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Pimentel BNAS. Microcristais de tungstato de prata, molibdato de prata e vanadato de
prata: biocompatibilidade e atividade antifungica sobre biofilme de Candida albicans
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A presente tese foi dividida em dois estudos que tiveram como objetivos (1) avaliar a
citotoxicidade dos microcristais vanadato de prata (a-AgVOs; 3,9 pug/mL e 15,62
png/mL), tungstato de prata (a-Ag2WOs; 7,81 pg/mL) e molibdato de prata (B-Ag2MoQOg;
15,62 pg/mL) sobre células inflamatérias THP-1 e macréfago em monocamada, bem
como quantificar a producdo de superdxido, citocinas pro-inflamatérias e
metaloproteinases de matriz (MMP); (2) avaliar a atividade antifungica de a-AgVOs, a-
Ag2WO:4 e 3-Ag2Mo004, sobre biofilme de Candida albicans cultivados sobre modelos
de co-cultivo tridimensional (3D). A citotoxicidade e a resposta inflamatéria de a-
AgVOs, a-Ag2WO4 e 3-Ag2MoO4 foram avaliadas sobre os modelos de co-cultivo 3D.
No estudo 1, a viabilidade celular de THP-1 e macrofagos, apos 24 horas de contato
com a-AgVOs, a-AgaWO4 e (B-AgaMoOs4, foi determinada a partir do ensaio de
alamarBlue™. A producéo da espécie reativa de oxigénio (superoéxido) foi quantificada
por fluorimetria e visualizada por microscopia de fluorescéncia confocal. Ja a producgéo
de citocinas e metaloproteinases de matriz foi quantificada por citometria de fluxo e
ELISA, respectivamente. Os microcristais a-Ag2WO4, B-Ag2MoOs4 e a-AgVOs, na
concentracdo fungicida minima (CFM: 15,62 pug/mL), promoveram pequena
diminuicdo na viabilidade de THP-1 (77,3%, 69,29% e 73,96%, respectivamente). Ja
em macrofagos, apenas a-AgVOs (CFM) foi capaz de diminuir a viabilidade celular
(70,36%). Em ambas as células foram observadas producdo de superoxido. Com
relacdo as citocinas, houve aumento na producéo de IL-8 por ambas as células, bem
como aumento na produgéo de IL-18 por macréfagos. A MMP-8 néo foi detectada no
sobrenadante de THP-1 em nenhuma condicéo avaliada, enquanto a MMP-9 teve sua
producdo reduzida nas células THP-1 expostas a a-Ag2WOs e B-Ag2Mo0Os. J& 0S
sobrenadantes dos macrofagos apresentaram diminuicdo de MMP-8 e -9,
independente do microcristal ao qual a célula foi exposta. No estudo 2, um modelo de
co-cultivo 3D envolvendo trés linhagens celulares foi desenvolvido e validado. Nestes
modelos foi determinada a citotoxicidade, pelo ensaio colorimétrico MTT, de a-AgVOs,
a-Ag2WO4 e B-Ag2MoOas, nas mesmas concentracdes testadas no estudo 1. Foi
avaliada também a acdo dos microcristais sobre biofilmes de Candida albicans
crescidos sobre os modelos 3D, simulando um processo infeccioso. Além disso, a
modulacao da resposta inflamatéria foi verificada a partir da dosagem de citocinas proé-
inflamatdrias, na auséncia e na presenca dos microcristais, tanto nos modelos com
infeccdo, quanto nos modelos sem infeccdo. O modelo de co-cultivo 3D se mostrou
adequado para avaliar a biocompatibilidade de biomateriais bem como processos
infecciosos. Entre os microcristais avaliados, apenas a-AgVOs mostrou-se citotoxico,
além de néo ter sido efetivo contra o biofilme de C. albicans e ndo ter modulado a
resposta inflamatoria; a-Ag2WO4 apresentou atividade contra biofilme de C. albicans,
com reducéo de 1,5 logio, semelhante a reducéo observada no controle com a droga
padrdo (fluconazol), e induziu a producdo de IL-6, IL-8 e IL-1B; B-Ag2M0o0O4 nédo
apresentou atividade contra o biofilme de C. albicans, pesar de ter sido biocompativel
e capaz de diminuir a produgdo de TNFa nos modelos infectados. Com base nos
resultados destes estudos, a-Ag2WO4 foi considerado um material promissor no
tratamento de infeccdes por C. albicans.



