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Oliveira LP. Sintese, caracterizacdo de fosfato de prata (AgsPOas) e sua agéo contra
Candida albicans associado com luz LED [dissertacdo de mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Ha diversas possibilidades para o controle microbiano, dentre elas, o uso de
microcristais associados a prata (Ag), e a inativacédo fotodinamica antimicrobiana (do
inglés, aPDI). Devido a capacidade de fotoexcitacdo no comprimento de onda de luz
azul, fosfato de prata (AgsPOa) foi submetido a exposicdo a luz em 455nm. Este
trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e verificar a capacidade
fotocatalitica e antimicrobiana dos microcristais de AgsPOa, utilizando culturas de C.
albicans em suspensao e biofilme, na presenca e auséncia de luz. Os microcristais
foram sintetizados pelo método da co-precipitacéo, e foram determinados o “gap” de
energia e 0 espectro de absorcao do material através de andlise de espectro de UV-
VIS. Para caracterizar AgsPOs, realizou-se a difracdo de raios-X (DRX), microscopia
eletrdnica de varredura por emissao de campo (MEV-EC) e atividade fotocatalitica
(degradacao de rodamina) apos 4 exposicoes a luz. Para os ensaios microbiolégicos
(UFC/mL), determinou-se a concentragdo fungicida minima (CFM) em suspensao e
biofilme, na auséncia e presenca de luz (55,8 J/cm?). Para analise dos resultados,
aplicou-se o teste de andlise de variancia de dois fatores, com teste posterior de
Tukey. Os resultados demonstraram que o espectro de absorcdo abrange a faixa
azul do comprimento de onda, apesar do maior sinal estar localizado na regiao de
luz UV. Nos espectros de DRX observou-se a producéo de prata cubica e hexagonal
no decorrer das exposicdes, juntamente com o aumento de material amorfo. Nas
imagens de MEV-EC foi observado o tamanho dos microcristais (0,12 pum), 0s quais
apresentaram morfologia arredondada, irregular e com natureza aglomerada,
degradando-se apoOs cada exposi¢ao a luz. Observou-se um aumento na atividade
fotocatalitica de AgsPO4, com aumento de velocidade na degradacdo do corante
rodamina a cada novo ciclo. Nos testes microbiolégicos em suspensédo, as CFMs
foram observadas (2000 e 250ug/mL) assim como em biofilme (4000 e 2000 ug/mL),
na auséncia e presenca de luz, respectivamente. As imagens de MEV corroboraram
com os dados de UFC/mL, no qual o microrganismo apresenta uma reducao em seu
crescimento ou deformacdo em sua morfologia quando comparada a sua forma
arredondada padrao. Além disso, nas imagens de microscopia confocal a laser a
guantidade de células mortas torna-se mais intensa a medida que as concentragées
se aproximam da inibitéria. Desta forma, através da sintese pelo método da co-
precipitacdo, o microcristal de AgsPOa4 apresentou excelente atividade fotocatalitica
em comprimento de onda de 455 nm, com potencializacdo da atividade antifungica
na presenca de luz na faixa azul.

Palavras chave: Biofilmes. Fototerapia. Candida albicans. Antifangicos.



Oliveira LP. Synthesis, characterization of silver phosphate (AgsPO4) and its action
against Candida albicans associated with LED light [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

There are several possibilities for microbial control, among them the use of
microcrystals associated with silver (Ag), and antimicrobial photodynamic inactivation
(aPDI). Due to the ability of photoexcitation in the blue light wavelength, silver
phosphate (AgsPO4) was subjected to light exposure at 455nm. Thus, the aim was to
synthesize, characterize and verify the photocatalytic and antimicrobial capacity of
AgsPO4 microcrystals using cultures of C. albicans in planktonic and biofilm form, in
the presence and absence of light. Microcrystals were synthesized by the co-
precipitation method, the energy band gap and the absorption spectrum of the
material were determined by UV-VIS spectrum analysis. To characterize AgsPOa, X-
ray diffraction (XRD), field emission scanning electron microscopy (FE-SEM) and
photocatalytic activity (rhodamine degradation) were performed after 4 exposures to
light. For the microbiological tests (CFU/mL), the minimum fungicidal concentration
(MFC) in planktonic and biofilm was determined, in the absence and presence of light
(55.8 J/icm?). To analyze the results, a two-way analysis of variance (ANOVA) was
applied, followed by Tukey post-test. The results showed the absorption spectrum
covers the blue wavelength range, although the largest peak is located in the UV light
region. The XRD spectra produced cubic and hexagonal silver during the exposures,
with an increase of amorphous material. The microcrystal size was observed (0.12
um) by FE-SEM images, with rounded and irregular morphology and agglomerated
nature, degrading after each exposure to light. Besides, it was observed a gain in the
photocatalytic activity of AgsPO4, with an increasing rate of degradation on
rhodamine dye at each new cycle. The MFCs were observed in the planktonic
microbiological tests (2000 and 250 pg/mL) as well as in biofilm (4000 and 2000
pMg/mL), in the absence and presence of light, respectively. FE-SEM images
corroborated with CFU/mL data, showing a reduction on microorganism growth or
deformation in its morphology when compared to its standard rounded form.
Moreover, the number of dead cells in the confocal laser microscopy images
becomes more intense with the approach of inhibitory concentration. Thus, through
the co-precipitation method, the microcrystal of AgsPOs showed excellent
photocatalytic activity at a 455nm wavelength, with potentiation of antifungal activity
in the presence of light over blue band.

