SP 5769 P. 186

2012

SP-PP-5768

|}

E:n .

VI Workshop da Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegocio

Rede

o \/ Nano

USO DE NANOPARTICULAS DE PROPOLIS PARA
ENCAPSULAR AZITROMICINA

DA SILVA, S. R."’; RAPOSO, N. R. B.'; LANGE, C. C.’; GERN, J. C.; BRANDL R. R."?; MATTOSO

L. H. C.%; RIBEIRO, C.>; BRANDAO, H. M.*
! Universidade Federal de Juiz de Fora, Brasil
? Embrapa Gado de Leite, Juiz de Fora, MG, Brasil
* Embrapa Instrumentagdo Agricola, Sio Carlos, SP, Brasil
*e-mail: humberto@cnpgl.embrapa.br

Projeto Componente: PC5 Plano de Agdo: PA6 e PA2

Resumo
O processo de nanoencapsulamento permite modificar a biodistribuigdo, conferir novas
caracteristicas e promover a liberagio sustentada de um farmaco. Nesse contexto, a
busca por novas matrizes para o nanoencapsulamento de principios ativos pode ser de
grande interesse para a industria farmacéutica. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o uso da propolis como matriz para 0 nanoencapsulamento da azitromicina e
avaliar sua agdo antibacteriana. Pode-se verificar que houve sucesso no encapsulamento
da azitromicina em nanoparticulas de propolis. Adicionalmente, a azitromicina
nanoencapsulada apresentou maior atividade bactericida quando comparada a
amtrom:cma em sua forma pura, porém mais estudos devem ser realizados a fim de
otimizar o encapsulamento do antibiético proposto.
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Introducio

Compostos biodegradaveis utilizados
com a intensio de promover a liberagdo
controlada de fdrmacos, aumentando o indice
terapéutico, conferindo novas caracteristicas e/ou
promovendo a liberagiio sustentada de farmacos sio
de grande importancia no campo biomédico [1].

Neste contexto, produtos naturais vém
despertando interesse de empresas e da comunidade
cientifica, basicamente por suas caracteristicas de
biocompatibilidade e biodegradabilidade [2].
Portanto, a prdpolis, por seu reconhecido efeito
terapéutico, biodegradabilidade e amplo uso na
medicina popular e fitoterapia animal e humana,
recebeu particular aten¢do de nossa equipe.

Para comprovar a hipétese de seu uso como
nanocarreador, nossa equipe escolheu a
azitromicina como modelo de fiarmaco a ser
encapsulado.
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A azitromicina € um antibidtico inibidor da
sintese proteica nos microrganismos sensiveis que,
ao ligar-se a subunidade ribossomal 50 S, impede a
fixagdo do RNAt ao ribossomo e, acaba por
bloquear o aporte de aminoécidos para a sintese
proteica [3]. Dessa forma, esse principio ativo
exerce predominantemente uma agio bacteriostatica
e, em determinadas concentragdes agdo bactericida
[4].

O objetivo desse trabalho foi encapsular a
azitromicina em nanoparticulas de propolis e avaliar
sua atividade antibacteriana.

Materiais e métodos

As mnanoparticulas de propolis foram
preparadas segundo metodologia previamente
descrita por Branddo e colaboradores [5]. A partir de
um extrato alcodlico de propolis a 2,75% (m/v),
previamente filtrado em filtro de nylon de 0,22
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micrometros. Posteriormente, adicionou-se uma
solugdo de azitromicina (0,83 mg/mL) ao extrato.
Sob agitagdo constante de 600 rpm, a mistura (1
mL) foi lentamente gotejada em 5 mL de solugdo
aquosa de alcool polivinilico a 0,3% (m/v).

Para  determinar a  eficiéncia  de
encapsulamento, a dispersio coloidal contendo
nanoparticulas foi centrifugada a 16300 G (RBS5
Sorval Isntruments). Quantificou-se a azitromicina
livce  sobrenadante por espectrometria no
ultravioleta-visivel em comprimento de onda de 226
nm (NanoDrop Spectrometer Thermo Scientific). A
taxa de encapsulamento foi determinada por
diferenga entre a azitromicina total e livre.

