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RESUMO

A nanotecnologia tem sido amplamente utilizada no desenvolvimento de novas
terapias antifungicas, e entre elas, as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém se
destacado. A prépolis verde, coletada por abelhas africanizadas a partir dos brotos do
alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia), é valorizada devido a sua composi¢ao
quimica distinta. Apesar da reconhecida eficacia das AgNPs contra diferentes
patdgenos, ainda ha poucos estudos sobre as AgNPs modificadas com extrato de
propolis verde e seus potenciais aplicagdes antifungicas. Este estudo propde a
biossintese, caracterizacdo e avaliagdo da atividade antifungica de AgNPs
modificadas com extrato de propolis verde. Utilizando um planejamento fatorial 23, o
estudo buscou determinar as condi¢des ideais para a sintese de AgNPs, considerando
trés variaveis: concentracao de nitrato de prata (AgNO3) (250 e 500 pM), velocidade
de agitacao (500 e 1500 rpm) e concentragao de extrato de prépolis verde (EPV) (240
e 480 ug.mL"). A formagao de AgNPs foi confirmada pelo surgimento da caracteristica
banda de ressonancia de Plasmon de superficie da prata no espectro UV-visivel e
pela mudanga de cor da solugao. A analise por Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)
mostrou que a maioria das particulas tinham tamanhos entre 10 e 100 nm, com um
pico de intensidade em torno de 40-50 nm. Além disso, a adsor¢do dos compostos
fendlicos e flavonoides presentes no extrato de prépolis verde resultou em um
Potencial Zeta médio negativo de 41 a 68 mV, sugerindo uma alta estabilidade da
suspensao coloidal. As AgNPs modificadas com propolis verde demonstraram
atividade antifungica eficaz contra Candida albicans em estudos in vitro. Os resultados
indicaram que a concentragcdo de nitrato de prata influencia a estabilidade da
suspensao e a capacidade de as AgNPs resistirem a aglomeracéo e a sedimentagao.
Estes achados destacam o potencial das AgNPs modificadas com extrato de prépolis

verde para futuras aplicagcdes em ambientes bioldgicos e industriais.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata (AgNPs); propolis verde; biossintese de

nanoparticulas; atividade antifungica; compostos fendlicos; flavonoides.



ABSTRACT

Nanotechnology has been widely used in the development of new antifungal therapies,
among which silver nanoparticles (AgNPs) have stood out. Green propolis, collected
by Africanized bees from the buds of the field rosemary (Baccharis dracunculifolia), is
valued for its distinctive chemical composition. Despite the recognized effectiveness of
AgNPs against various pathogens, there are still few studies on AgNPs modified with
green propolis extract and their potential antifungal applications. This study proposes
the biosynthesis, characterization, and evaluation of the antifungal activity of AgNPs
modified with green propolis extract. Using a 2* factorial design, the study sought to
determine the ideal conditions for the synthesis of AgNPs, considering three variables:
silver nitrate (AgNO3) concentration (250 and 500 uM), stirring speed (500 and 1500
rom), and green propolis extract (EPV) concentration (240 and 480 pg.mL™"). The
formation of AgNPs was confirmed by the emergence of the characteristic silver
surface Plasmon resonance band in the UV-Visible spectrum and by the color change
of the solution. Analysis by Dynamic Light Scattering (DLS) showed that most particles
had sizes between 10 and 100 nm, with a peak intensity around 40-50 nm.
Furthermore, the adsorption of phenolic and flavonoid compounds presents in the
green propolis extract resulted in a negative average Zeta Potential of 41 to 68 mV,
suggesting a high stability of the colloidal suspension. The AgNPs modified with green
propolis showed effective antifungal activity against Candida albicans in in vitro
studies. The results indicated that the silver nitrate concentration influences the
suspension stability and the ability of AgNPs to resist agglomeration and
sedimentation. These findings highlight the potential of AQNPs modified with green

propolis extract for future applications in biological and industrial environments.

Keywords: silver nanoparticles (AgNPs); green propolis. nanoparticle biosynthesis;

antifungal activity; phenolic compounds; flavonoids.
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1 INTRODUGAO

Recentes avancgos e descobertas em nanociéncia e nanotecnologia mudaram
radicalmente varios aspectos na vida dos seres humanos, desde sua introdugao em
1959 por Richard Feynman (WYSER et al., 2016).

As nanoparticulas metalicas (NPMs) sédo foco intensivo de pesquisas, devido
as suas propriedades optoeletronicas, fisico-quimicas e grande campo de aplicagdes
(GANAIE S. U. et al., 2015). No centro das pesquisas estdo a sintese, caracterizacao
e aplicagao de novos nanomateriais e nanoparticulas (HUANG et al., 2018).

Em particular, as nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo cada vez mais utilizadas
para diversas aplicagdes, por exemplo, como agentes antibacterianos, na industria de
alimentos como componentes de embalagens e como agentes anticancer, na industria
farmacéutica, devido as suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas exclusivas
(ZHANG et al., 2016; CHERNOUSOVA S. AND EPPLE M., 2013).

Diante da crescente demanda, diversos métodos de sintese foram
desenvolvidos, dentre eles métodos quimicos, fisicos e biolégicos. Embora os
métodos quimicos e fisicos existentes sejam satisfatérios, esses processos
geralmente envolvem grandes gastos de energia e sao perigosos, exigindo controles
rigorosos. Além disso, a sintese de AgNPs usando métodos quimicos pode gerar
algumas espécies quimicas toxicas nos AgNPs, o que pode afetar seu uso na
fabricacado de alimentos ou na medicina (GANAIE S. U. et al., 2015).

Entre os varios métodos de sintese de AgNPs, os métodos biolégicos parecem
ter abordagens simples, rapidas, atoxicas, confiaveis e ecologicamente corretas, que
podem produzir tamanhos bem definidos e morfologia em condigdes otimizadas para
pesquisa translacional. Além disso, os AgNPs biologicamente preparados mostram
altos rendimento, solubilidade e estabilidade (GURUNATHAN, et al., 2015).

A gama de materiais biologicos utilizados na sintese de NPMs é bastante
diversificada, abrangendo desde folhas, flores e cascas de plantas até fungos e
bactérias (GANAIE, S. U. et al., 2015; SIERRA et al., 2016). Dentre esses, a propolis
ganha destaque, principalmente devido a sua rica composigao quimica que inclui
compostos fendlicos e flavonoides. Esses componentes sdo capazes de reduzir ions
metalicos, agindo como eficazes agentes redutores (ABBASI, 2015).

Produzida pelas abelhas ha milhées de anos, a propolis € um produto natural
das colmeias que vem sendo valorizado e utilizado pela humanidade desde os

primérdios das civilizagdes. Seu valor advém de suas conhecidas propriedades
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farmacoldgicas e beneficios para a saude (GHISALBERTI 1979; MARCUCCI 1995;
PARK et al., 2000).

No Brasil, os tipos de propolis mais estudados sdo a verde e a vermelha,
escolhidos principalmente por suas composicdes quimicas e principios ativos. A
prépolis verde, em particular, € especialmente encontrada no sudeste do pais e é
conhecida por seu componente chave, o Artepillin C. Gragas a sua eficacia no
combate a varios microrganismos e a sua potente atividade antioxidante, € altamente
valorizada no mercado internacional, movimentando milhdes de ddlares anualmente
(FERREIRA J. M. et al., 2018; NISHIKAWA et al., 2020).

A integracao da propolis verde com a nanotecnologia na medicina abre um
amplo espectro de possibilidades, derivadas das caracteristicas inerentes aos nano-
aditivos, que proporcionam novas funcionalidades. Nesse contexto, a biossintese de
AgNPs utilizando prépolis verde é promissora e possui grande potencial de aplicagéo.
Além disso, a propolis verde é conhecida por suas propriedades antifungicas, que

podem aumentar ainda mais a eficacia das AgNPs em diversas aplicacbes médicas.

1.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a biossintese e
caracterizacao de nanoparticulas de prata modificadas com prépolis verde (AgNPs-
mPV) para maximizar a sua eficacia antifungica.

De forma mais especifica, os objetivos sao otimizar o processo de biossintese
das AgNPs-mPV utilizando anadlise estatistica multivariada, caracterizar as AgNPs-
mPV em termos de tamanho, distribuicdo e carga superficial, usando técnicas como
o Espalhamento de Luz Dinamico (DLS), espectroscopia UV-Visivel para identificar as
bandas de Ressonéancia de Superficie Plasmobnica (SPR), e analise do potencial Zeta
para determinar a estabilidade das particulas em solugdo.Além disso, avaliar a
atividade antifungica das AgNPs-mPV contra a Candida Albicans, um fungo
patogénico comum e através de analise bibliométrica conhecer o estado da arte da

tecnologia do presente trabalho.

1.2 Justificativa

O surgimento recente de microrganismos resistentes, incluindo certos tipos de
fungos, virus e bactérias, tem se acelerado de maneira preocupante, representando
um potencial risco a saude de humanos, animais e plantas. As nanoparticulas

metalicas tém atraido grande atengao devido ao seu pequeno tamanho e a extensa
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area de superficie em relagao ao volume, que conferem propriedades fisico-quimicas
Unicas a essas particulas. Entre as nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas de
prata (AgNPs) tém sido objeto de pesquisa em diversas areas, gragas a suas
caracteristicas notaveis, tais como condutividade elétrica, estabilidade quimica,
atividades catalitica e antibiotica (ABDELGHANY T. M. et al., 2018; NISAR A. et al.,
2022; OLEKSANDRA P. et al., 2020).

