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RESUMO

A associacdo da prata a outros compostos vem sendo estudada em uma
tentativa de acentuar as propriedades antimicrobianas e reduzir a citotoxicidade
deste metal quando em altas concentragdes. O presente estudo investigou o efeito
dos microcristais: tungstato de prata (a-Ag2W0O4) e molibdato de prata (B-Ag2Mo00a4),
no comportamento das células gengivais em monocamada e em modelo de matriz
de colageno, simulando a reparacao tecidual. Para isto, fibroblastos gengivais (FGH)
foram cultivados e utilizados somente entre as passagens 3 e 8 para formacéo de
monocamada e para a confeccdo do equivalente dermal em matriz de colageno em
trés dimensdes (3D). Ambos microcristais foram utilizados na concentracao fungicida
minima (CFM) capaz de matar o fungo Candida albicans (C. albicans) e foram
definidas como C2: 7,81 upg/mL para tungstato de prata e 15,62 pg/mL para
molibdato de prata. A partir destes valores, concentragcdes 10 vezes concentradas
(C3) e 10 vezes diluidas (C1) foram preparadas para melhor compreender a margem
de efeito dos componentes sobre as células estudadas. Células incubadas com meio
de cultura na auséncia de microcristais foram utilizadas como controle negativo (C-)
e ceélulas incubadas com tampéao de lise (TL) como controle positivo, representando
100% de morte celular. O efeito dos microcristais na morfologia, viabilidade e
proliferacdo das células foram inicialmente avaliados e direcionaram o0s
experimentos sequenciais. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
analise da integridade do DNA foram experimentos mandatoérios para se conhecer o
real impacto dos microcristais quando em células humanas. Os resultados
quantitativos e qualitativos mostraram que a-Ag2WOs4 ndo afetou a atividade
enzimatica mitocondrial das células FGH cultivadas em monocamada e em matriz de
colageno, em contraste com [(-Ag2MoOs. Embora, o B-Ag2MoOs n&o tenha
interferido na proliferacdo celular, este composto afetou diretamente a viabilidade
dos fibroblastos durante a confeccdo do gel em 3D. Experimentos posteriores
realizados com a-Ag2WO4 provaram que estes microcristais na concentracédo de C2
nao danificaram o DNA. O desenvolvimento de novos materiais tem sido sempre
atraente para os pesquisadores, principalmente pela possibilidade de ser utilizado
para tratamento de doencas, bem como evitar a prescricdo indiscriminada de
antibioticos. Nossos resultados fornecem informacdes relevantes no que diz respeito
as propriedades nédo citotoxicas do a-Ag2WOa4 para células gengivais humanas,
durante um periodo de tempo adequado para estimar-se o potencial de perigo.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Fibroblastos. Toxicidade.
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ABSTRACT

Growing interest has been reported in combining silver with other metals to
improve the antimicrobial properties, reduce silver concentration and consequently its
toxicity. Herein, this study investigated the effect of microcrystals silver tungstate (a-
Ag2WO4) and silver molybdate (B-Ag2MoOas) on the gingival cells and three-
dimensional (3D) collagen matrices behavior. For all experiments, human gingival
fibroblasts cells (HGF) were used between the 3rd and 8th passage. To carry out the
experiments, lowest concentrations of a-AgaWOs4 and [B-Ag2MoOs that prevents
visible growth of Candida albicans (C. albicans) planktonic cells were defined as our
test concentration (C2): 7,81 pg/mL for silver tungstate and 15,62 pg/mL for silver
molybdate. Solutions prepared from initial MFC concentration, ten-folds diluted (C1)
and ten-folds concentrated (C3), improved the knowledge about the concentration
ranging effect against human cells. Complete medium (C-) was used as a negative
control and lysis buffer (LB) served as positive control (C+), equating to 100% cell
death. The effect of the microcrystals concentration on cell morphology, viability and
proliferation of HGF cells led following experiments. Reactive oxygen species (ROS)
generation and DNA integrity analyzes were mandatories to know the real impact of
the microcrystals on human cells. The quantitative and qualitative results showed
that a-Ag2WO4 did not affect mitochondrial enzymatic activity of HGF cells cultured in
monolayer and within collagen matrices, in contrast to B-Ag2MoOa. Although, B-
Ag2Mo00Oa did not affect cells proliferation, this compound interfered directly in cell
viability during 3D gel confection. Hence, subsequent analyzes performed with a-
Ag2WO4 proved that this microcrystals in C2 concentration did not injury the genomic
DNA. The new materials development has always been attractive to researchers,
mainly by the possibility of treating diseases as well as avoiding the indiscriminate
antibiotic prescription. Our findings afford strong information about the effect of a-
Ag2WOson cells behavior, disclosing non-cytotoxic properties against human gingival
cells, during a time period adequate to measure the hazard potential.