Palavras chave: Teste de materiais. Candida albicans. Prata. Citocinas.
Metaloproteinases da matriz.



Pimentel BNAS. Silver tungstate, silver molybdate and silver vanadate microcrystals:
biocompatibility and antifungal activity on Candida albicans biofilm [tese de doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

This present thesis was divided into two studies that aimed to (1) evaluate the
cytotoxicity of microcrystals silver vanadate (a-AgVOs; 3.9 pg/mL and 15.62 pg/mL),
silver tungstate (a-Ag2WOa4; 7.81 pg/mL) and silver molybdate (B-Ag2M0Oa4; 15.62
png/mL) on THP-1 and macrophage inflammatory cells in monolayer model, as well as
quantifying the production of superoxide, proinflammatory cytokines and matrix
metalloproteinases (MMP); (2) evaluate the antifungal activity of a-AgVOs, a-Ag2WO4
and B-Ag2Mo0O4 on Candida albicans biofilm cultivated on three-dimensional (3D) co-
culture models. The cytotoxicity and inflammatory response of a-AgVOs, a-Ag2WOa4
and 3-Ag2MoO4 were also evaluated on 3D co-culture models. In study 1, the cell
viability of THP-1 and macrophages, after being challenged with a-AgVOs, a-Ag2WO4
and B-Ag2MoOs for 24 hours, was determined using the alamarBlue™ assay. The
production of reactive oxygen species (superoxide) was quantified by fluorimetry and
visualized by confocal laser scanning microscopy. The production of cytokines and
matrix metalloproteinases was quantified by flow cytometry and ELISA, respectively.
The a-Ag2WOs4, B-AgaMoO4 and a-AgVOs microcrystals, at the minimum fungicidal
concentration (MFC: 15.62 upg/mL), promoted a small decrease in THP-1 viability
(77.3%, 69.29% and 73 .96%, respectively). In macrophages, only a-AgvVOs (MFC)
was able to decrease cell viability (70.36%). In both cells, superoxide production was
observed. Regarding cytokines, there was an increase in IL-8 production by both cells,
as well as an increase in IL-1B production by macrophages. MMP-8 was not detected
in the THP-1 supernatant in any condition evaluated, whereas MMP-9 had its
production reduced in THP-1 cells exposed to a-Ag2WO4 and B-Ag2MoOa4. Macrophage
supernatants showed a decrease in MMP-8 and -9, regardless of the microcrystals to
which cells were exposed. In study 2, a 3D co-culture model involving three cell lines
was developed and validated. In these models, the cytotoxicity of a-AgVOs, a-Ag2WO4
and B-Ag2MoOs was determined by MTT colorimetric assay, at the same
concentrations tested in study 1. The antimicrobial activity of microcrystals on C.
albicans biofilms grown on 3D models was also evaluated, simulating an infectious
process. Furthermore, the modulation of the inflammatory response was assessed by
measuring the production of pro-inflammatory cytokines, in the absence and presence
of microcrystals, in both infected and noninfected models. The 3D co-culture model
proved to be adequate to assess the biocompatibility of biomaterials as well as the
infectious processes. Among the microcrystals evaluated, a-AgVOs was cytotoxic, had
no effect against C. albicans biofilm and did not modulate the inflammatory response;
a-Ag2WO4 showed activity against C. albicans biofilm with a 1.5 logio reduction, similar
to the control with the standard drug (fluconazole). a-Ag2WO4 also induced the
production of IL-6, IL-8 and IL-1B3; B-Ag2MoO4 showed no activity against C. albicans
biofilm, despite being biocompatible and able to reduce the production of TNFa in
infected models. Based on the findings of these studies, a-Ag2WO4 appears to be a
promising material in the treatment of C. albicans infections