Diante da crescente demanda por processos nao téxicos e eco-friendly para a
sintese de nanoparticulas metalicas (NPMs), que visam minimizar ou eliminar o uso
de energia e compostos orgéanicos prejudiciais, os métodos de sintese bioldgicos se
destacam. Conhecidos também como biossintese, estes procedimentos sao
geralmente simples, rapidos, atoxicos, confiaveis e ecologicamente viaveis, sendo
capazes de produzir nanoparticulas com tamanhos e morfologia bem definidos sob
condigbes otimizadas para pesquisa translacional (ABDELGHANY T. M. et al., 2018;
ROY, A, et al. 2019).

Diversos materiais sao utilizados na biossintese de AgNPs, abrangendo folhas,
flores, frutos e cascas de plantas até fungos e bactérias. Esses processos sdo
mediados por componentes bioldégicos com capacidade de reduzir ions metalicos
(ABBASI, 2015). A propolis verde, produzida por abelhas africanizadas, através da
coleta de brotos do alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia) tem despertado
interesse de cientistas no mundo inteiro recentemente, gracas as suas vastas
propriedades bioldgicas, da composigcdo rica em compostos bioativos, e do
componente chave, Artepillin C, substidncia com propriedades antioxidantes e
antiangiogénicas (AHN et al., 2009; MENEZES H., 2005; PARK Y. K. et. al., 2004).

Neste contexto, a prépolis verde surge como uma alternativa promissora na
biossintese de AgNPs, contribuindo para o desenvolvimento de novos produtos
inovadores e aprimoramento de produtos comerciais existentes destinados ao uso

medicinal.
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2 REVISAO DE LITERATURA
A revisao de literatura sobre biossintese de nanoparticulas de prata foi feita

utilizando a plataforma Web of Science e Lens.org.

2.1 Nanomateriais

Nanomateriais sdo criados a partir de blocos de nanoparticulas e podem ser
definidos como um conjunto de substancias em que pelo menos uma dimensao é
menor que 100nm. Contudo, entidades de algumas areas, como 0 meio ambiente e
saude por exemplo, preferem uma faixa de tamanho mais ampla, que vai de 0,3 a 300
nanémetros para delimitar os nanomateriais, oferecendo assim mais oportunidades
para pesquisas € um entendimento mais aprofundado de todos os nanomateriais.
Além disso, possibilita avaliar se algum nanomaterial apresenta preocupagdes para a
saude humana e em que faixa de tamanho isso ocorre. A Figural apresenta uma
comparagao do tamanho dos nanomateriais com algumas espécies naturais e
biolégicas. (KUMAR, N. AND KUMBHAT, S., 2016).

Figura 1. Comparacado de tamanho de objetos, nanomateriais e biomoléculas.
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Fonte: Adaptado de KUMAR, N. AND KUMBHAT, S., 2016.

As nanoestruturas sao sistemas de nanomateriais organizados em escala
nanomeétrica com um padrao especifico, que podem incluir nanoesferas, nanotubos,
nanorods, nanofios e nanobelts. Esses materiais sdo classificados de acordo com a
sua dimensionalidade, podendo ser zero, uma, duas ou trés dimensdes (usar nos
resultados) (NARENDAR, S. et al., 2010; KUMAR, N. AND KUMBHAT, S., 2016), com

exemplos tipicos ilustrados na Figura 2.



18

Figura 2. Exemplos tipicos mostrando dimensionalidade variada em nanomateriais: (a)
fulereno; (b) ponto quantico; (c) aglomerado metalico; (d) nanotubo de carbono; (e) nanotubo
de oxido metalico; (f) grafeno; (g) nanofitas de dxido metalico; (h) nanodiamante; (i) estruturas

metdlicas organicas (MOFs).
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Fonte: KUMAR, et al., 2016.

As nanoparticulas tém sido objeto de estudo desde o inicio dos anos 90, e vém
ganhando destaque devido a sua importancia tecnologica, sendo utilizadas por
exemplo como nanocarreadores de drogas, podendo ser encapsuladas dentro ou na
superficie de moléculas pequenas, tais como genes, biofarmacos e agentes de
diagnéstico e imagem (CRAUSTE-MANCIET S. et al. 2013; HADINOTO K. et al.,
2013; SUN X. et al., 2008).

Os nanocarreadores comumente empregam diferentes sistemas matriciais
(materiais nanoestruturados) e arquitetura composta por polimeros (nanoparticulas
poliméricas), lipossomas (nanoparticulas lipidicas soélidas, cubossomos, niossomos,
dentre outros) (BZYLINSKA U. et al., 2014; DO NASCIMENTO T. G. et al., 2016),
nanoparticulas metalicas (nanoparticulas de silicio, ouro e prata por exemplo),
nanotubos de carbono e pontos quanticos (HUANG P. et al., 2011; KABA S. |. et al.,
2015).

Nos ultimos 10 anos, os pesquisadores deram grande atengao ao campo da

nanotecnologia, que trabalha com a sintese, caracterizagdo e aplicagdo de
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nanodispositivos e nanomateriais (ROCO M. C., 2003; SHAMELI K. et al., 2015;
SILVA G. A., 2004).

Os nanomateriais podem sofrer novas mudancas quimicas e fisicas em sua
estrutura como resultado de seu tamanho menor, indicando aumento da reatividade e
solubilidade (BARSOLA B. AND KUMARI P., 2022).

2.2 Nanoparticulas metalicas

Os metais nobres, tais como platina, ouro, paladio, prata, rodio, ruténio, iridio e
0smio, sdo comumente empregados na sintese de NPMs devido as suas propriedades
de resisténcia a corrosédo e a oxidagao em condigbes de ar umido. Adicionalmente,
em comparagao com metais de transicao, como ferro, niquel e cobalto, as NPMs
obtidas a partir de metais nobres apresentam uma menor citotoxicidade para
aplicagcdes em areas como a biologia e o meio ambiente (BARBOSA V. T. et. al., 2019;
KAGITHOJU, S. et al., 2015).

A sintese e aplicagao de NPMs tém atraido o interesse de diversos setores da
industria devido as suas propriedades elétricas, magnéticas e 6pticas, principalmente
ciéncias biomédicas e engenharia por causa de seu enorme potencial em
nanotecnologia, abrindo uma ampla gama de aplicagbes em biotecnologia,
biomedicina e farmacologia (AHMAD M. B. et al., 2009; KOGAN M. J. et. al., 2007;
MODY V.V. et al., 2010).

As propriedades opticas se destacam pela banda SPR que permite a absorgcao
na regido visivel do espectro para nanoparticulas maiores que 2 nm. O fenbmeno de
SPR é causado pela oscilagao coletiva de elétrons em resposta a um campo elétrico
de luz, resultando em uma absorgdo na regido visivel do espectro que varia
dependendo do tamanho e forma da nanoparticula. As NPMs possuem nucleos
ibnicos com elétrons livres, que quando iluminados geram um dipolo elétrico na
superficie, causando a oscilagao coletiva de elétrons (BARBOSA V. T. et. al., 2019;
GARCIA, M. A., 2011; SIGNORI et al., 2010; ZHANG J. Z. AND NOGUEZ C., 2008).

Apesar de todos os metais na forma de nanoparticulas possuirem essa
propriedade, Au, Ag e Cu mostram um aumento na magnitude e nitidez da banda de
SPR, o que da uma melhor resolugdo de deteccdo apesar da resposta do SPR
semelhante. As nanoparticulas de ouro e prata sdo as mais estudadas nessa area

devido a sua facilidade de sintese e robustez, além disso as AgNPs tém uma
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vantagem adicional como melhores dispersores em comparagdo com nanoparticulas
de ouro do mesmo tamanho (LEE K. S. et al., 2006; MOORES et al., 2006).

2.3 Nanoparticulas de prata

Dentre as varias NPMs, as de prata tém se destacado devido a sua excelente
atividade antimicrobiana a partir de uma abordagem baseada na nanotecnologia. Por
exemplo, os ions de prata podem se ligar a paredes de peptidoglicanos bacterianos
carregados negativamente e podem se difundir em células bacterianas e se ligar a
bases de DNA, levando a morte bacteriana e/ou inibindo os processos de replicacao
e transcri¢cdo, impedindo assim a produgao bacteriana adicional (SHRIVASTAVA S.,
et al., 2007).

Além disso, a geracao de espécies reativas de oxigénio, que levam a processos
de nanotoxicidade também €& um mecanismo antimicrobiano bem estabelecido. As
principais desvantagens que limitam o uso da AgNPs sao sua facilidade de agregacéao
e a liberagao descontrolada de ions de prata e seu potencial de citotoxicidade (SILVA
A. R. AND UNALI G., 2011).

Entretanto, a biossintese de nanoparticulas de prata surgiu como uma
alternativa para reduzir os problemas citotdéxicos e ambientais decorrentes de sua
sintese quimica, utilizando produtos naturais como agente redutor e estabilizador
(PFEIFFER P. M., et. al., 2022).

Em 2021, o valor do mercado mundial de nanoparticulas de prata foi de US$
2.052,10 milhdes. A perspectiva futura indica que esse mercado movimentara cerca
de US$ 5.291,10 milhdes em 2027, com uma taxa de crescimento de 16,50% durante
o periodo de 2022 a 2027 (IMARC, 2022).

2.4 Sintese de Nanoparticulas Metalicas

As rotas para a sintese de nanoparticulas metalicas podem ser divididas em
duas abordagens basicas de sintese, “top-down” e “bottom-up”. Os métodos “top-
down” envolvem a criagdo de estruturas em nanoescala a partir de material
particulado, reduzindo seu tamanho por meio de “cortes” para atingir as dimensdes
desejadas. Em vez disso, abordagens “bottom-up” s&o técnicas sintéticas que utilizam
os componentes moleculares, atdmicos ou idnicos para produzir nanoparticulas. Além
disso, as técnicas de sintese podem ser categorizadas de acordo com 0s processos
usados, sejam eles métodos fisicos, quimicos ou biolégicos (Figura 3) (BISWAS A. et.
al., 2012; PRYSHCHEPA O. et al., 2020).
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Figura 3. Os principios de sintese de AgNPs.
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Embora os métodos quimicos e fisicos existentes sejam satisfatorios, esses
processos geralmente envolvem grandes gastos de energia e s&o perigosos, exigindo
controles rigorosos. Além disso, a sintese de AgNPs utilizando os métodos quimicos,
podem gerar toxicidade nas AgNPs, o que pode afetar seu uso na fabricagao de
alimentos ou na medicina (GANAIE S. U. et al., 2015) e gerar residuos téxicos
derivados dos agentes redutores e estabilizantes que sdo usados em sua fabricagao
(ROY A. et al., 2019).