O tamanho médio, o indice de polidispersao
e o potencial Zeta das nanoparticulas foram
determinados por espalhamento de luz dindmico
(Zetasizer NANO ZS, Malvern Instruments
Limited).

A atividade antimicrobiana da azitromicina
nanoencapsulada e da azitromicina pura foram

determinados im  vifro em  amostras de
Staphylococcus  aureaus (estitpe  ATCC23273)
cultivadas em caldo Mueller Hinton. Para

determinar o ntimero de unidades formadoras de
colonia (UFC) utilizou-se dgar BHI (brainheart-
infusion) e, assim determinar a atividade bactericida
ou bacteriostatica.

Totlas as andlises laboratoriais foram feitas
em triplicata.

Resultados e discussido

As nanoparticulas contendo azitromicina
apresentaram tamanho médio de 322 nm, indice de
polidisper¢do de 0,26 ¢ potencial Zeta de -15,1 mV.
Pode-se observar que a nanoestruturacdo da
propolis proporcionou a formagdo de uma dispersido
coloidal homogénea. Por sua vez, o potencial Zeta
com mdédulo inferior a 30, sugere que a estabilidade
do sistema seja mantida por outras forgas que ndo a
eletrostatica, como por exemplo, interagdes
estéricas.

A partir da andlise espectrofotométrica do
sobrenadante da dispersdo coloidal, aferiu-se uma
eficiéncia de encapsulamento de 57%. A boa taxa
de encapsulamento da azitromicina pode ser
atribuida a sua baixa solubilidade em 4gua,
favorecendo, assim sua retengio no interior da
particula [6].

Quando nanoencapsulada, a azitromicina
apresentou atividade antibacteriana discretamente
superior a azitromicina livre, respectivamente 16
pg/mL e 32 ug/mL (tabela 1).

Tabelal: Atividade antimicrobiana (Staphylococcus
aureaus, estirpe ATCC23273) em cado Mueller
Hinton.

Concentragdo de azitromicina pg/mL

512 256 128 64 32 16 & 4
A - - S + + +
AP* - - - - - = + +
P - = + + + + 4+

A = azitromicina; AP = azitromicina nanoencapsulada em propolis; P = propolis
* O valor foi calculado em funglio du concentragdo de azitromicina nanoencapsulada

Para determinar o efeito bactericida ou
bacteriostatico dos tratamentos, as respectivas
diluigdes foram plaqueadas em agar BHI (tabela 2).

Tabela 2: Unidades formadoras de coldonia (UFC)
em agar BHI de amostras de Staphylococcus aureus,
ATCC23273.

.UFC nos tubos de origem
512 256 128 64 32 16 8 4
A o 0 o0 1 1 3 i i
AP* 0 0 0O 0 0 0 i i
P 0 0 i U T B S

A = azitromicina; AP = azitromicina mnucncnpsﬂ!ach em pnipolis; P= prépuﬁg o
* O valor foi caleulndo em fungiio da fo de azil icina nan lad
i= incontivel

A azitromicina quando utilizada em sua
forma pura apresenta atividade bactericida em
concentragdes iguais ou superiores a 128 pg/mlL,
observa-se também que o principio ativo exerce
atividade bacteriostatica entre as concentragdes de
64 pg/mL e 32 pg/mL. Ja a azitromicina
encapsulada em nanoparticulas de propolis
apresentou exclusivamente atividade bactericida, em
concentragdes iguais ou superiores a 16 pg/mL. O
aumento do efeito bactericida sugere uma agdo
sinérgica entre a azitromicina e a propolis, uma vez
que a propolis isoladamente necessita de muito mais
matéria seca para apresentar tal comportamento.

Conclusoes

Conseguiu-se demonstrar que a propolis apresenta
grande potencial de uso como material encapsulante,
todavia o padrio de liberagdo da azitromicina ainda
ndo foi determinado. Adicionalmente, a azitromicina
demonstrou efeito sinérgico com a propolis, 0 que
pode ser de grande interesse para a industria
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farmacéutica veterinaria e humana. Todavia, mais
estudos devem ser feitos para otimizar a eficiéncia
de encapsulamento das nanoparticulas de propolis.
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