Keywords: Nanoparticles. Fibroblasts. Toxicity.
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QUADROS

Quadro 1 Grupos experimentais e concentracdes de microcristais. Foram
estabelecidos seis grupos experimentais de acordo com a CFM de ambos
microcristais obtida para a C. albicans. A concentracdo de interesse, referente a
CFM foi denominada de C2, e a partir desta, concentracdes 10 vezes diluidas (C1) e
10 vezes concentrada (C3) foram preparadas para melhor compreensao do efeito
dos microcristais sobre as células estudadas. Fonte: Elaboracéo propria. Fabbro et
al.3°, 2016 (CFM para C. albicans).
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal é considerada um ambiente Unico, apresentando diferentes
habitats e condi¢cdes ecoldgicas para a colonizacdo e crescimento de bactérias,
fungos e virus (Avila et al.?, 2009; Wright et al.*3?, 2013; Krom et al.6’, 2014). As
infec¢des orais sdo ocasionadas por um desequilibrio na microflora, influenciada por
fatores locais (fluxo salivar, pH, temperatura e higiene oral) (Filoche et al.°, 2010),
sistémicos e/ou ambientais como a diminuicio do mecanismo de defesa no
individuo, deficiéncia nutricional, habitos nocivos e uso de medicamentos (Holmstrup
et al.>?, 2003; Muzyka, Epifanio®, 2013). Este desequilibrio na cavidade oral permite
a formacéao de biofilmes, o que torna a comunidade microbiana ainda mais resistente
a agentes externos (Tuson, Weibel'?3, 2013). O biofilme é definido como uma
estrutura composta por uma diversidade de micro-organismos, embebidas em matriz
polimérica extracelular (Hall-Stoodley et al.*®, 2009; Kolenbrander et al.®®, 2010). A
complexidade desta estrutura dificulta a penetracdo de agentes antimicrobianos e
facilita a progressdo de doencas (Hojo et al.>%, 2009; Huang et al.>®, 2011). Desta
forma, somente o controle dos fatores de risco para infecgcbes ndo se mostra
suficiente, sendo necessaria a realizagdo de procedimentos para remog¢édo mecanica
de tais estruturas associadas a terapias antimicrobianas de acordo com a patologia.
Dentre as possibilidades de controle e/ou tratamento de doencas orais, a prescricao
de antibioticos e antifungicos vem sendo conduzida de forma indiscriminada, na
odontologia para situacdes tais quais: tratamento de pacientes portadores de doenca
periodontal em estagio avancado, pacientes portadores de doenca peri-implantar
(Rams et al.%8, 2014) e para tratamento de estomatite protética (Chandra et al.?’,
2001). Em relagdo a esta ultima, Candida albicans se destaca como o agente

etiolégico responsavel pelo inicio e progresséo da doenca.

A estomatite protética afeta principalmente pacientes portadores de proteses
removiveis, mostrando uma prevaléncia na faixa de 15% a mais de 70%, e
apresentando-se com maior incidéncia em pacientes idosos e mulheres (Gendreau,
Loewy*?, 2011). O tratamento de rotina para este tipo de patologia envolve a
utiizacdo de antimicrobianos associada a manutencdo da higiene bucal e

adaptacdo/desinfecdo das proteses (Webb et al.'?’, 1998). A interrupcdo da terapia
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ou falha na acdo dos agentes quimicos utilizados podem favorecer o surgimento de
resisténcia a antifingicos, como o desenvolvimento de tolerdncia a droga
(Mukherjee, Chandra®, 2004). Situacdes as quais sdo consideradas de extrema
gravidade tendo em vista o envolvimento do fungo do género Candida com
infeccOes sistémicas (Tsui et al.1??, 2016) e a possibilidade de emergéncia de Cepas
resistentes (Blankenship et al.'’, 2006; Chandra, Mukherjee?®, 2015). Ndo obstante,
o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos de amplo espectro em geral, pode
levar ndo somente ao desenvolvimento de micro-organismos resistentes (Soares et
al.''3, 2012; Howard et al.>4, 2013) mas também, ao desenvolvimento de infeccdes
dificeis de erradicar (Overbye, Barrett®®, 2005; Nathan et al.86, 2011; Nett®’, 2014). A
seriedade deste problema tem sido discutida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) que, recentemente, manifestou grandes preocupacdes sobre o estado atual
da saude humana. Esta organizacdo estimou que aproximadamente um bilhdo de
pessoas serdo infectadas com o Mycobacterium tuberculosis entre os anos de 2000
e 2020, e cerca de 35 milhdes de seres humanos morrerdo como resultado do
ressurgimento da tuberculose em uma forma mais virulenta e resistente aos
antibiéticos (Shingadia, Novelli'%, 2003; Rossolini et al.1, 2014; Ventola'?’, 2015).
Tendo em vista este problema, novas abordagens tém sido investigadas e
desenvolvidas em uma tentativa de combater doengas sem alterar o equilibrio

bioldgico, como estratégia ideal para inibir ou prevenir seu crescimento.