O método quimico para a sintese de AgNPs geralmente utiliza um método de
reducdo quimica (GUZMAN M. G. et al., 2009; SHAMELI K., 2010). Métodos fisicos
para preparar nanoparticulas podem ser feitas utilizando a irradiagdo como um agente
redutor (ELSUPIKHE R.F. et al., 2015).

2.5 Biossintese de AgNPs

A biossintese refere-se a produg¢ao de nanoparticulas por meio de um processo
envolvendo uma molécula natural como agente redutor e sais metalicos (PINAR T.S.
et al., 2018).

Os métodos biologicos para sintese de AgNPs parecem ter abordagens

simples, rapidas, atoxicas, confiaveis e ecologicamente corretas, que podem produzir
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tamanhos bem definidos e morfologia em condi¢gdes otimizadas para pesquisa
translacional. Além disso, os AgNPs biologicamente preparados mostram altos
rendimento, solubilidade e estabilidade (GURUNATHAN et al., 2015). A principal
diferenca da biossintese, é a escolha do material biolégico para uso, que podem ter
ambas as capacidades de reducdo e estabilizagdo, reduzindo os processos em
comparagao aos métodos quimicos e fisicos (BARBOSA V. T. et. al., 2019).

Os materiais biolégicos usados sao muito diversificados, variando desde
extratos vegetais de folhas, flores e cascas, até algas e microrganismos como fungos
e bactérias (GANAIE S. U. et al., 2015; HASAM K.M.F. et. al., 2022; SIERRA et al.,
2016; VIJAY P., et al., 2015).

O uso de plantas como montagem de produgcdo de AgNPs tem chamado a
atencao, devido ao seu protocolo rapido, ecologicamente correto, ndo patogénico e
econdmico, fornecendo uma técnica de etapa unica para os processos biossintéticos
e contendo importantes fitoquimicos usados como agentes redutores para a sintese
de AgNPs (ABDELGHANY T.M., et al., 2018).

Neste sentido, a propolis pode obter uma sinergia e potencializagdo de suas
propriedades biolégicas quando for associada as AgNPs e vice-versa. Essa sinergia
€ ocasionada por conta dos variados compostos organicos e moléculas presentes na
propolis, como o seu alto teor de flavonoides e compostos fendlicos, que influenciam
em suas atividades antibacterianas, antifungicas, antivirais e, principalmente, em suas
acoes antioxidantes (AHMED et al., 2017).

O mecanismo associado a biossintese das AgNPs modificada com propolis se
da nas seguintes etapas: um precursor de prata, normalmente, um sal inorganico de
nitrato de prata (AgNO3) é submetido a um extrato de prépolis (BACKX, 2019). Ocorre
a dissociagao ibnica capaz de promover a formacao de ions prata em solu¢do. Com o
meio dispersivo rico em substancias antioxidantes, ocorre a promog¢ao dos ions prata
a prata no estado fundamental (ANTUNES FILHO et al., 2020).

Assim, os atomos de prata presentes em solucdo iniciam uma cinética de
nucleagao e crescimento até a formacgao e estabilizagdo das AgNPs (PRASAD, 2014;
REIMERS et al., 2017; LI et al., 2018).

2.6 Proépolis
O comportamento colaborativo das abelhas dentro da colmeia € evidente na

contribuigdo de cada individuo para manter a saude da colénia de abelhas, conhecida
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como imunidade social. Isso envolve praticas higiénicas, como a remogao de larvas
doentes para prevenir a proliferagcdo de patégenos e parasitas. No entanto, a
convivéncia social devido a alta interacdo entre os individuos da colmeia, também
pode levar a transmissao de doencgas. Para ajudar a prevenir isso, as abelhas coletam
resinas naturais antimicrobianas para produzir propolis, um dos produtos mais
fascinantes e valiosos produzidos pelas abelhas, por fornecer beneficios imunoldgicos
adicionais a colmeia (SPIVAK M. et al., 2013; WILSON M. B. et al., 2013; WILSON M.
B. et al., 2015).

A propolis € um produto natural da colmeia, produzida pelas abelhas a milhdes
de anos, através da coleta seletiva de resinas presentes em varias estruturas vegetais,
como folhas, brotos, fluxos de seiva e tricomas, que sao misturadas posteriormente
com cera de abelha e secregdes das glandulas salivares. Esse processo resulta em
um produto quimicamente complexo e resinoso. Na maioria das vezes, os exsudatos
coletados sé&o incorporados a propolis sem alteragdes quimicas, mas algumas vezes,
os glicosideos sao submetidos a acdo enzimatica das hidrolases salivares das
abelhas (ALDAY E. et al., 2016; BANKOVA V. et al., 2000; BANKOVA V., 2005;
GHISALBERTI E. L., 1979; MARCUCCI M. C., 1995).

A composicao da proépolis varia de acordo com a fonte vegetal utilizada pelas
abelhas. De modo geral, contém 50 - 60% de resinas e balsamos, 30 - 40% de ceras,
5 - 10% de 6leos essenciais, 5% de grao de pdlen, além de vitaminas B1, B2, B6, E,
C e elementos minerais como prata, calcio, ferro, cobre, manganés, aluminio, vanadio
e silicio (BURDOCK, 1998; MARCUCCI, M. C., 1995; HUANG, S. et al., 2014;
WOISKY, R. G. AND SALATINO, A., 1998).

As variedades de proépolis produzidas pelas abelhas apresentam propriedades
mecanicas e bioldgicas, sendo utilizadas na colmeia para vedar rachaduras, prevenir
danos estruturais e atuar como recurso fisico termorregulador. Além disso, esses
produtos tém a funcado de proteger a colénia de doengas, atuando como agentes
antimicrobianos e substancias de embalsamamento que impedem a decomposicao
de intrusos mortos (BANKOVA V., 2005; BANSKOTA A. H. et al., 1998; PEREIRA A.
S. et al., 2002).

Durante as ultimas décadas, houve um notavel aumento nas pesquisas e
aplicacdes de produtos naturais, incluindo a prépolis, para fins terapéuticos. A propolis
tem sido amplamente estudada pela comunidade cientifica, resultando em muitos

artigos que abordam suas diversas atividades farmacolégicas e componentes
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bioativos. Esse interesse se deve a abundancia da propolis na natureza, seu amplo
espectro de efeitos bioldgicos, baixo custo e minimos efeitos colaterais (BANKOVA V.
etal., 2019; CASTALDO S. et al., 2002; MARCUCCI M. C., 1995; MARTINELLO M. et
al., 2021; SFORCIN J. M. et al., 2011).

E importante destacar que as atividades bioldgicas da prépolis variam
significativamente de acordo com a origem geografica, que influencia as variagbes
qualitativas e quantitativas de seus constituintes quimicos, que séo fornecidos pelas
fontes botanicas. Dessa forma, a diversidade quimica da prépolis € ditada pelas
condigdes fitogeograficas, caracteristicas climaticas e espécie de abelha envolvida em
sua produgao (BANKOVA V., 2005; CUESTA-RUBIO O. et al., 2012).

A propolis brasileira possui uma diversidade quimica particular, envolvendo
diferentes resinas vegetais de diferentes mesorregides, resultando em uma variedade
de tipos de propolis, incluindo aquelas com composi¢cdo quimica caracteristica de
regides tropicais e temperadas. As mais estudadas s&o a propolis verde e a vermelha,
devido a sua ampla disponibilidade, alta concentracdo de compostos bioativos e as
suas propriedades terapéuticas unicas (ALDAY E. et al., 2016; PARKY. K. et al., 2000;
SALATINO A. et al., 2005; TRUSHEVA B. et al., 2006).

Para estabelecer um padrao na classificagao da préopolis brasileira, foi realizado
um estudo por Park e colaboradores (2000) com amostras de diferentes regides do
pais, com base no perfil quimico das amostras, foi possivel classifica-las em 12

grupos, relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacao das Propolis Brasileiras.

Grupos Cor Origem da Prépolis
Grupo 1 (RS5) Amarelo

Grupo 2 (RS1) Castanho claro

Grupo 3 (PR7) Castanho escuro Regiao Sul
Grupo 4 (PR8) Castanho claro

Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado

Grupo 6 (BA11) Marrom avermelhado

Grupo 7 (BA51) Marrom esverdeado

Grupo 8 (PE5) Castanho escuro

Grupo 9 (PE3) Amarelo Regiao Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo escuro

Grupo 11 (PI1) Amarelo

Grupo 12 (SP12) Verde ou Marrom esverdeado Regido Sudeste

Adaptado de PARK Y. K. et al., 2000.
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Ainda, no momento da comercializagdo, o comprador ira classifica-la em fungao
de sua cor, aroma, textura, granulometria, origem, e em algumas situagdes pelo local
de coleta. A classificacdo da propolis nos entrepostos exportadores brasileiros, sao
feitos com base nos critérios mencionados anteriormente, sendo classificadas como:
(iyultra-green - cor verde clara, proveniente do sul de Minas Gerais; (ii)super-green -
cor verde, proveniente do sul de Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Paran3;(iii)Parana-green - cor verde, proveniente do Parana; Brown-grade —
cor marrom ou preta (sem especificagdo de origem); Special - Parana e sudeste do
Brasil (sem especificar cor); P6 - propolis de pequena granulometria (sem especificar
origem)(LIMA, M. G., 2006).