Keywords: Materials testing. Candida albicans. Silver. Cytokines. Matrix
metalloproteinases.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt 14
2 PROPOSICAO. ...t 21
2.1 Objetivos ESPeCifiCOS ..ccooeiviiiicieee e 21
BPUBLICACOES ...ttt 22
S L PUDIICAGAOD ..o 22
3.2 PUDIICAGAOD 2. 55
A DISCUSSAD ...ttt ettt e r e 87
5 CONCLUSAOD ..ottt 92

REFERENCIAS ..ottt 93

APENDICE A .o et 99

ANEXO A 114



14

1 INTRODUCAO

A microbiota oral € composta por bactérias e fungos que vivem em comunidade
e interagem entre si de maneira sinérgica, mutualistica ou antagobnical. Essa
microbiota oral pode ser afetada por diversos fatores, como temperatura, pH,
oscilacbes nos niveis de nutrientes e exposicdo a fatores quimicos, como
medicamentos, cremes dentais, enxaguatérios bucais, entre outros, sendo um
ambiente desafiador para os microrganismos que nele residem!. Entre os
microrganismos encontrados na cavidade oral aqueles pertencentes a Candida spp.
estdo presentes em aproximadamente 70% da populacdo saudavel, sendo Candida
albicans, um fungo comensal oportunista, a espécie de Candida mais abundante?.
Fatores que causem o desequilibrio entre os mecanismos de defesa do hospedeiro e
os fatores viruléncia de C. albicans podem resultar em colonizacdo de sitios na
cavidade oral, ocasionando lesGes como a candidose oral'.

A patogenicidade de C. albicans € influenciada por diversos fatores de
viruléncia, como a sua capacidade de mudar de forma (polimorfismo), a capacidade
de adesé@o aos tecidos, a secrecdo de enzimas hidroliticas (proeases, fosfolipases e
hemolisinas), além de sua habilidade de formar biofilmes®. C. albicans pode ser
encontrada nas formas de levedura, pseudo-hifa ou hifa (filamentar). Quando na forma
filamentar, C. albicans é responsavel pela invasédo tecidual*®’, causando infeccdes
profundas, sendo o formato de levedura importante na disseminacéo inicial e
processos infecciosos*’. O polimorfismo de C. albicans interfere no seu
reconhecimento pelas células do sistema imunologico do hospedeiro, uma vez que a
expressdo de padrbes moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated
molecular patterns - PAMPS) varia de acordo com a morfologia de C. albicans?.
Autores demonstraram que a transi¢cao de levedura para hifa promove o escape de C.
albicans de macréfagos e neutrdéfilos e, apesar das células dendriticas serem capazes
de fagocitar ambos os tipos morfolégicos deste fungo, isto ocorre por diferentes
receptores e estimula diferentes respostas inflamatérias no hospedeiro’. Essa
habilidade de C. albicans em mudar de forma é regulada por cascatas sinalizadoras
gue sdo controladas por diferentes estimulos do meio’, como disponibilidade de
nutrientes, pH, hipdxia e diferentes niveis de CO28.

A capacidade de C. albicans em aderir as superficies do hospedeiro é um

importante fator na colonizagcdo dos tecidos. Esta adesdo é mediada por adesinas
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fungicas, como por exemplo as proteinas Als (sequéncia semelhante a aglutinina -
agglutinin-like sequence), que interagem com diferentes receptores do hospedeiro,
auxiliando na adesao da célula fungica. Apos a adesédo, enzimas hidroliticas, como
proteases e fosfolipases, auxiliam C. albicans no processo de penetracao e invasao
nas células do hospedeiro, com consequente destruicdo tecidual>. O aumento na
sintese e na atividade dessas enzimas hidroliticas favorece a patogenicidade do
fungo, causando sinais clinicos de candidiase severa®. Outro fator relacionado a
patogenicidade de C. albicans é sua capacidade de formar biofilmes sobre as
superficies em que se adere>’. Biofiimes sdo comunidades de microrganismos
altamente organizadas, aderidas as superficies bidticas ou abidticas, envoltas por uma
matriz extracelular prépria (MEC)>%0, Clinicamente, biofilmes representam fontes de
toleréncia frente aos antimicrobianos. Os mecanismos de tolerancia aos farmacos
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, contudo acredita-se que a penetracdo
destes farmacos no biofilme seria prejudicada pela presenca da MEC, de forma que
apenas os microrganismos da camada superficial seriam atingidos pelo tratamento®.