Nas ultimas décadas, o campo emergente da nanotecnologia tem desenvolvido
novos materiais em nivel de nanoescala (Murray et al.84, 2000), com inumeraveis
aplicacoes na area de saude e tecnoldgicas. Dentre os materiais descritos na
literatura, a prata tem se destacado devido as propriedades fisico-quimicas e
antimicrobianas inerentes a este metal. A prata € um metal ndo corrosivo e muito
utilizado em diversas areas por apresentar baixa toxicidade quando comparada a
outros metais, além de possuir propriedades bactericidas e bacteriostaticas de amplo
espectro (Azam et al.?, 2012; Qin et al.%, 2014). Interessantemente, a literatura
relata que este metal foi muito utilizado como um dos principais agentes terapéuticos
para queimaduras, feridas e infecdes bacterianas (Mahendra et al.”4, 2009), até o
descobrimento dos antibiéticos. Considerando que a prata € eficaz contra as

bactérias do género Streptococcus da cavidade oral e outros micro-organismos
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patogénicos, da mesma forma em que impede a adesao de bactérias as superficies
e formacédo de biofilmes, este elemento quimico pode ser utilizado como um aditivo
antibacteriano para materiais dentarios (Spacciapoli et al.1*4, 2001; Burgers et al.?,
2009; Wong et al.*3!, 2010; de Castro et al.** 3%, 2016). Em nivel de nanoescala,
nanoparticulas de prata (AgNPs) vém admitindo ampla aplicabilidade na area da
saude por agir efetivamente contra um amplo espectro de bactérias e fungos (Cao et
al.??2, 2011; Anandhakumar, Raichur®, 2013), e ndo promover resisténcia (Hardes et
al.4’, 2007; Zhao et al.*34, 2009). Embora o mecanismo de acédo das AgNPs ainda
nao esteja totalmente estabelecido, acredita-se que os ions prata reajam com as
cargas negativas da superficie dos micro-organismos, provocando desnaturacao das

proteinas e morte celular (Vazquez-Munoz et al.'?%, 2014).

De acordo com outros pesquisadores, estas AgNPs penetrariam no interior das
bactérias interrompendo a replicacdo do DNA (Panacek et al.®!, 2006; Sintubin et
al.t'?, 2011). Em ambas as situagbes, para que este nanomaterial desempenhe a
sua funcéo, é necessario o rompimento da parede celular das bactérias (Liu et al.”?,
2014). Em relacdo a atividade antimicrobiana, alguns estudos reportaram que
algumas espécies de bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), foram menos susceptiveis as AgNPs quando em
comparacdo com espécies Gram-negativas, como por exemplo, a Escherichia coli
(Kim et al.®, 2007). Além disso, o potencial de citotoxicidade destes nanomateriais
as células eucaridticas ainda é uma preocupacdo e um desafio no meio cientifico
(Ahamed et al.%, 2012). A literatura tem reportado as consequéncias da intoxicacdo
por AgNPs como possiveis alteracbes nas fungdes cognitivas, sensoriais, motoras,
além de danos cerebrais e hepaticos (Kim et al.?4, 2009; Liu et al.”?, 2010; Sharma et
al.’04 2012; Hwang et al.>¢, 2012). Além destas injurias, a exposicdo a estes
nanomateriais também pode comprometer o processo natural de proliferacédo celular,
induzindo o desenvolvimento de cancer, mesmo em concentracbes de AgNPs
menores de 0,5 mg/L (Carlson et al.?3, 2008; Choi, Hu3!, 2008; Kawata et al.?%, 2009;
Beer et al.*3, 2012; Horie et al.>3, 2012).

Em uma tentativa de reduzir a citotoxicidade por meio da reducdo da

concentragcdo de ions disponiveis, a prata vem sendo sintetizada na presenca de
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outros metais com fungdo carregadora, e a literatura tem reportado resultados
promissores (Cao et al.??, 2011; Foggi et al.*!, 2017). Neste contexto, N0SSO grupo
de pesquisa tem desenvolvido microcristais de tungsténio e molibdato contendo
nanoparticulas de prata, como proposta para futuras aplicacdes na area da saude.
Estes microcristais exibem uma estrutura em forma de rede complexa composta por
radicais, 0s quais interagem entre si e formam uma nuvem de elétrons, cujos
espectros de vibracéo interna geram atividade antimicrobiana (Cavalcante et al.?,
2012; Gouveia et al.*4, 2014). No caso do tungstato de prata (Ag2WOa), a variedade
de polimorfismo, decorrente da estrutura ortorrdombica e do método de sintese
utilizado, interage formando aglomerados ([AgO7], [AgOs], [AgOa4], e [AgO2]) por meio
de diferentes angulos de ligacdo com O-Ag-O na rede cristalina (Cavalcante et al.?,
2012). O mesmo corre com o molibdato de prata. Este ultimo 6xido € capaz de exibir
estruturas tetragonal (fase a) ou cubica (fase ), dependendo da pressao utilizada na
sintese. (Arora et al.%, 2012).