A crescente incidéncia de doengas oportunistas causadas por fungos do género
Candida esta relacionada com a resisténcia desses microrganismos a antifungicos
comerciais. Esta realidade sinaliza a necessidade de desenvolvimento de alternativas
terapéuticas mais eficazes. Nesse contexto, a propolis, reconhecida por suas multiplas
propriedades bioativas, incluindo sua agao antifungica, surge como uma potencial
solugédo. Isso é particularmente relevante no caso de infecgbes causadas por fungos
do género Candida, como a C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis. Essas
espécies, frequentemente isoladas em lesées de estomatite protética, sdo conhecidas
por sua capacidade de resisténcia a tratamentos antifungicos convencionais, como
fluconazol e itraconazol (SOKOLONSKI A. R. et al., 2021).

A literatura cientifica relata forte atividade antifungica da propolis verde contra
fungos do género Candida. A variabilidade nas atividades antimicrobiana e antitumoral
de diferentes extratos de propolis ja foi observada em estudos anteriores, entretanto,
em comparagao com extratos de prépolis de amarela ou marrom, a prépolis verde e a
vermelha demonstraram resultados superiores (FREIRES, |. A. et al., 2016;
MACHADO B. A. S. et al., 2016 ).
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Figura 4. Diferentes tipos de propolis coletadas no municipio de Itauna/MG, Brasil.
- - r

Fonte: O autor, (2023). Propolis verde (A), propolis marrom esverdeado (B) e propolis marrom
(C), produzidas no mesmo apiario em abril de 2021.

Em 2021, o mercado mundial de propolis foi avaliado em US$ 636,6 milhdes e
espera-se que apresente uma taxa de crescimento composto anual de 2,3% entre
2022 e 2028. O aumento da demanda por prépolis na industria farmacéutica e de
saude é um fator significativo impulsionando o crescimento do mercado. A substancia
também é utilizada em diversos produtos dermatolégicos para tratar condi¢des como
gueimaduras, acne, infecgdes fungicas e dermatites em geral (GRAND VIEW
RESEARCH, 2022).

2.6.1 Proépolis Verde Brasileira

No Brasil, foi apenas na década de 90 que as pesquisas com propolis
comegaram a avangar em varias diregdes, incluindo a caracterizagdo das
propriedades fisico-quimicas de propolis de diferentes regides e suas atividades
antimicrobianas, inibidoras de tumores, regeneradoras de tecidos, cicatrizantes, anti-
cariogénicas, antiinflamatorias, antioxidantes, hepatoprotetoras, analgésicas,
estrogénicas, antiangiogénicas e regeneradoras de cartilagem (MENEZES, H., 2005;
ADELMANN J., 2005; SOARES A. E. E., 2012).

A prépolis verde é produzida por abelhas que coletam brotos do alecrim do

campo (B. dracunculifolia) (Figura 5 - A), uma espécie arbustiva invasora de
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pastagens encontrada nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,

especialmente nas areas de cerrado (PARK, Y. K. et. al., 2004).

Figura 5. Processo de coleta de resina e producdo de propolis verde por abelhas

africanizadas.

Fonte: O autor (2023).Abelha coletando broto do alecrim do campo (A), abelha na entrada da
colmeia com resina de alecrim do campo depositada na corbicula (B) e abelhas produzindo
prépolis verde e depositando no coletor “tira-e-poe”.

A prépolis verde brasileira € um dos tipos mais difundidos mundialmente para
fins comerciais e é caracterizada pela presenca de derivados prenilados bioativos do
acido p-cumarico, como drupanina e Artepillin C (Tabela 2), como constituintes
majoritarios, movimentando milhdes de dolares anualmente. (DOREA J. R., 2014,
MUNAKATA R. et al., 2019; FERREIRA et al., 2018; NISHIKAWA et al., 2020;).

Tabela 2. Estruturas quimicas dos compostos mais representativos da propolis verde

brasileira: Artepillin C (A), drupanina (B) e acido p-cumarico (C).

(A) (B) (€

Fonte: Adaptado de TSUDA T. AND KUMAZAWA S. (2021).

As propriedades bioativas da propolis verde tém sido frequentemente atribuidas
ao Artepillin C (AGA H. et al., 1994; ZHANG C. et al., 2017) e, atualmente, a molécula
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tem mostrado propriedades antimicrobianas (AGA H. et al., 1994), anti-inflamatdrias
(PAULINO N. et al., 2008), antioxidantes (ZHANG C. et al., 2017), antifungicas
(FREIRES, I. et al., 2016; MACHADO B. et al., 2016; SOKOLONSKI A. R. et al., 2021)
imunomoduladoras (CHAN G.C. F., 2013) e anticancerigenas em humanos (SHIMIZU,
K., 2006).

O Brasil ocupa a posig¢ao de segundo maior produtor de prépolis do mundo,
atras apenas da China. Aproximadamente 90% da produgao de proépolis brasileira é
exportada para 32 paises, em uma ampla gama de produtos, incluindo capsulas,
cosmeéticos e diversos tipos de extratos personalizados. Os principais destinos desses
produtos sédo Japao e Estados Unidos (BERLATO G., 2023).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Prospeccgao Tecnoldgica

Para o levantamento bibliografico acerca da biossintese de nanoparticulas de
prata, utilizou-se a plataforma Web of Science, incluindo trabalhos publicados no
intervalo de 2012 a 2022. A analise dos dados bibliométricos foi realizada através do
software VOSviewer versao 1.6.19 (Copyright © 2023 Centre for Science and
Technology Studies, Leiden University, The Netherlands).

Esse software € uma ferramenta especializada na construcao e visualizagao de
redes bibliométricas, permitindo o rastreamento de co-ocorréncias de termos
relevantes extraidos de um conjunto de literatura cientifica. Com o VOSviewer, foi
possivel identificar as principais tendéncias e lacunas na literatura revisada,
embasando o desenvolvimento posterior da pesquisa.

A criacao de redes bibliométricas com o VOSviewer tem o objetivo de visualizar
e analisar padrdes e tendéncias em um conjunto de documentos académicos ou
cientificos. Essa analise pode revelar informagdes importantes sobre o campo de
estudo, como: (i)Co-autoria: identificar grupos de autores que trabalham em conjunto
regularmente e analisar as redes de colaboragao cientifica; (ii)Co-ocorréncia de
palavras-chave: entender quais conceitos ou tépicos sao frequentemente discutidos
juntos, o que pode fornecer uma visdo geral das tendéncias de pesquisa em um
campo; (iii) Citagdes: examinar quais documentos séo frequentemente citados juntos
para entender a estrutura de um campo de pesquisa, identificar trabalhos
fundamentais ou influentes e perceber como as ideias fluem através do campo; e por
fim (iv) Analise de co-citacdo: identificar grupos de documentos que sé&o
frequentemente citados juntos, o que pode indicar a existéncia de subcampos ou
tépicos de pesquisa especificos.

Essas visualizagbes podem ajudar pesquisadores a entender melhor o campo
de estudo, identificar tendéncias emergentes, reconhecer lacunas na literatura
existente, e determinar possiveis dire¢des para futuras pesquisas.

Baseado nos dados bibliograficos do Web of Science e usando o software
Vosviewer foi criado o mapa de interagcdes a partir da analise de co-ocorréncia usando

todas as palavras chaves e o método de contagem total.
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Com o objetivo de conhecer melhor o estado da arte atual da area dos estudos
de sintese de NPMs, através da analise bibliométrica, foi proposta duas equagdes de

busca, conforme os parametros apresentados na Tabela 3 e Tabela 4.

Tabela 3. Parametros de busca dos tipos de sintese de NPMs.

Parametros de busca Dados

Equacéao de busca TS= (nano* AND (particles AND (metal*))
AND ("chemical synthesis" OR "chemical-
synthesis") OR (physical synthesis*) OR

("biosynthesis" OR "green synthesis" ) )

Base de dados Web of Science
Intervalo de tempo 2012 até 2022

Tipo de documentos Todos

Data da busca 03 de janeiro de 2023
Resultados 348.936

Foram analisadas um total de 873 palavras-chaves, considerando 4 como o
numero minimo de ocorréncias para cada palavra-chave possibilitando assim uma
melhor visualizagdo da interagdo. Foram selecionadas as 49 com maior numero de
ocorréncias dentre o total de 873. Criou-se o mapa de interagdes entre os grupos e a
andlise de clusters para mapear a tendéncia da evolugido tecnoldgica segundo a
literatura dos artigos cientificos de 2012 a 2022. O método de distribuicao do grafico
empregado foi “LinLog/modularity” proposto por (NEWMAN, 2004; NOACK, 2009).

Foram adicionadas 17 ocorréncias no dicionario de sindnimos utilizado e
disponibilizado em: https://www.dropbox.com/s/e4ny9cw696rgrhf/thesaurus_terms
%201.txt?dI=0

Tabela 4. Parametros de busca para nanoparticulas de prata com proépolis.

Parédmetros de busca Dados

Equacéao de busca TS= (nano* AND “propolis”)
Base de dados Web of Science

Intervalo de tempo Todos

Tipo de documentos Todos

Data da busca 03 de margo de 2023



https://www.dropbox.com/s/e4ny9cw696rgrhf/thesaurus_terms
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Resultados 448

Foram analisadas um total de 2436 palavras-chaves, considerando 10 como o
numero de minimo de ocorréncias para cada palavra-chave, possibilitando assim uma
melhor visualizagdo da interagdo. Foram selecionadas as 59 com maior numero de
ocorréncias dentre o do total de 2436. Criou o mapa de interagdes entre os grupos e
plotou-se a analise de clusters para mapear a tendéncia da evolugao tecnologica
segundo a literatura dos artigos cientificos de 2012 a 2022. O método de distribuigao
do grafico empregado foi “LinLog/modularity” proposto por (NEWMAN, 2004; NOACK,
2009).