A terapia antifungica atual inclui o uso, local ou sistémico, de farmacos como
azois, polienos e equinocandinas?!. De forma geral, estes farmacos atuam impedindo
a sintese da membrana celular fungica, interferindo na replicacéo das células filhas, e
também na ligacdo ao ergosterol da membrana celular, causando ruptura da célula
fungicat12. Apesar de apresentarem boa performance, o uso prolongado de
antifingicos sistémicos convencionais pode acarretar danos hepaticos e renais!. E
importante pontuar que o uso prolongado e indiscriminado desta classe de farmacos
€ um dos principais fatores no aumento da resisténcia fungica, e pode resultar em
alteracbes, como o aumento na bomba de efluxo, alteracdes fenotipicas no alvo do
farmaco e recombinacdes genéticas, que minimizam o efeito do tratamento,
resultando no surgimento seletivo de células flngicas resistentes'?. Por conta disto,
terapias que inativem o0s microrganismos de maneira quimica e/ou fisica e que
possuam baixa propensdo em causar resisténcia e toxicidade sistémica tém sido
amplamente pesquisadas®22,

O Centro de Desenvolvimento de Materiais Funcionais (CDMF), um Centro de
Pesquisa, Inovacdo e Difusdo (CEPID) apoiado pela FAPESP, vem estudando
alternativas para inativagdo de microrganismos através do emprego de microcristais
contendo prata (tungstato de prata — a-Ag2WO04'82122 molibdato de prata — B-

Ag2Mo04'° vanadato de prata — a-AgVOs?°). Estes materiais tém sido idealizados
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tanto para revestimento como para incorporacdo em materiais de uso médico-
odontolégico, como superficies de titanio e de resinas acrilicas. Estudos prévios'®22-
25 demonstraram que, em culturas plancténicas de C. albicans (ATCC 90028), os
microcristais a-Ag2WO4, B-Ag2M00O4 e a-AgVOs foram capazes de inibir o crescimento
deste fungo. O mecanismo de acao quimico-tedrico destes microcristais se da a partir
da geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs), como os radicais hidroxila (OH"),
superoxido (O2) e hidroperoxila (*O2H*)1822, Com o emprego de técnicas analiticas
de fotoluminescéncia, foi possivel constatar que a-AgVOs, a-Ag2WO4 e 3-Ag2M004
emitem espectros de luz visivel nas regides do azul e do vermelho. Estas regifes
estdo relacionadas com defeitos energéticos gerados nos microcristais e estes
defeitos sé@o responsaveis por promover distor¢des nas moléculas de agua, induzindo
a formacdo de OH* e *O2H*19-2225 As espécies reativas geradas seriam, portanto,
responsaveis pela morte dos microrganismos, através de danos causados por
estresse oxidativo em moléculas, como polissacarideos, ergosterol, lipideos e
proteinas de membrana'®?225, No entanto, apesar dos resultados promissores
obtidos em culturas planctoénicas, até o momento ndo havia dados concretos a
respeito da acao destes microcristais sobre biofilmes.