Considerando os resultados microbiolégicos satisfatorios destes microcristais
(Longo et al.”*, 2014; Fabbro et al.®?, 2016), no que se refere a propriedade
antimicrobiana, propusemos, neste estudo, a avaliar o efeito do a-Ag2WOa4 e B-
Ag2MoO4 em solugdo, sobre culturas celulares em monocamada de mucosa oral

humana e em matriz de colageno simulando a reparacéao tecidual.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estomatite Protética e Candida albicans

A estomatite protética (EP) é um processo infeccioso que afeta principalmente
a mucosa palatina de individuos que fazem uso de préteses parciais ou totais
removiveis (Shi et al.1%, 2016). A literatura apresenta esta patologia acometendo
cerca de 30 a 75% dos usuarios de proéteses, e esta alta variacdo € decorrente dos
fatores locais e sistémicos inerentes a cada individuo (Pires et al.®, 2002, Zissis et
al.*3, 2006). Embora fungos do género Candida sejam os principais responsaveis
pelo inicio da doenca (Barbeau et al.*?, 2003), outros fatores também contribuem
diretamente para o surgimento e progressao da mesma. Dentre eles: qualidade do
fluxo salivar (Torres et al.'?1, 2003; Altarawneh et al.2, 2013), trauma causadas por
proteses mal adaptadas, ma higiene bucal e resposta imune associada a condi¢fes
sistémicas (Budtz-Jorgensen?®, 1996; Webb et al.'?°, 1998; Ramage et al.®’, 2004;

Shulman et al.1%7, 2005; Salvatori et al.}%', 2016) merecem destaque.

Dentre as espécies de fungos do género Candida, a C. albicans é a mais
comumente encontrada associada a EP. C. albicans € um organismo comensal que
estd presente normalmente na cavidade oral, podendo-se tornar patogénico e
desenvolver doencas diante de um desequilibrio na relacdo hospedeiro-micro-
organismo, sobretudo em individuos susceptiveis (Muadcheingka,
Tantivitayakul®?, 2015). Espécies de Candida também sdo conhecidas pela
capacidade de desenvolver biofilmes e desta forma dificultar a acdo de agentes
terapéuticos direcionados ao tratamento de tais infeccdes (Ifigo et al.>’, 2012). A
concentragdo do farmaco a ser utilizado para combater a doenga esta diretamente
relacionada com o estdgio do biofilme, sendo as maiores concentracdes inibitérias
obtidas para biofilmes maduros (8 -256 ug/mL) em comparagdo as concentracoes
estabelecias para biofilmes inicias (0,5-16 pg/mL) (Chandra et al.?’, 2001;
Mukherjee, Chandra®, 2004; Tobudic et al.'?%, 2012; Tsui et al.'??2, 2016). Em
referéncia a EP, a literatura tem reportado desde a década de 90, altas taxas de
recorréncia pos-tratamento ainda nos primeiros 14 dias da resolucdo da doenca

(Budtz-Jorgensen, Lombardi'®, 2000). A recorréncia da EP compromete ainda mais a
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eficiéncia dos agentes antimicrobianos utilizados para este fim, contribui para a
resisténcia adquirida de determinadas espécies ao medicamento e torna o individuo
ainda mais vulnerario a uma reinfeccdo (Gendreau, Loewy*?, 2011; Vanden et al.'?,
2008).

Embora, o tratamento farmacoldgico consista principalmente na prescricao de
medicamentos tais como a Anfotericina B, a Nistatina, o Fluconazol e a Clorexidina,
a resisténcia a drogas antifungicas vém se tornando um problema cada vez mais
evidente (Baillie, Douglas®-11, 1990, 1999; Chandra et al.?®>%, 2001, 2005). Devido a
este fato, novas abordagens terapéuticas vem sendo requeridas e desenvolvidas
com o propoésito de prevenir e/ou tratar infecdes e consequentemente, reduzir as
altas taxas de mortalidade associadas aos micro-organismos em questao
(Gudlaugsson et al.*°, 2003).