Keywords: Biofilms. Phototherapy. Candida albicans. Antifungal agents.
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1 INTRODUCAO

A estomatite protética afeta grande parte dos usuarios de proétese
removivel. Sua etiologia € multifatorial, incluindo fatores demogréaficos (maior
prevaléncia no género feminino, fumantes e portadores de doengcas que
comprometam o sistema imunologico) e uso da protese (mal adaptacédo, aumento do
tempo de uso, higiene deficiente, material rugoso na confeccdo da protese e
colonizacdo microbiana na superficie da prétese, principalmente por Candida spp)?.

Apesar de varias espécies de Candida serem encontradas na cavidade
oral, destaca-se a presenca de Candida albicans (C. albicans) %3. C. albicans vive
em harmonia com outros microrganismos na cavidade oral, porém, fatores locais
(ma higienizacdo da protese ou problemas na adaptacdo) ou sistémicos (virus do
HIV, cancer, ma nutricdo, diabetes, quimioterapia ou radioterapia) podem alterar este
equilibrio*°. Além disso, Pereira et al.® demonstrou uma possivel associacédo entre a
presenca de Candida spp. e bactérias em estomatite protética, sugerindo que esses
microrganismos desempenham um papel importante no desenvolvimento e
persisténcia dessa doenca.

Atualmente sdo utilizadas estratégias de tratamento com agentes
antifungicos, dando destaque para miconazol’, nistatina e fluconazol, porém, com
recorréncia frequente®. Além disso, ha uma procura por farmacos mais efetivos e
gue sejam menos toxicos®.

Dentre as possibilidades exploradas para o controle microbiano, a
utilizacdo de microcristais associados a prata (Ag) tem sido bastante pesquisada,
ndo somente devido a sua atividade contra bactérias, fungos e virus, mas também a
baixa propenséo de induzir resisténcia microbianal®l, Varios compostos tém sido
associados a Ag objetivando menor concentracdo desta. Dentre eles, destaca-se o
molibdénio, formando o molibdato de prata (Ag2MoQOa)'?, o tungsténio, formando o
tungstato de prata(Ag2W04)'314 e o fésforo, formando o fosfato de prata (AgsPOa4)*®.

Fosfato de prata apresenta diversas aplicabilidades tecnoldgicas por
possuir excelentes propriedades fotoluminescentes, fotocataliticas, atividade
bacteriostatica e biocompatibilidade'®18, sendo esta Ultima uma importante
caracteristica para utilizacdo do material na area biomédica. A atividade
antibacteriana do AgsPO4 foi constatada com 0s microrganismos Escherichia coli (E.
coli) em solucdo'’*° e Bacillus subtilis (B. subtilis) por ensaio de difusdo em disco?.
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O estudo de Jiang et al?® demonstrou a capacidade antibacteriana e
biocompatibilidade de fosfato de prata, no entanto, mais evidéncias ainda sao
necessarias para elucidar o mecanismo antifungico do material contra C. albicans.

E conhecido que fosfato de prata apresentam capacidade de
fotodegradacdo quando expostos a espectros de luz??, sendo uma vantagem a sua
utilizacdo quando comparado aos fotossensibilizadores organicos, principalmente
por possuirem maior estabilidade em diferentes condi¢cbes biolégicas, como: pH,
forca ibnica e pressdo.?325.

Ha pesquisas envolvendo o uso da terapia fotodinamica (do inglés, PDT),
a qual utiliza um fotossensibilizador que, ao absorver luz incidida em comprimento
de onda especifico e na presenca de oxigénio, gera oxigénio singleto e radicais
livres, atuando na eliminacdo dos microrganismos?6. A PDT ja é utilizada para
tratamentos em cancer?’, e seu uso na odontologia abrange areas como endodontia
e periodontia, além de tratamento alternativo a estomatite protética?®282° que visam
a inativacao fotodinamica antimicrobiana (do inglés aPDI)3°. H& estudos que utilizam
tanto a luz azul (espectro de luz seguro) quanto a vermelha3'3?, a depender do sinal
de absorcao do composto utilizado.

Apesar dos recursos terapéuticos utilizados para o tratamento da
estomatite protética, sua recorréncia ainda é constante. Visando a eliminacdo dos
microrganismos presentes em sua etiologia, principalmente C. albicans, a aPDI
apresenta-se como um possivel tratamento alternativo. Porém, ainda ndo ha na
literatura uma associacéo entre a utilizacdo de luz e microcristais de fosfato de prata
para eliminacao de C. albicans. O objetivo da exposicao dos microcristais de AgsPOa4
a luz se deve a sua fotoexcitacéo, pretendendo obter melhores resultados através da
eliminacdo de uma maior quantidade de microrganismos devido a liberagcdo de
espécies reativas pela particula. Assim, um estudo in vitro é necessario para

definicdo dos para@metros adequados para inativacao fungica.
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7 CONCLUSAO

e O microcristal de fosfato de prata, sintetizado pelo método de co-precipitacéo,
apos quatro exposi¢des de luz com comprimento de onda maximo a 455 nm,
demonstrou a formacgéo de prata cubica (a partir de 1 exposicao) e hexagonal
(ap0s 3 exposicoes);

e O microcristal de fosfato de prata apresentou uma morfologia arredonda e
irregular, acentuando-se a cada nova exposic¢éo a luz;

e Observou-se um aumento na atividade fotocatalitica de AgsPO4, com aumento
de velocidade na degradacdo do corante rodamina a cada novo ciclo, com
excecao do 4° ciclo;

¢ Nos testes microbioldgicos, o fosfato de prata apresentou atividade antifingica
tanto para a forma planctbnica quanto para o biofiilme em formacdo de C.
albicans.

e A atividade antifingica foi mais efetiva na presenca de luz, com concentractes
mais baixas quando comparadas a concentragdes mais altas do microcristal na
auséncia de luz.

e Fosfato de prata possui atividade antifungica, com efeito potencializado, na

presenca de luz na faixa azul.
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