplanares d dos componentes puros

e das formulagdes de NLCs, determinados por difragdo de raios X (A = 0,154 nm)

Componente Posicao do pico (20) Angulo (0) Espacamento d (nm)
6,89 3,45 0,64
18,99 9,5 0,46
NLCC 21,44 10,72 0,41
23,69 11,84 0,19
40,75 20,38 0,22
6,85 3,43 0,64
19,02 9,51 0,46
NLCA 21,42 10,71 0,41
23,37 11,69 0,19
40,48 20,24 0,22
6,84 3,42 0,64
19 9,5 0,46
NLCP 21,4 10,7 0,41
23,66 11,83 0,19
40,59 20,29 0,22
6,93 3,47 0,63
21,5 10,75 0,41
MM
2381 11,91 0,37
40,66 20,33 0,22
P188 19,18 9,59 0,23
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23,4 11,7 0,19

5.2.6 CRYO-TEM

As imagens obtidas por Cryo-TEM (Figura 18) forneceram informagdes detalhadas
sobre a morfologia e a organizagdo estrutural das formulagdes de NLCs em seu estado
hidratado quase nativo. O processo de vitrificagdo preservou as nanoparticulas sem
introducdao de artefatos de coloragdo ou desidratagdo, permitindo a visualizagao precisa de
sua estrutura coloidal. A grade de suporte ¢ claramente visivel no fundo das micrografias,

confirmando que o filme vitrificado apresentava espessura adequada para a transmissao de

elétrons, mantendo a integridade estrutural das particulas.

Figura 18. Micrografias Cryo-TEM das formulagdes de NLCs. (A) NLC C, (B) NLC A, (C) NLCP.

Na amostra NLCc (Figura 18-A), observaram-se nanoparticulas esféricas com bordas
bem definidas e densidade eletronica uniforme. O contraste interno homogéneo sugere uma
matriz lipidica compacta, com organizacdo consistente em toda a particula. Nao foram
detectados sinais de deformacao, fusdao ou agregacao, reforcando a estabilidade coloidal da
formulagdo. ¢

A formulagdo NLCa (Figura 18-B) apresentou morfologia igualmente esférica. A
integridade dos contornos das particulas e a auséncia de agregacdo indicam estabilizacao
estérica eficaz. Esse comportamento corrobora evidéncias anteriores de que o P188 forma
uma barreira interfacial que minimiza o contato particula-particula por repulsdo estérica,
garantindo estabilidade coloidal mesmo em valores baixos de potencial zeta (Zhao & Li,
2025; Mehnert & Maéder, 2012; Agarwal et al., 2019). Esse mecanismo de estabilizacao

decorre da orientagdo estrutural do P188, em que os blocos PPO hidrofobicos se ancoram na
matriz lipidica enquanto os segmentos PEO hidrofilicos se estendem para a fase aquosa,
formando uma barreira estérica protetora que reduz a atracdo entre particulas (Mehnert &
Mider, 2012).

Na amostra NLCp (Figura 18-C), observou-se uma morfologia distinta, caracterizada
por particulas mais escuras e com maior densidade eletronica aparente. Esse contraste

acentuado pode estar relacionado a um possivel enriquecimento superficial do composto
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bioativo fendlico proveniente do extrato de propolis verde. Compostos fenolicos,
especialmente aqueles com estruturas aromaticas conjugadas, apresentam maior densidade
eletronica e podem contribuir para regides de contraste mais intenso quando distribuidos na
interface lipidica aquosa (Zhang et al., 2017; Veiga et al., 2017; Szliszka et al., 2013).

E importante destacar, contudo, que essa interpretagdo ndo implica a formacao de uma
camada superficial distinta ou a presenga de uma ‘“coroa” ao redor da nanoparticula. O
Cryo-TEM revela apenas variacdes locais de densidade, sem permitir a identificacdo
inequivoca de camadas quimicas ou moleculares. Assim, o contraste periférico observado
pode refletir uma leve redistribuigdo do composto bioativo durante a vitrificagdo ou
diferencas locais na espessura do gelo, fendmenos comumente relatados em analises

criogénicas de nanoparticulas lipidicas (Duché et al., 2023; Ruozi et al., 2011).