2.2 Nanoparticulas de Prata

A prata (Ag), como agente antimicrobiano, vem sendo utilizada desde a
antiguidade (Maillard, Hartemann’®, 2012), e até o presente momento vem sendo
incluida no desenvolvimento de novos materiais com propriedades antimicrobianas.
(Lemire et al.”% 2013; Singh et al.''l, 2015; Kruk et al.®8, 2016). Na esfera da
nanotecnologia, e considerando que a propria dimenséo de uma particula em nano
escala revela acao contra micro-organismos, concentragdes de prata variando entre
entre 54 a 216 pg/mL vem sendo utilizadas para inibir de forma significativa biofilmes
de Candida spp. (Monteiro et al.”®80, 2011, 2012; Silva et al.11°, 2013).

Em relagcdo a toxicidade destes nanomateriais, é importante enfatizar que néo
somente a concentragdo deve ser considerada, mas também as dimensdes das
nanoparticulas utilizadas (Li et al.”%, 2012; Zhang et al.*33, 2014; Wei et al.*3°, 2015).
Estudos mostram tamanhos das AgNPs na faixa entre 40 — 50 nm como capazes de
interferir e alterar os processos de sinalizacdo e funcGes celulares (Jiang et al.%®,
2008). Uma vez que o mecanismo de acédo envolve basicamente a interacdo dos
ions de prata com elementos quimicos presente na membrana externa dos micro-

organismos, a geracdo de espécies reativas consequéncia deste evento pode
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também interagir com as células eucaridticas humanas e danificar o material
genético (He et al.*®, 2013). ConcentracGes de AgNPs ao redor de 10 mg/mL, foram
encontradas como sendo genotoxicas para as células humanas, causando
degradacdo do DNA e morte celular por apoptose (De Lima et al.*¢, 2012). Por
conseguinte, as concentracdes de AgNPs direcionadas a combater determinada
doenca devem ser cuidadosamente avaliadas em relagdo ao potencial citotoxico e
genotoxico.

Em uma tentativa de controlar a toxicidade destes nanomateriais inerentes as
dimensdes, microcristais vem sendo confeccionados e decorados com prata para
manter desta forma, o efeito antimicrobiano. Neste sentido, microcristais tungstato
de prata e molibdato se destacam pelas propriedades fungistatica e fungicida contra
C. albicans, e bacteriostatica e bactericida contra MRSA, mesmo em concentracdes
relativamente baixas de prata (Longo et al.”4, 2014; Fabbro et al.3°, 2016; Foggi et
al.*1, 2017). Apesar de o mecanismo de acéo ainda ndo estar completamente bem
compreendido, acredita-se que as espécies reativas produzidas pela camada
externa das células microbianas, na presenca dos compostos inorganicos, atuem
diretamente no DNA e afetem a respiracdo mitocondrial, acarretando desta forma, na
morte celular (Liu et al.”?, 2010; Hwang et al.%®, 2012, Liu et al.”?, 2014; Vazquez-
Munoz et al.*?6, 2014).

2.3 Anélise Celular e o Modelo Equivalente Dermal

Culturas de células em monocamada (2D) sdo comumente utilizadas para
analises preliminares das respectivas funcbes frente a um material com
propriedades ainda desconhecidas para células humanas (Boyce et al.'®, 1985;
Cooper et al.®?, 1990). Nado obstante, a resposta celular, resultante deste primeiro
ensaio, pode direcionar a préxima etapa experimental, mas ndo concluir o real efeito
do material (Mateasik et al.”’, 2017). Efeitos citotoxicos de materiais antimicrobianos
podem ser negligenciados quando testados em modelos em 2-D, pelo fato de serem
muitas vezes dependentes da organizacdo das células em 3-D. Nos ultimos anos, e
também como consequéncia do desenvolvimento de novos materiais com
propriedades antimicrobianas, o nimero e a qualidade dos testes de citotoxicidade

também tem aumentado na mesma proporcédo (Stone et al.''%, 2007; Nygaard et
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al.®, 2015). A necessidade de testes in vitro que melhor representem o organismo in
vivo, instigam a criacdo de modelos capazes de simular uma situagéo clinica e ao
mesmo tempo permitir o maior conhecimento do efeito adverso das concentracbes

utilizadas.