Além da capacidade antimicrobiana, a biocompatibilidade dos microcristais em
guestdo também é um parametro importante a ser avaliado. A producédo de EROs,
principal mecanismo de acdo destes microcristais, além de causar a morte dos
microrganismos, também pode comprometer as células do hospedeiro. Essas
moléculas atuam no corpo humano regulando processos biologicos e fisioldgicos,
como a proliferacdo celular e a resposta imunoldgica?®. Entretanto, altos niveis de
EROs podem causar hiperativacéo da resposta inflamatoria, aumentando os niveis de
citocinas proé-inflamatérias e causando danos teciduais?®. Estudos prévios realizados
em células em monocamada (2D) demonstram auséncia de citotoxicidade em
gueratindcitos orais (linhagem NOK-si) e fibroblastos gengivais (linhagem FGH), apos
24 horas de exposicdo a a-AgVOs, a-Ag2WOs4 e B-Ag2Mo0423-2527. Também foi
demonstrado que a-Ag2WO4 e a-AgVOs ndo foram capazes de degradar o DNA das
células?®?4, Apesar desses resultados contribuirem com informacdes relevantes,
existem limitacBes na extrapolacdo dos dados, uma vez que estudos envolvendo
células em monocamada séo limitados em relacdo a reproducdo do ambiente
complexo e dinamico dos tecidos?®. Estas limitacdes podem conduzir a resultados

falsos ou inconsistentes, uma vez que a arquitetura tecidual especifica, sinais
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mecanicos e bioquimicos, além da comunicagdo célula-célula, estdo ausentes em
culturas em monocamada?.

Com relagéo a aplicabilidade desses microcristais, o intuito €, futuramente,
realizar revestimento de componentes de titanio, como parafusos e abutments, bem
como incorporar esses compostos em materiais de uso rotineiro na clinica
odontoldgica, como resinas acrilicas, resinas compostas, cimentos resinosos, entre
outros. Dessa forma, a partir da acdo antimicrobiana desses microcristais, seria
possivel obter um melhor controle de patologias frequentes, como estomatite
protética, carie, periodontite e periimplantite. Logo, o foco principal no estudo destes
microcristais € sua aplicabilidade como biomateriais. Entende-se por biomaterial toda
substancia que, sozinha ou compondo um sistema, é utilizada para direcionar um
procedimento terapéutico ou de diagnostico®C. Sendo assim, sua utilizacdo nédo pode
resultar em efeitos adversos prejudiciais ao organismo do hospedeiro. Ou seja, €
preciso assegurar que o material em questdo cumpra a sua fungao principal e, ainda,
ndo seja toxico, antigénico, alergénico e carcinogénico®. Desta forma, apesar da
auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade de a-AgVOs, a-Ag2WO4 e [(-Ag2MoO4
previamente demonstradas, ainda foi necessario comprovar a ndo existéncia de
resposta inflamatdria exacerbada para que esses microcristais possam ser
classificados como biomateriais promissores para futura aplicacdo clinica. Estes
aspectos sao fundamentais para prevenir a rejeicdo dos materiais pelos tecidos
adjacentes.

No que diz respeito aos aspectos da antigenicidade, de forma geral, pode-se
afirmar que o processo inflamatério € um mecanismo do organismo contra injurias,
como infeccdes microbianas, fatores fisicos e substancias quimicas3'-3 que, se bem-
sucedido, resulta nos processos de reparacao tecidual e restauracdo da funcao
biolégica®l. Esse processo pode ser considerado agudo ou cronico, e estes diferem
guanto ao tempo de duracdo, tipos de células recrutadas, bem como citocinas
produzidas e secretadas®!. Durante o processo infeccioso por C. albicans é possivel
detectar aumento na producao de interleucina (IL)-6, IL-8, IL-1p e fator de necrose
tumoral alfa (TNFa)34-36, Essas citocinas também estdo envolvidas no processo de
resposta imunoldgica aos biomateriais®’. De acordo com a literatura, pacientes com
candidose oral apresentam niveis séricos de IL-6 elevados quando comparados aos
pacientes saudaveis®. Esta citocina é produzida por macréfagos, células B, células T,

queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais®?3°, sendo uma de suas principais
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fungGes induzir a maturacédo de células B em células secretoras de imunoglobulinas*®,
além de induzir um rapido aumento de neutrdfilos na corrente sanguinea, de forma a
tentar solucionar o processo infeccioso*!. Apesar de ser uma citocina pré-inflamatéria,
IL-6 também exerce atividades regenerativas e anti-inflamatdrias em determinadas
condicbes*?.