A variagdo no contraste e na distribui¢cdo das particulas ¢ compativel com a influéncia
do composto bioativo sobre o empacotamento molecular da matriz lipidica, efeito ja descrito
em sistemas NLC contendo compostos fendlicos e terpendides (Bodratti & Alexandridis,

2018: Ford et al.. 2023).

Quanto as dimensdes das particulas, os tamanhos aparentes observados por
Cryo-TEM foram geralmente maiores do que os medidos por DLS, discrepancia
frequentemente relatada em sistemas lipidicos nanoestruturados. O DLS mede o diametro

hidrodindmico das particulas em suspensdo aquosa (Souza et al., 2016), enquanto o

Cryo-TEM pode exibir particulas aparentemente maiores devido a variagdes na espessura do

gelo, projecdes sobrepostas ou efeitos residuais de carga (Duché et al., 2023; Ruozi et al.,

2011). Essas diferencas evidenciam o carater complementar das duas técnicas: o DLS fornece
informagdes sobre o comportamento hidrodinamico das particulas em suspensdo, enquanto o
Cryo-TEM revela detalhes morfologicos e estruturais diretos sob condi¢des vitrificadas e

quase nativas (Ruozi et al., 2011).

Em conjunto, as observagdes por Cryo-TEM confirmaram que todas as formulagdes
de NLC mantiveram sua integridade e morfologia esférica apds o processo de vitrificacdo. As
imagens forneceram evidéncias claras de diferencas estruturais entre as formulagdes,
refor¢ando o papel do surfactante e dos compostos bioativos na modulacdo da arquitetura
interna e da estabilidade coloidal dos sistemas NLC (Zhao & Li, 2025; Mehnert & Mider,
2012; Agarwal et al., 2019; Bodratti & Alexandridis, 2018; Ford et al., 2023; Souza et al.,
2016: Duché et al., 2023; Ruozi et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Este estudo desenvolveu e caracterizou com sucesso carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLCs) contendo Artepillin C (NLCa) e extrato de propolis verde (NLCp),
utilizando uma matriz lipidica composta por miristato de miristila, acido caprilico/céprico e
Poloxamer 188. O método de emulsdo seguido de ultrassonicagdo mostrou-se o mais eficiente
para a produgdo de nanoparticulas estdveis, resultando em sistemas com tamanho médio
inferior a 120 nm, baixo indice de polidispersidade (PDI < 0,2) e potenciais zeta entre —12 ¢
—21 mV, confirmando a estabilidade coloidal a longo prazo. Ambas as formulacdes
alcancaram 100% de eficiéncia de encapsulacdo, indicando forte afinidade entre os
compostos lipofilicos e a matriz lipidica.

As andlises por espectroscopia Raman, FTIR e difracdo de raios X (DRX)
confirmaram a incorporagdao dos compostos bioativos no sistema lipidico sem comprometer
sua ordem cristalina, sugerindo interagdes moleculares entre os compostos fendlicos e os
componentes lipidicos. A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) demonstrou ainda
altas concentragcdes de particulas e distribuicdo de tamanho uniforme, evidenciando a
reprodutibilidade e homogeneidade das formulagdes. As imagens obtidas por Cryo-TEM
confirmaram que todas as formulagdes de NLC mantiveram integridade estrutural e
morfologia esférica.

De modo geral, os resultados indicam que os sistemas de NLC desenvolvidos sdo
carreadores promissores para Artepillin C e extrato de propolis verde, mantendo integridade
estrutural, estabilidade e alta capacidade de encapsulagcdo. Esses achados destacam o
potencial desses nanossistemas lipidicos como plataformas eficazes de liberagdo, com

possiveis aplicagdes terapéuticas e cosméticas.
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