Para isto, modelos de cultura de células em 3-D tem sido introduzidos como
uma ponte entre modelos em 2-D e modelos in vivo (Sutherland!'’, 1988). Dentre o0s
modelos utilizados para estudos in vitro, gel em matriz de colageno, confeccionado
com ceélulas fibroblastos na presenca de coldgeno tipo |, se destaca pela
reprodutibilidade e capacidade de mimetizar a condicdo de reparagdo do tecido.
Este modelo permite acompanhar o comportamento dos fibroblastos frente ao
material teste, por meio da dinamica de contracdo, morfologia, viabilidade celular
(Carlson et al.?4, 2004; Dallon, Ehrlich®3, 2008; Ehrlich, Moyer38, 2013) e producéo de
citocinas inflamatérias (Helary et al.*?, 2006; Parekh et al.®?, 2009; Carlson et al.?4,
2004). A propria morfologia celular pode também apresentar caracteristicas distintas
para ambos os modelos, em 2-D e em 3-D. Por exemplo, os fibroblastos geralmente
se mostram em forma de fuso alongado e proliferam mais rapido em culturas de
monocamada do que em modelos de matriz de colageno. Em geral, os fibroblastos
se mostram em forma de estrela em modelos de matriz de colageno (Moulin et al.8,
1996), como resultado da contractiidade e a concentracdo de actina sao
encontradas em niveis superiores (Vande Berg et al.'?%, 1989; Germain et al.*3,
1994; Schmitt-Graff et al.102, 1994).

Os modelos em 3-D podem se diferir entre eles em relacdo ao padrao de
células utilizadas. Estudos focados em investigar o efeito de novas drogas e
materiais na resposta inflamatéria, por exemplo, tem se utilizado de modelos ja
estabelecidos, confeccionados a partir de células fibroblastos e mondcitos, para
simular o tecido humano (Parks et al.®3, 2014). Em geral, a engenharia tecidual tem
contribuido diretamente para o avanco cientifico uma vez que possibilita uma melhor
compreensao do real efeito de um novo material previamente a realizagdo de
experimentos em animais (Paul et al.®4, 2006; Artym et al.6, 2010; Bello et al.*®, 2001;
Nolte et al.88, 2008).
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, o efeito citotoxico dos
microcristais a-Ag2WOa4 e B-Ag2MoOs sobre fibroblastos gengivais humanos
(FGH) cultivados em monocamada e em equivalente dermal de matriz de

colageno.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparo e Caracterizacao dos Microcristais

Microcristais de tungstato de prata a-Ag2WO4 e molibdato de prata 3-Ag2MoO4
foram sintetizados pelo de método de co-precipitacdo (pH 4, 70°C) utilizando agua
como solvente. A sequéncia de preparo e as caracterizagdes realizadas foram
efetuadas de acordo com a metodologia ja estabelecida e descrita por Fabbro et
al.3?, 2016. Inicialmente, 1 mmol de dihidrato de tungstato de sodio (Na2WO2-2H20)
(99,5% de pureza, Synth), e 2 mmol nitrato de prata (AgNO3; 99,8% de pureza,
Sigma Aldrich) foram dissolvidos separadamente em 50 mL de &gua deionizada e
cada solucdo denominada de solugdes 1 e 2, respectivamente. Por outro lado, 1
mmol de dihidrato de molibdato de sodio (NazM0Oa4-2H20; 99,5% de pureza, Sigma-
Aldrich) e 2 mmol de nitrato de prata (AgNOs; 99,8% de pureza, Sigma-Aldrich)
foram dissolvidos também separadamente em 50 mL de agua deionizada e cada
solucdo denominada de solugdes 1 e 2, respectivamente. Em ambos microcristais a
solucdo 2 foi, entdo, adicionada lentamente a solucdo 1 sob vigorosa agitacéo
magneética, e na sequéncia, a nova mistura foi aquecida a 90°C por 10 min para
melhor homogeneizacdo. Neste momento, o0 processo de centrifugacao foi realizado
para promover a separacdo dos componentes, sendo o sobrenadante, entao,
descartado e o sedimento precipitado no fundo do tubo, submetido a uma sequéncia
de lavagens com agua deionizada e etanol, com o objetivo de neutralizar o pH das
particulas. Finalmente as particulas foram mantidas em estufa de secagem a 60°C
por 12 h e a concentracédo final, de ambos os compostos (a-Ag2WO4 e 3-Ag2Mo00Oa),
ajustada para 2 mg/mL. A partir deste valor, os microcristais foram diluidos para
obter a minima concentracdo fungicida (CFM) para C. albicans (Fabbro et al.®,
2016).