A IL-8 é outra citocina importante nos processos inflamatérios mediados por
infeccbes causadas por C. albicans, atuando, principalmente, no recrutamento
quimiotatico de neutrdéfilos®?. Além disso, essa interleucina também é responsavel pela
migracdo e ativagdo de mondcitos, linfécitos, basoéfilos e eosindfilos®?. A IL-8 é
secretada por monécitos, macréfagos*3, queratinécitos® e fibroblastos*44, e estimula
aproducéo de IL-1B e TNFa“8. A IL-1B desempenha um papel central como mediadora
de diversas respostas inflamatérias*® e atua no hipotdlamo como pirégeno
enddgeno?’48. Esta citocina, secretada principalmente por células do sistema imune,
como macréfagos e mondcitos, assim como queratinécitos e fibroblastos3%4°, pode ter
sua producéo induzida por TNFa, outra citocina pro-inflamatéria3®. TNFa é um potente
mediador inflamatério®? produzido por diversos tipos celulares como queratindcitos,
fibroblastos, macréfagos e mondcitos3246, Esta citocina induz a secreg¢do de
colagenase pelos fibroblastos, ativa osteoclastos e induz a reabsorcéo 6ssea, estando
relacionada a doencas como a periodontite®®. Ambas, IL-1B e TNFa, estimulam
fibroblastos gengivais a produzirem IL-6%¢, além de estimularem fibroblastos e
gueratinécitos na producao de metaloproteinases da matriz (MMPSs), que degradam
componentes da matriz extracelular tecidual3°46:5,

A correta modulacdo da resposta imunolégica, juntamente com elementos
fundamentais do processo de reparacao tecidual, contribui de forma significativa para
0 sucesso no desenvolvimento de novos biomateriais. Nesse contexto, as
metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases zinco-
dependentes® 2 que estdo envolvidas nos processos fisiolégicos de remodelacédo
tecidual, degradacéo fisioldgica de proteinas da matriz extracelular e da membrana
basal®-%3, As MMPs sdo produzidas na forma de pro-enzimas, secretadas por
mondcitos, fibroblastos, macréfagos, queratinécitos e células endoteliais®>* e, na
auséncia de inflamacao, lesdo e processos patolégicos, sua atividade e expressao
sdo mantidas em baixos niveis®®. A ativacdo de pr6-MMPs pode ocorrer de forma
intracelular, através das MMPs associadas a membrana, ou extracelular, por outras

proteases, como por exemplo, a cisteina proteinase, as proteinases de Candida spp.,



19

as proteinas de algumas bactérias e espécies reativas de oxigénio®. Além disso,
MMPs ativas podem participar da ativacdo de outras MMPs em cascatas de ativacao
mutuas®.

Na fisiopatologia da cavidade oral, a MMP-8, também denominada colagenase
2, e a MMP-9, também denominada gelatinase B, tém sido relacionadas ao
desenvolvimento e progressdo da doenca periodontal, sendo as duas MMPs
predominantes no fluido crevicular gengival de sitios com periodontite, bem como no
fluido sulcular peri-implantar de sitios com periimplantite®>. A MMP-8 é sintetizada por
leucocitos polimorfonucleares durante sua maturacdo, mas também pode ser
expressa por condrécitos, fibroblastos, queratindcitos orais e células endoteliais®2. A
literatura relata que a MMP-8 é capaz de induzir a liberacdo de citocinas anti-
inflamatorias e quimiocinas, como por exemplo MCP-1 (proteina quimioatraente de
mondcitos 1 - monocyte chemoattractant protein 1) e MCP-2%, bem como atuar na
regulacdo da resposta imune e apoptose de células inflamatérias®®. A MMP-9 esta
estreitamente relacionada com a degradacéo de colageno tipo IV°! presente no tecido
conjuntivo e pode ser expressa por macrofagos, leucécitos, queratinécitos e
osteoclastos®2°°. O aumento na producdo de MMP-9 esta relacionado aos estagios
iniciais de reparacdo tecidual, mas também em doencgas inflamatorias, como a
periodontite e a peri-implantite>®.