3.2 Reagentes e Materiais

O extrato de prépolis verde (EPV) utilizado nesta pesquisa foi fornecido pela
empresa Real Propolis, com extracdo de prépolis verde em apiario localizado no
municipio de Itauna/MG, altitude de 915 metros, solo do tipo argiloso, de baixa a
moderada fertilidade natural, com maior aproveitamento na pecuaria. Formagao
aparecendo na maioria das vezes em associagao (podzdlico e latossolo vermelho-
amarelo). Pela classificacdo de Képpen, o clima é do tipo Cwa - Tropical de Altitude,
com verdes quentes.

As caracteristicas deste extrato incluem: extracdo em alcool de cereais 70%,
com um teor de extrato seco de 15%, flavonoides totais de 8,5 mg/mL (equivalente a
0,6% segundo o método do cloreto de aluminio), e compostos fendlicos
correspondendo a 10,6% do total.

Para sintese das nanoparticulas de prata com extrato de propolis verde foram
usados nitrato de prata PA (Synth, Brasil), extrato de propolis verde (Real Propolis,
Brasil), e hidroxido de sédio (Vetec, Brasil).

Para a preparacdo da solucdo de nitrato de prata, foram utilizados 0,0424
gramas de nitrato de prata (AgNOs3) dissolvidos em 250 mL de agua destilada, o que
resulta em uma concentracdo aproximada de 1 M considerando a massa molar de
AgNOs3 como 169,87 g/mol.

A solucdo de AgNOs foi preparada da seguinte forma:

0,0424 g de AgNOs * (1 mol / 169,87 g) = 0,00025 mol
0,00025 mol / 0,250 L = 0,001 M, ou 1 mM
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A solucao de extrato de prépolis verde (EPV) foi preparada de acordo com as
seguintes diluigdes:
(i) Para a obtengao de uma concentragéo de 240 ug/mL (correspondendo a 250

MM), a quantidade necessaria de EPV foi calculada usando a férmula:

C1V1 =C2v2

Onde C1 é a concentragéo inicial de EPV (assumindo 1000 pg/mL para uma
solugéo 1:1), V1 é o volume necessario para diluicdo, C2 é a concentracédo final de

240 yg/mL e V2 é o volume final de 100 mL.

V1 = (C2V2) / C1 = (240 pg/mL * 100 mL) / 1000 ug/mL = 0,024 L ou 24 mL

Portanto, 24 mL de EPV foram diluidos com agua destilada até um volume final
de 100 mL.

(i) De maneira similar, para a obtengdo de uma concentragao de 480 ug/mL
(correspondendo a 500 uM), 48 mL de EPV foram diluidos com agua destilada até um
volume final de 100 mL.

As solucdes foram agitadas a duas velocidades diferentes, 500 e 1500 rpm.

3.3 Biossintese de AgNPs

As nanoparticulas de prata (AgNPs) foram preparadas seguindo uma
metodologia de biossintese, conforme descrito na literatura em AHMAD N. et al.,
(2011). Utilizou-se o extrato de prépolis como agente estabilizante e redutor,
preparado conforme descrito na segao 3.2.

A solugao reagente, composta por nitrato de prata (AgNO3), foi preparada de
acordo com as concentragdes estabelecidas na segéo 3.2. Ajustou-se o pH da solugéo
para 10,6 utilizando NaOH 0,1 M (ROY N. et al., 2010) e um medidor de pH (Tecnopon
mPA210, Brasil). Este ajuste de pH é uma etapa essencial para a oxidagdo dos
flavonoides presentes no extrato de propolis. A oxidagdo desses compostos libera
elétrons que sdo fundamentais para a redugao do ion prata, dando origem a formagao
de AgNPs.

A mistura foi agitada usando um agitador mecénico de hélice, com controle de
rotagdes por minuto (RPM), cuja velocidade foi definida conforme a necessidade do
experimento. Foi adicionado AgNQOs, resultando em uma solugao final de 250 e 500

MM de nitrato de prata, dependendo da amostra em questéo. A solugéo foi agitada por
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10 minutos e, em seguida, a suspensao coloidal foi reservada e mantida protegida da

luz. Todo o experimento foi realizado a temperatura de 30 + 2°C.

3.4 Planejamento fatorial

De acordo com Cunico e colaboradores (2008), um planejamento fatorial é
fundamental para determinar quais fatores possuem efeitos relevantes na resposta.
Ele também permite verificar se o efeito de um fator varia com os niveis dos outros,
possibilitando assim estabelecer e quantificar as correlacdes entre eles.

Para otimizar as condi¢des de sintese de AQNP-mPV, baseadas principalmente
no tamanho das nanoparticulas, utilizou-se um planejamento fatorial do tipo 23. Este
tipo de planejamento engloba trés variaveis com dois niveis cada, ou seja, duas
variagdes para cada variavel - uma considerada como nivel baixo (-1) e a outra como
nivel alto (+1).

As variaveis escolhidas para este estudo foram: concentragdo de AgNOs (M),
velocidade de agitagédo (rpm) e concentragdo de EPV (ug.mL-"). Os dois diferentes

niveis para cada uma dessas variaveis estao detalhados na Tabela 5.

Tabela 5. Variaveis do planejamento fatorial 23.

Nivel (-1) Nivel (+1)
[AgNOs3] 250 uM 500 uM
Agitagao 500 rpm 1500 rpm
[EPV] 240 pg.mL™ 480 pg.mL"

Um planejamento fatorial 2 € uma matriz que possibilita a avaliagdo do efeito
de trés variaveis independentes em uma variavel dependente. Neste estudo, as
variaveis independentes sao a concentragdo de AgNOs ([AgNOz3]), a agitagdo e a
concentracdo de EPV ([EPV]), enquanto a variavel dependente € o tamanho da
particula. Considerando os dois niveis distintos para cada uma dessas trés variaveis,
conforme descrito na Tabela 5, foram estabelecidas oito combinacdes possiveis, que

sao listadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Matriz de planejamento fatorial 23.

Modelos [AgNO3] Agitacao [EPV]
(LM) (rpm) (ug.mL")
1 250 500 240
2 500 500 240
3 250 1500 240
4 500 1500 240
5 250 500 480
6 500 500 480
7 250 1500 480
8 500 1500 480

3.5 Caracterizagao das nanoparticulas
3.5.1 Analise visual e tamanho de particula

Ha diferentes métodos para verificar a formag&o das AgNPs. A observacéao da
mudanca de coloracédo da solugao coloidal é o passo preliminar para identificar as
caracteristicas do nanossistema. Desta forma, a alteragdo na cor da solugdo pode
indicar certas caracteristicas, como o estado de agregacéo, tamanho e possiveis
oxidagdes das nanoparticulas (SHARMA et. al., 2012).

As cores podem variar entre o incolor, amarelo, laranja, marrom, violeta e cinza.
Na literatura ja existem estudos que associam coloragédo da solug¢ao coloidal e o grau
de associagao das AgNPs. Esta estabelecido que amarela indica a formagéao de
poucas ou ausentes agregagdes entre as nanoparticulas de prata e seu meio
dispersivo, enquanto a cor cinza demonstra o maior estado de agregagao (MELO JR.
et al., 2012).

As anadlises de tamanho de particula foram conduzidas utilizando o método de
Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering - DLS), com auxilio de um
Zetasizer (Pro ZS, Malvern Instruments).

O método de DLS, também conhecido como Quicis, € uma técnica analitica
poderosa que se baseia na difusdo Browniana para medir o tamanho de particulas em
suspensdo ou emulsdo. Essa técnica permite a determinacdo do diametro
hidrodindmico das particulas por meio da analise da intensidade do espalhamento de

luz causada pelo movimento dessas particulas. Esta técnica € amplamente utilizada
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na caracterizacdo de nanoparticulas, devido a sua capacidade de fornecer
informacdes precisas e reprodutiveis sobre o tamanho, distribuicdo de tamanho e
potencial zeta das particulas (SANDHU R. et al., 2018).

3.5.2 Analise do espectro UV-Vis

A espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-Vis) € uma técnica amplamente
utilizada para a caracterizacdo de nanoparticulas de prata. Esse método é eficaz
devido a capacidade desses materiais de absorver luz em um comprimento de onda
especifico, que corresponde a suas bandas de Ressonancia de Plasmon de Superficie
(SPR). Essa propriedade fornece informagdes sobre o formato e a estabilidade das
nanoparticulas.

O comprimento de onda especifico da banda de SPR para nanoparticulas de
prata pode variar dependendo do tamanho, forma e do ambiente local em torno das
particulas. No entanto, geralmente a banda de SPR da prata ocorre na faixa de 400 a
500 nm, correspondendo a regiao visivel do espectro de luz. Neste estudo, um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu UV2600) foi utilizado para observar a
absorbancia em comprimentos de onda que variam de 200 a 600 nm nos dias 0, 1, 3,

8, 10 e 15 apobs a sintese, a fim de avaliar a estabilidade do material sintetizado.

3.5.3 Potencial Zeta

Potencial Zeta (PZ), também conhecido como potencial de superficie, € um
termo utilizado em coloides e fisico-quimica para descrever o potencial elétrico
existente na superficie de uma particula suspensa em um liquido. Quando uma
particula coloidal é suspensa em um liquido, ocorre uma diferenca de potencial
elétrico entre a superficie da particula e o liquido circundante, que é causada pela
adsorcao de ions na superficie da particula. O PZ é a medida dessa diferenca de
potencial elétrico entre a superficie da particula e o liquido circundante
(BHATTACHARJEE, S., 2016; DUTTA et al., 2017).