Andlises qualitativas para caracterizar os microcristais confeccionados foram
realizadas por meio da difracdo de raios X, microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), e espectroscopia Raman. Em relacdo ao primeiro, um difratbmetro D/Max-
2500PC (Rigaku) conformando uma radiagdo Cu Ka (A = 1,5406 A) no intervalo de
20 entre 70° e 10°, determinou as propriedades fundamentais dos materiais no

estado cristalino. A morfologia e tamanho das particulas foram registradas utilizando-
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se o0 FE-MEV (Inspect F50, FEI Company Hillsboro), operando a 5 kV. A
espectroscopia Raman (Horiba, Jobin Yvon), modelo RMS-550, com comprimento
de onda de excitacdo de 514 nm, proporcionou informac¢des quimicas e estruturais
dos compostos e confirmou a formacdo de ambos os microcristais. O preparo e a
caracterizagdo dos microcristais foram feitos conforme o descrito no artigo
recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa: “Fabbro MT, Foggi CC,
Santos LP, Gracia L, Perrin A, Perrin, et al. Cordoncillo E, Longo E. Synthesis,
antifungal evaluation and optical properties of silver molybdate microcrystals in
different solvents: a combined experimental and theoretical study. Dalton Trans.
2016; 45(26): 10736-43.

4.2 Células e Condic¢des de Crescimento

Fibroblastos gengivais humanos (linhagem FGH de células imortalizadas)
foram obtidos do banco de células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro Cell Bank; Cod.
0089). As células foram mantidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Médium Low Glucose (DMEM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) contendo
10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco, Grand Island, NY, USA), 100 IU/mL e 100
mg/mL de penicilina e estreptomicina (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA),
respectivamente, e 2 mM de L-glutamina (Gibco, Grand Island, NY, USA) em uma
atmosfera umedecida contendo 5% de CO:2 a temperatura de 37°C. Células entre as
passagens 3 e 8 foram utilizadas para todos os experimentos. Apds atingir a
confluéncia de 90%, as células foram lavadas com tampé&o fosfato salino (PBS) 1X
(NaCl 140 mols.L?, KCL 3,0 mmol.L%, Na:HPOs 4,30 mmol.L"!, KH2PO4 1,40
mmol.L?), desprendidas com solucéo de tripsina (0.05% trypsin-EDTA; Gibco-BRL,
Grand Island, NY, USA) por 5 min a 37°C e entdo submetidas a centrifugacao a 400
Xg por 5 min. As células foram, entéo, re-suspendidas em meio de cultura DMEM de
baixa glicose e na sequéncia, a contagem do numero de células individualizadas foi

realizada pelo método direto, com a utilizacdo da camara de Neubauer.
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4.3 Grupos Amostrais

Grupos experimentais foram estabelecidos de acordo com a CFM obtida para
a C. albicans para ambos microcristais (Quadro 1). Para todos 0s experimentos,
trabalhamos com o CFM como a concentracdo desejavel, definida como C2, e com
concentracbes 10 vezes diluida (Cl) e 10 vezes concentrada (C3), como

referéncias.

Quadro 1 — Grupos experimentais e concentragdes de microcristais.

Ag2WO4 Ag2Mo0O.

CFM C.albicans = 7.81 pg/mL CFM C.albicans = 15.62 pg/mL
Concentracao 1 (C1) 0.781 pg/mL Concentracao 1 (C1) 1.562 pg/mL
Concentracao 2 (C2) 7.81 yg/mL Concentracao 2 (C2) 15.62 pg/mL
Concentracao 3 (C3) 78.1 pg/mL Concentracdo 3 (C3) 156.2 pg/mL

Fonte: Elaboracéo propria.
Fabbro et al.?%, 2016 (CFM para C. albicans).

Células cultivadas na auséncia dos microcristais representaram o controle
negativo (C-) e células em contato com tampao de lise (0,2% Triton X-100), que

equivale 100% de morte celular, definiram o controle positivo (C+).

4.4 Concentracao de prata nos microcristais

A quantidade de prata oxidada encontrada em ambos 0s microcristais na
concentracéo de interesse (C2) foram calculadas de acordo com a equacgao abaixo e
o produto multiplicado pelo numero referente a cada elemento quimico. No caso dos

microcristais em questéao, o valor final foi multiplicado por 2.

[ ] Ag = Concentracéo de interesse (C2) do microcristal (a-AgsWO; e B-Ag2Mo04) X 106

Peso molecular do microcristal (a-Ag2WO4 e B-Ag2Mo0y)
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4.5 Métodos de Anélises
Os meétodos de analises utilizados nesta pesquisa foram feitos em culturas de

células em monocamadas e no modelo de equivalente dermal (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma da sequéncia experimental e metodolégica utilizada durante a pesquisa.
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Fonte: Elaboracéo propria