Embora a rejeicdo de um biomaterial seja um desfecho comum na pratica
clinica, os protocolos preconizados atualmente ainda ndo incluiram testes
imunogénicos nos critérios de avaliacdo dos dados iniciais de um novo material®’.
Ensaios in vitro que avaliem a citotoxicidade, maturacao e ativacado de células do
sistema imune podem conferir indicios a respeito da resposta imune desencadeada
por novos biomateriais e devem ter como principal objetivo avaliar respostas
exacerbadas®’. Embora estes dados sozinhos ndo possam ser extrapolados para a
pratica clinica, quando devidamente empregados, sao eficientes durante o
desenvolvimento inicial (pré-clinico) dos biomateriais®’.

Apesar dos avancos no entendimento das propriedades antimicrobianas dos
microcristais a-Ag2WOs4, B-Ag2Mo0Os e a-AgVOs, nenhum resultado concreto em
biofilmes havia sido descrito até o presente trabalho. Do mesmo modo, os primeiros
estudos sobre a producdo de citocinas pro-inflamatérias e MMPs por esses
microcristais foram alcancados nesta tese e, de forma inédita, desenvolvemos e

aplicamos um modelo de co-cultivo tridimensional contendo células inflamatorias. De
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forma geral, todos os parametros aqui abordados sédo considerados essenciais para
uma futura aplicacdo destes microcristais em revestimentos ou na sua incorporagao

em materiais de uso medico-odontologico.
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5 CONCLUSAO

Diante dos objetivos propostos e resultados obtidos, foi possivel concluir que:

a-AgVOs, a-Ag2WO4 e B-Ag2MoO4 foram considerados levementes citotoxicos

ou nao citotoéxicos para as células THP-1 e macréfagos;

Foi observada resposta oxidativa as células THP-1 e macréfagos expostas aos

microcristais;

Nas células THP-1 e macréfagos, foi observado aumento na producéo de IL-8,
independentemente dos microcristais avaliados. Além disso, macréfagos
apresentaram aumento na producdo de IL-1B3, exceto quando expostos a a-AgVOs
[3,9 pg/mL];

THP-1 apresentou reducédo na producdao de MMP-9 quando exposto a a-
AgoWO4 e B-Ag2MoOas. A producdo de MMP-8 por THP-1 ndo foi detectada em
nenhuma situacao avaliada. Foi observada diminuicdo nos niveis de MMP-8 e -9 em
macrofagos expostos aos microcristais;

O modelo de co-cultivo 3D proposto se mostrou promissor para avaliagdo da
biocompatibilidade dos microcristais e dos processos infecciosos por biofilme de C.
albicans;

Dentre todos os microcristais testados, apenas a-AgVOs (15,62 pg/mL)
apresentou citotoxicidade sobre o modelo de co-cultivo 3D;

Apenas a-Ag2WOs apresentou atividade contra biofiime de C. albicans
semelhante ao controle com farmaco padréo;

a-Ag2WOs4 induziu a producdo de IL-6 e IL-8 em niveis semelhantes aos
observados nos modelos de co-cultivo 3D infectados e ndo infectados, tratados com
este microcristal. Resultado semelhante foi observado para 3-Ag2MoOa4, com relagéo
a citocina IL-8;

A exposicao dos modelos de co-cultivo 3D ao microcristal a-AgVOs (3,9 ug/mL
e 15,62 pug/mL) néo interferiu na producao das citocinas estudadas;

Foi observada diminuicdo na producdo de TNFa por B-Ag2MoO4, tanto em
relacdo ao grupo controle como aos modelos de co-cultivo 3D infectados por C.

albicans.
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