Este potencial é critico para compreender a estabilidade da suspenséo coloidal,
pois valores de PZ elevados indicam que as particulas se repelirdo, evitando a
aglomeragao e, portanto, mantendo a suspenséo estavel.

O equipamento Zetasizer Pro (Malvern) foi utilizado para medir o potencial PZ
das amostras nos dias 0 e 8 apds a sintese. Estes dias foram selecionados com o
objetivo de avaliar a estabilidade inicial das nanoparticulas e observar qualquer

possivel alteracdo no PZ apés uma semana, o que poderia indicar mudancas na
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estabilidade da suspensao coloidal. As particulas foram armazenadas em condigdes

adequadas para garantir a confiabilidade das medigdes.

3.6 Avaliacao da atividade antifungica

O teste de difusdo em agar foi realizado na Faculdade de Odontologia da
UFMG, para avaliar a eficacia dos AQNP-mPV na inibigdo do crescimento do fungo C.
albicans.

Antes dos experimentos, a amostra de fungo foi revitalizada em caldo
Sabouroud a 36°C por 18 horas. A suscetibilidade antifungica foi avaliada de acordo
com o método de disco-difusao. Inicialmente, 50 uL de C. albicans foram adicionados
a uma placa de Petri contendo agar Sabouraud e espalhados de maneira uniforme
com uma alga de platina.

Em seguida, quatro discos estéreis de papel de filtro (6 mm &) foram colocados
na placa. Dois discos foram embebidos com 20 pyL da solugdo contendo os AgNP-
mPV e os outros dois foram embebidos com com 20 uL de Clorexidina a 2%. Apds um
periodo de repouso de 15 minutos para permitir a difusdo do material, as placas foram
incubadas em uma estufa microbiologica (Laborglas) a 36°C durante 24 horas.

Os halos de inibicao foram medidos apds a incubacgao, sendo considerados
como indicativos de atividade inibitéria aqueles com diametro = 6 mm. A solucéo de
Clorexidina 2% v/v foi usada como testemunha, devido ao seu reconhecido efeito

antifungico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Prospeccgao Tecnologica

A base de dados Web of Science é amplamente utilizada para pesquisas por
diversas razdes, algumas das quais incluem: cobertura multidisciplinar; reputacao e
credibilidade; indexagao seletiva; ferramentas de analise e métricas; e conexdes com
outras bases de dados. Em resumo, a Web of Science € uma base de dados ampla,
respeitada e bem estabelecida, que oferece uma variedade de ferramentas e recursos
uteis para a comunidade cientifica. A Web of Science foi escolhida devido ao equilibrio
entre o numero de artigos fornecidos e a qualidade deles.

Figura 6. Rede bibliométrica e ocorréncia da literatura para sintese de nanoparticulas

metalicas, para todo tipo de documento entre os anos de 2012 a 2022.
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Fonte: O autor (2023).

Ao analisar a Figura 6, verifica-se a formacdo de dois grupos principais
denominados A e B. No grupo A, em vermelho, esta a biossintese ou biossintese de
nanoparticulas representadas pelas palavras-chave "green synthesis", "biosynthesis"

e "biological synthesis" na figura 6. Em destaque, representando as nanoparticulas
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metalicas mais estudadas, estdo as nanoparticulas de prata e ouro (LEE K. S. AND
EL-SAYED M. A., 2006), representadas pelas palavras-chave "gold nanoparticles" e
"silver nanoparticles", além de algumas de suas propriedades biolégicas, como
atividade antibacteriana, antimicrobiana e antioxidante (ZHANG X. F. et al., 2016).

O método fisico de sintese de nanoparticulas também é representado, indicado
pela palavra-chave 'microwave assisted synthesis'. Esse método emprega o
aquecimento por micro-ondas, baseando-se no mecanismo de conversao da radiagao
eletromagnética em energia térmica (BARRETO G. P. et al., 2013).

No cluster B, em verde, encontramos a sintese quimica de nanoparticulas,
representada pela palavra-chave 'chemical synthesis'. Apesar de ser um método
eficaz, seu uso tem diminuido devido aos altos riscos e custos associados (GANAIE
S. U. etal, 2015).

Figura 7. Rede bibliométrica e ocorréncia da literatura para sintese de nanoparticulas

metalicas com escala de cor, segundo o0 ano de publicagao para todo tipo de documento.
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Os nos representados na Figura 7 séao coloridos de acordo com o ano de maior
numero de ocorréncias, variando do azul ao amarelo em uma escala temporal que vai
de 2012 a 2022.

A Figura 8 apresenta os artigos agrupados da literatura na area de biossintese
que empregam nanoparticulas de prata com prépolis, conforme os parametros de

busca da Tabela 4.

Figura 8. Rede bibliométrica e ocorréncia da literatura para as palavras “nano” e “prépolis”,

para todo tipo de documento entre os anos de 2012 a 2022.
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O agrupamento destacado com um circulo pontiihado em vermelho é

considerado o mais relevante atualmente, englobando os temas de maior ocorréncia
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na literatura cientifica. Dentre os materiais mencionados nessa literatura, o uso de
extratos vegetais para a biossintese de AgNPs surge como uma das abordagens mais
promissoras, com o foco nas pesquisas nessa area aumentando significativamente
nos ultimos anos (ABDELGHANY T.M., et al., 2018). Isso inclui estudos sobre suas
atividades antibacteriana e antioxidante.

Ao analisar a Figura 8, identifica-se a formagao de trés clusters, denominados
A, B e C. O cluster A, em azul, engloba estudos sobre curativos de feridas com
propolis. Essa € uma area que tem recebido grande interesse entre os pesquisadores
de NPMs, uma vez que esses curativos oferecem uma série de caracteristicas
atraentes, como menor toxicidade, alta relagao superficie-volume e excepcional
durabilidade (BAYRAMI, M. et al., 2020; LU Z. et al., 2019).

O cluster B, representado em vermelho e verde, engloba estudos relativos a
atividade antimicrobiana e antioxidante de prépolis em nanoparticulas metalicas e
nanoparticulas de ouro modificadas com propolis. Avangos recentes apontam que as
espécies reativas de oxigénio (ROSs) exercem um papel significativo nos sistemas
biolégicos, podendo prevenir a proliferagdo bacteriana e estimular a cicatrizagao de
feridas ao promover adesao e migragao celular por meio de vias mediadas por fatores
de crescimento (BAYRAMI A. et al., 2019; BAYRAMI M. et al., 2020).

No cluster C, em amarelo e lilas, sdo destacadas a atividade antibacteriana e a
capacidade de encapsulagao da prépolis em AgNPs. Vale ressaltar que a atividade
bactericida das nanoparticulas de prata (AgNPs) contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli, foi documentada
extensivamente por diversos pesquisadores. Isso sugere que essas nanoparticulas
podem representar uma alternativa terapéutica eficaz contra bactérias resistentes a
multiplos medicamentos (CORCIOVA, A. et al. 2019; LU Z. et al., 2019).
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Figura 9. Rede bibliométrica e ocorréncia da literatura para nanoparticulas e prépolis com

escala de cor, segundo o ano de publicagdo para todo tipo de documento.
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Fonte: O autor, (2023).

Os nés apresentados na Figura 9 estao coloridos de acordo com o ano de maior
numero de ocorréncias, variando do azul ao amarelo em escala de tempo, 2018 (ou
anteriores) a 2020 (ou posteriores) respectivamente.

O agrupamento destacado em vermelho € considerado o mais relevante
atualmente, sendo os temas que possuem uma presenca mais forte na literatura
cientifica. Entre os materiais mencionados na literatura cientifica, a aplicagdo de
nanoparticulas de prata em curativos de esta entre as mais promissoras e o seu foco
nas pesquisas aumentou nos ultimos anos (ABDELGHANY, et al., 2018; BAYRAMI,
M. et al., 2020), assim como a utilizagdo de prépolis como agente encapsulante na
biossintese de NPMs (BARSOLA, B. et al.,, 2022). Detalhes adicionais sobre a
metodologia utilizada para realizar o mapeamento podem ser encontrados no

Apéndice A.



42

4.2 Biossintese de AQNPs-mPV

A biossintese de nanoparticulas de prata usando prépolis verde segue a
abordagem "bottom-up". Nas abordagens "bottom-up", os materiais s&o construidos a
partir de componentes moleculares ou atbmicos através de processos de auto-
organizacdo e autodirecionamento. Nesse caso, a propolis (ou componentes
especificos dentro dela) atua como agente redutor e estabilizador, reduzindo os ions
de prata para formar nanoparticulas de prata.

Isso contrasta com a abordagem "top-down", onde os materiais s&o fabricados
por métodos como litografia, moagem ou abrasdo, que envolvem a remogao de
material para criar a estrutura desejada. Esse método é comumente utilizado em
processos de fabricagdo em larga escala, mas nao é tdo comum na biossintese de
nanoparticulas. Portanto, a sintese de nanoparticulas de prata usando propolis seria
mais corretamente classificada como uma abordagem "bottom-up".

A biossintese de nanoparticulas de prata utilizando prépolis verde abrange
principalmente trés etapas fundamentais: a redugéo do ion prata (Ag*), a nucleagéo e
a subsequente formag&o da nanoparticula de prata (Ag®), conforme mostrado na

Figura 10.

Figura 10. Processo ilustrativo para formagao de AQNP-mPV.
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Fonte: O autor, (2023).

Inicialmente, os flavonoides presentes no extrato de prépolis verde agem como
agentes redutores, convertendo os ions prata (Ag+) em atomos de prata (Ag0). Esta

etapa é seguida pelo processo de nucleagédo, onde os atomos de prata reduzidos
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comegam a se aglomerar formando pequenos nucleos. Esses nucleos entédo crescem,
agregando mais atomos de prata, culminando na formagédo das nanoparticulas de
prata. A presenga de propolis verde atua ainda como um agente estabilizante,
impedindo a aglomerag&o excessiva e contribuindo para o controle do tamanho e da
morfologia das nanoparticulas formadas. A oxidacdo dos flavonoides presentes na
propolis é a chave para a redugao do ion prata.

Na presenga de um meio alcalino (ajustado a pH 10,6 neste caso), os
flavonoides na propolis verde se oxidam, liberando elétrons. Estes elétrons sao entéo
doados para os ions prata, levando a redugdo do Ag* a Ag° formando assim as
nanoparticulas de prata.

Além disso, os flavonoides e outros compostos bioativos na préopolis verde
também atuam como estabilizadores, prevenindo a aglomeragado das nanoparticulas
de prata formadas e auxiliando na obtengdo de uma dispersao estavel de
nanoparticulas de prata.

E importante notar que a eficiéncia deste processo e as caracteristicas das
nanoparticulas de prata resultantes (como tamanho, forma, estabilidade, etc.) podem
ser influenciadas por varios parametros, incluindo a concentracdo e qualidade da
prépolis verde, a temperatura, o pH, a taxa de agitacao, e a concentragcdo do nitrato

de prata.

4.3 Caracterizagao das nanoparticulas

As AgNPs-mPV sao classificadas como nanoestruturas de dimensao zero. A
classificacao dimensional se refere ao numero de dimensdes em escala nanométrica
(< 100 nm) que a estrutura possui, sendo assim, as AgNPs-mPV sdo geralmente
consideradas estruturas de dimensao zero, pois todas as suas trés dimensodes estao
na escala de nanémetros. Essa classificacao destaca as propriedades unicas dessas
estruturas em comparagao com estruturas maiores.

Por exemplo, materiais de dimensao zero como nanoparticulas geralmente
exibem propriedades O6pticas, elétricas e magnéticas unicas devido aos efeitos de
confinamento quantico, onde a restricdo de elétrons dentro de uma regido tao

pequena altera significativamente seu comportamento.



44

4.3.1 Anadlise Visual e Tamanho de Particula

A biossintese das nanoparticulas de prata (AgNPs) foi monitorada ao longo do
processo de agitacdo por meio da observagdo da mudanga de cor da solugao
reacional. A coloragéo inicial incolor da mistura transmutou para um tom de marrom-
castanho (Figura 11) para todas as amostras do presente estudo em, perceptivel
segundos apos a adigao do extrato de prépolis verde (EPV) sob agitagdo. Esta
alteracdo cromatica € um indicativo de reducdo da prata, em conformidade com
estudos anteriores (CORCIOVA A. et al., 2019; MELO JR. et al., 2012).

Além disso, a andlise do tamanho das particulas, que é essencial para
compreender o seu comportamento e aplicabilidade, foi realizada. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Tabela 7 e na Figura 9.

Figura 11. Cor da solucdo apds a biossintese das AQNP-mPV.

Fonte: O autor, (2023).

Pode-se inferir que o tamanho e a distribuicdo das nanoparticulas de prata séo
estritamente dependentes da concentragdo de Ag® na solugdo ao longo do tempo, que
por sua vez ¢é influenciada pela quantidade de precursor de metal utilizado e pela taxa
de reducao do Ag*. O uso excessivo do precursor metalico geralmente resulta na
formacgédo de NPs maiores (SANGAR S., et al., 2019). Por outro lado, uma taxa de

reacao inicial alta pode permitir a formagcao de NPs menores.
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Tabela 7. Planejamento fatorial com resposta obtida através do Didmetro Médio de Particula
e Percentual por DLS.

Amostras [AgNOg] Agitacao [EPV] Didmetro médio de  Percentual de

(MM) (rpm) (ug.mL") Particula (nm) ocorréncia (%)

AgP1 250 500 240 *32,3/146,1 7,19/9,71
AgP2 500 500 240 68,69 12,15
AgP3 250 1500 240 79,88 11,18
AgP4 500 1500 240 59,07 7,82
AgP5 250 500 480 59,07 11,12
AgP6 500 500 480 50,79 9,69
AgP7 250 1500 480 68,69 10,47
AgP8 500 1500 480 92,89 6,13

*Amostra AgP1 apresentou dois picos na distribuicao de intensidade conforme mostrado na
Figura 12.

Existem pontos importantes a considerar ao interpretar um grafico de
Distribuicdo de intensidade de luz espalhada em relacdo ao tamanho de particula:

numero de picos, posi¢ao dos picos, largura dos picos e altura dos picos.

O numero de picos pode indicar a existéncia de uma ou mais populagdes de
particulas, com multiplos picos sugerindo diversos tamanhos de particulas ou
agregacoes. A posicao dos picos no grafico revela o tamanho médio das particulas. A
largura dos picos é um indicador da dispersao dos tamanhos de particulas, com picos
mais amplos sugerindo uma maior variagao de tamanho. Finalmente, a altura dos
picos, que corresponde a intensidade do espalhamento de luz, reflete a concentracao
de particulas ou o tamanho das particulas, sendo que picos mais altos indicam maior

concentragéo ou particulas de maior tamanho.
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Figura 12. Distribuicdo de intensidade de luz espalhada em relagdo ao seu tamanho por DLS
das amostras de AQNP-mPV.
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Fonte: O autor, (2023).

No eixo X do grafico encontramos o tamanho das particulas em nandmetros,
enquanto no eixo Y, encontramos a intensidade de luz espalhada. Cada pico no
grafico representa uma populagao de particulas de um determinado tamanho. A altura
dos picos indica a intensidade do espalhamento de luz, que € proporcional a
concentracao e ao didmetro das particulas.

O gréafico de intensidade em fungdo do didmetro de particula indica a
distribuicdo de tamanho das AgNP-mPV nas amostras. E possivel notar também que
as nanoparticulas sao polidispersas, ou seja, tem uma ampla distribuicdo de
tamanhos. A maioria das particulas tem tamanhos entre 10 e 100 nm, sendo que a
maior intensidade ocorre em torno de 40-50 nm. Além disso, nota-se que ha uma
diminuicdo gradual da intensidade conforme as particulas aumentam de tamanho,
mas ainda € possivel observar algumas particulas maiores com intensidades
significativas, principalmente no modelo 1.

Barsola e colaboradores (2022) encontraram tamanho de particula entre 252 e

530 nm (prépolis indiana), diferente de Priyadarshini e coautores (2018) que
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encontraram tamanho de particula entre 9 e 30 nm (também prépolis indiana) e um
tamanho médio de cerca de 15 nm. Foi relatado também que o tamanho das
nanoparticulas com extrato de propolis (alcodlico) em pH = 10,62 foi de 50 nm e no
mesmo pH para extrato de propolis (aquoso) foi de 20 nm (ROY N. et al., 2010),
mostrando diferenga nos resultados apenas com a alteragao do solvente.

A amostra AgP1 apresenta duas populagdes distintas de nanoparticulas, com
um grupo de tamanho menor (em torno de 0.7 nm) e um grupo de tamanho maior
(entre 32.3-146.1 nm). A maior intensidade € observada no grupo de tamanho maior,
indicando uma maior contribuicdo dessas particulas para o sinal total do
espalhamento de luz. A existéncia dessas duas populagdes de nanoparticulas pode
ter implicacbes importantes para as propriedades da amostra, dependendo da
aplicacao especifica em vista.

Ja a amostra AgP2 apresenta um perfil de distribuicdo de tamanho bastante
diferente da AgP1, com uma unica populagao principal de nanoparticulas centrada em
torno de 68.69 nm. O fato de que a intensidade diminui para tamanhos de particulas
maiores pode ser um indicativo de que a sintese resultou em particulas com um
tamanho mais uniforme em comparagéo com a AgP1.

Observa-se também que AgP4 apresentou maior intensidade de dispersdao em
tamanhos menores que 20 nm e entre 23 e 68 nm. Ja a amostra AgP3 apresentou
maior intensidade de dispersdo em tamanhos entre 92 e 229 nm. Na amostra AgP7,
a maior intensidade ocorre em uma particula de tamanho 20 nm, com intensidade de
10,40%. Ja na amostra AgP8, a maior intensidade ocorre em uma particula de
tamanho 68 nm, com intensidade de 10,47%.

A maioria das particulas de AgP5 esta na faixa de 2,482 nm a 79,88 nm e o
tamanho médio das particulas pode ser estimado como sendo em torno de 15 nm,
como em Priyadarshini e coautores (2018). Na amostra AgP6, a maioria das particulas
esta na faixa de 0,6381 nm a 50,79 nm e o tamanho médio das particulas em torno
de 4,5 nm. Nota-se também que ha uma pequena quantidade de particulas maiores
que 50,79 nm.

Por fim, com tamanhos centrados em torno de 92.89 nm para AgP8 e 68.69 nm
para AgP7, ambas apresentam uma unica populagao principal de nanoparticulas. O
fato de que a intensidade diminui para tamanhos de particulas maiores sugere que a
sintese resultou em particulas de tamanho bastante uniforme nessas amostras. Além

disso, a presenga de um segundo pico em tamanhos maiores, embora com
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intensidade muito menor, sugere que existem algumas nanoparticulas ou agregados

maiores presentes.

4.3.2 Analise do espectro UV-visivel

No que diz respeito a avaliagdo dos espectros UV-Vis de AgNPs-mPV, as
amostras apresentaram picos de absorbancia entre 338nm e 345nm. Esses valores
s&o menores do que os relatados por Al-Fakeh, M. e colaboradores (2021) em um
estudo com AgNPs formadas a partir de extrato aquoso de propolis saudita, onde
observaram um pico de absorbancia em 437nm. Outros estudos obtiveram um pico
em 440 nm (KUMAR et al., 2014). Esses dados indicam uma diminui¢ao no tamanho
das AgNPs-mPV em comparagao com os resultados de estudos anteriores.

A andlise da Figura 13 mostra a formagéo de dois grupos distintos, portanto,
pode ser atribuida a sedimentagcao e possiveis reagcdes do nitrato de prata no meio,
que podem ser influenciadas pelas condigdes de agitacdo e exposi¢cao de potencial.
As amostras que apresentam picos de absorbancia mais altos e mudanca de
comprimento de onda para um valor menor (AgP1, AgP2, AgP5 e AgP6) podem ter
experimentado uma aglomeragao mais significativa ou crescimento das particulas,
possivelmente devido a maior concentracdo de AgNOs3 e/ou maior EPV.

Assim, enquanto o nitrato de prata é necessario para a formagao das
nanoparticulas de prata, seu comportamento (incluindo a sedimentacao) e a resposta
das particulas as condi¢des experimentais podem ser responsaveis pela observacao
dos dois grandes grupos. Um estudo mais detalhado dos processos cinéticos e da
dindmica de aglomeragao poderia fornecer insights mais aprofundados.

Por outro lado, um deslocamento da banda em um espectro UV-Vis de
nanoparticulas de prata pode indicar uma alteragdo na geometria, no tamanho ou no
ambiente das particulas. Por exemplo, um deslocamento para comprimentos de onda
mais longos pode sugerir um aumento no tamanho médio das nanoparticulas,
enquanto um deslocamento para comprimentos de onda mais curtos pode sugerir uma
diminuicdo no tamanho médio das nanoparticulas.

Além disso, uma mudanca na posicdo da banda SPR também pode ser
provocada pela interagdo das nanoparticulas com moléculas na solugdo, como os
compostos fendlicos e flavonoides da prépolis verde. Essa interagao pode alterar a
polarizabilidade da superficie das nanoparticulas e, consequentemente, a posicdo da
banda SPR. Os valores de absorcdo da SPR variam consideravelmente em

nanoparticulas esféricas. Alguns autores relataram absor¢do em torno de 405 nm
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utilizando citrato de sédio (SUN, Y. AND XIA, Y., 2003) e 425 nm com o uso da planta
Desmodium triflorum (AHMAD N. et al., 2011).

Figura 13. Espectros UV-Vis de AQNP-mPV nos dias 0 e 15.
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Fonte: O autor, (2023).
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Nanoparticulas de prata formadas com proépolis indianas da regido de Khanpur
(ROY N. et al., 2010) e da regiao de Tamilhadu (JAYANTHI; KOTHAI, 2014),
observou-se banda de SPR nos comprimentos de onda de 421 e 413 nm, bem préximo
ao pico em 412 nm que Barbosa V.T. e colaboradores (2019) relatam para AgNPs
formadas com extrato de propolis vermelha brasileira. De acordo com Mokhtari et al.
(2009), baixos comprimentos de onda, como 412 nm, sugerem a formacédo de
menores nanoparticulas de prata.

Em relagdo a outros formatos, Pal, Tak e Song (2007) observaram que as
nanoparticulas de prata triangulares apresentavam absor¢cao em duas regioes (418 e
514 nm), enquanto as nanoparticulas em formato de prato triangular apresentavam

absor¢ao em 770 nm.

4.3.3 Determinagao do Potencial Zeta

O Potencial Zeta (PZ) desempenha um papel crucial na estabilidade de
nanoparticulas coloidais em suspensao. Um PZ alto resulta na repulsdo mutua das
particulas, mantendo a suspensdo estavel e prevenindo a aglomeragao das
nanoparticulas. Por outro lado, um PZ baixo favorece a atracdo entre particulas,
podendo causar aglomeragdo de nanoparticulas e instabilidade da suspenséao
(BHATTACHARJEE, S., 2016; DUTTA et al., 2017).

Figura 14. Potencial Zeta médio no dia inicial (d0) e no oitavo dia (d8).
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Fonte: O autor, (2023).
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Ao revestir as AgNPs com compostos fendlicos e flavonoides presentes no
extrato de prépolis verde, obteve-se um PZ médio negativo, variando de -41 a -68 mV,
conforme indicado na Figura 14. Esse resultado implica uma alta estabilidade da
suspensao coloidal de nanoparticulas, com a superficie negativamente carregada das
AgNPs prevenindo a agregacdo de particulas por repulsdo interparticulas
(CORCIOVA A. et al., 2019).

Um estudo conduzido por Barsola, B. e Kumari, P. (2022) analisou
nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato de propolis indiano e registrou um
PZ negativo de -21,36 mV para as AgNPs. Em outra investigagcéo, Belteky, P. et al.
(2019) compararam nanoparticulas de prata sintetizadas com extrato de cha verde
com aquelas estabilizadas com citrato. As nanoparticulas estabilizadas com extrato
de cha verde exibiram um potencial zeta aproximadamente 8,5 mV menor do que as
estabilizadas com citrato (-27,8 mV), proporcionando maior estabilidade em solugbes
contendo diversas concentragdes de NaCl, glicose, glutamina, componentes de
cultura celular e sob diferentes valores de pH.

Surpreendentemente, Suresh, A. et al. (2012) relataram que AgNPs nao
revestidas sintetizadas exibiram um potencial zeta de -42,5 mV em agua deionizada.
Este resultado, considerado suficiente para a estabilizacdo das NPs por meio do
mecanismo eletrostatico, foi atribuido a adsorgéo de ions de nitrato na superficie das
NPs.

4.4 Atividade antifungica

Na analise dos resultados obtidos, observou-se que os discos de papel de filtro
embebidos com as AgNP-mPV apresentaram halos de inibicdo do crescimento do
fungo C. albicans com didmetros de 3,0 cm cada, enquanto os discos de controle,
embebidos com clorexidina 2% v/v, apresentaram halos de 2,0 e 2,5 cm de didmetro.
As areas de inibicdo foram calculadas utilizando a férmula da area de um circulo (11r?),
considerando que o raio € a metade do diametro.

Portanto, as areas de inibicdo para os halos gerados pela AQNP-mPYV foram de
7,07 cm? (com didmetro de 3 cm, o raio é 1,5 cm; entdo a area € m*(1,5 cm)?). Para
os discos de controle, as areas de inibicdo foram de 3,14 cm? e 4,91 cm? (com
diametros de 2 cm e 2,5 cm, os raios sdo 1 cm e 1,25 cm, respectivamente; entdo as

areas sao 1m*(1 cm)? e (1,25 cm)?).
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Esses resultados sugerem que as nanoparticulas de AQNP-mPV apresentam
um efeito antifungico mais potente contra C. albicans do que a clorexidina, conforme
evidenciado pelas maiores areas de inibicdo do crescimento fungico. Essa maior
eficacia antifungica das AgNP-mPV pode ser atribuida as suas propriedades
nanométricas que permitem uma maior interagao com as células do fungo.

Os resultados corroboram a literatura que aponta a atividade antifungica de
nanoparticulas de prata e seus nanocompodsitos (MALKAPUR, D. et al. 2017,
PRYSHCHEPA et al., 2020). O desempenho superior das AQNP-mPV em comparagao
com a clorexidina indica seu potencial para ser usado como uma alternativa no

controle de infecgdes por C. albicans.

Figura 15. Estudo In vitro da capacidade antifungica de de AQNP-mPV.
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Fonte: Do autor, 2023.
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5 CONCLUSOES

As amostras de extrato de propolis verde de Itauna demonstraram uma
capacidade notavel de produzir nanoparticulas de prata. A habilidade redutora da
propolis verde parece estar associada a sua qualidade e, correlativamente, a
quantidade de compostos fendlicos e flavonoides. Este estudo sugere que os
principais constituintes quimicos, como o Artepillin C, a drupanina e o acido p-
cumarico, desempenham um papel crucial no processo de reducao da prata e
parecem ser eficazes no revestimento das AgNPs, resultando em alta estabilidade das
nanoparticulas coloidais em suspenséo.

As AgNP-mVP mostraram capacidade de eliminar de forma eficiente fungos C.
albicans em estudos in vitro, indicando potencial como um novo agente antifungico.
Entretanto, mais estudos com foco na avaliacdo de isolados clinicos totalmente
caracterizados devem ser realizados, para melhor entender as implicagdes praticas e
o possivel papel das AgNPs-mVP como um novo agente antifungico.

E importante ressaltar que os estudos sobre o uso do extrato de propolis para
a sintese de nanoparticulas de prata ainda estdo em estagio inicial. Mais pesquisas
sdo necessarias para entender completamente o potencial dessa abordagem, para
avaliar a toxicidade e a seguranga das nanoparticulas resultantes, assim como sua
aplicagcao em novas areas, como na engenharia de tecidos e em curativos de feridas.

As aplicacbes de AgNP-mPV em curativos inteligentes sdo bastante
promissoras, visto que essa abordagem combina as propriedades antimicrobianas das
nanoparticulas de prata com as diversas propriedades da prépolis verde e com a
capacidade dos curativos de responderem dinamicamente ao ambiente da ferida,
apresentando potencial de revolucionar o tratamento de feridas, melhorando a
cicatrizagcéo e reduzindo o risco de infecgao.

A medida que a pesquisa avanca, espera-se que o desenvolvimento de
curativos inteligentes com nanoparticulas de prata modificadas se torne mais eficiente
e acessivel, permitindo sua implementacdo em uma variedade de contextos clinicos.
Além disso, a incorporagdo de AgNP-mPV em curativos inteligentes pode abrir
caminho para novas aplicagdes, como a liberagao controlada de medicamentos e a
monitoracdo em tempo real das condicbes da ferida. Essa combinagcdo de
propriedades terapéuticas e tecnolégicas tem o potencial de transformar
significativamente o campo do tratamento de feridas, melhorando a qualidade de vida

dos pacientes e otimizando os resultados clinicos
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