4.5.1 Proliferacéo e morfologia das Células em Monocamada

Para avaliar o efeito dos microcristais sobre a proliferagéo celular, foi realizado
o ensaio de Alamar Blue (Sephral®, 2012). Este método é constituido por
resazurina, um corante nao fluorescente, solivel em agua, estavel em meio de
cultura, ndo toxico e capaz de atravessar a membrana celular. Contudo, as enzimas
presentes nas mitocondrias de células viaveis reduzem a resazurina em resorufina,
substancia de cor rosa e altamente fluorescente (Larson et al.?%, 1997). Para isto,
fibroblastos FGH foram cultivados em placa preta de 96 pocos (TPP® tissue culture
plates, USA) tratada para cultura de células na concentracdo de 8.000 células por
poco. As placas foram mantidas dentro da camara de CO2 por 24 h, para a formacao
de monocamada e, entdo, o meio foi removido e 200 yL da solugédo contendo os
microcristais adicionados nas trés diferentes concentracdes. Em adicdo, o alamar
blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foi acrescentado na concentracdo de 10% do

volume da amostra e as alteragfes celulares mensuradas apos 24 h de incubacéo,
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por meio da fluorescéncia (Fluoroskan Ascent FL; ThermoScientific; Waltham, MA
USA), com o comprimento de onda de excitacdo de 544 nm e emissao de 590 nm.
Pocos na auséncia de células foram utilizados para corrigir qualquer interferéncia do
fundo da placa de cultura. O experimento foi realizado em quintuplicata e em trés
diferentes ocasides. Para cada ocasido, células da mesma cultura utilizadas para
avaliacdo da proliferacdo celular foram cultivadas em placas brancas com o0s
respectivos grupos controles, para analise no microscopio de campo claro (Leica

DMI3000B). Imagens em aumentos de 10x e 20x vezes foram registradas.

A morfologia das células em monocamadas também foi avaliada apds 24 h de
incubacdo com os microcristais. Para isto, fibroblastos FGH foram cultivados sobre
discos de laminulas de vidro de 13 mm em placa de 24 pocos, na concentracédo de
5x10* células por poco. As placas foram mantidas dentro da camara de CO2 por 24
h, para a formacdo de monocamada e, entdo, o meio foi removido e 500 pL da
solucdo contendo o0s microcristais foram acrescidos nas trés diferentes
concentracfes. As placas foram novamente mantidas sobre as mesmas condi¢cdes
descritas acima e ap0s 24 h iniciou-se 0 processo de preparagdo para andlise de
microscopia eletrbnica. As amostras foram fixadas com glutaraldeido 2,5% e na
sequéncia, submetidas a desidratacdo com alcool em diferentes concentragdes.
Como ultima etapa e por se tratar de material biolégico, torna-se necessario o
revestimento das mesmas com material condutor. Neste caso, as amostras foram
recobertas com ouro, para melhorar o nivel de emissdo de elétrons secundarios e
posicionadas sobre o dispositivo do equipamento JEOL (Modelo JSM-6610LV)
operado a 10kV, para posterior analise. As imagens foram registradas em 3

diferentes aumentos 70x, 100x e 250x vezes.

4.5.2 Confeccédo do Equivalente Dermal, Viabilidade e Morfologia Celular, e
Contracéo Tecidual

Fibroblastos gengivais foram mantidos como descrito anteriormente até se
obter o nimero de células adequado para a realizacdo desta etapa de estudo. Para
a confeccdo do equivalente dermal em matriz de colageno foi utilizado: 2,3 mL de
DMEM, 0,45mL de SFB, 1,5mL de colageno tipo | extraido da cauda de rato
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(concentracgdo final de 3 mg/mL), 0,25 mL de hidroxido de sédio (NaOH) e 0,5 mL de
solucdo contendo fibroblastos a concentracdo de 3x10° células/mL foram,
inicialmente, adicionadas em um tubo falcon de 50 mL, respeitando esta ordem. Este
modelo de equivalente dermal foi utilizado seguindo os parametros descritos
previamente na literatura (Bell et al.'4, 1979). Em seguida, as solucdes de
microcristais de a-Ag2WO4 e de (-Ag2Mo0O4 foram acrescentadas delicadamente as
demais substancias. Os volumes utilizados na concentracdo C2 para Tungstato de
prata foi de 19,5 uL e para Molibdato de prata foi de 39 pL. Apds a completa
homogeneizagao das solugdes, 5 mL foram transferidos a um poco de uma placa de
cultura de 6 pocos, com o auxilio de uma pipeta. As placas foram mantidas por 20
min em uma incubadora de CO2 (5%), a 37 °C, para a polimerizagdo do gel de
colageno e, em seguida, removida para o desprendimento do gel, por meio de
movimentos circulares. Posteriormente, a placa retornou a incubadora de COz2, tendo
sido mantida nas condi¢des ja mencionadas, por até 96 h. Equivalentes dermais sem
a presenca dos microcristais foram utilizados como controle negativo do experimento
e equivalentes dermais confeccionados na presenca de tampéao de lise, representou

0 controle positivo.

O acompanhamento da contracdo da matriz de colageno foi realizado apés as
24 primeiras horas da confeccdo do equivalente dermal e apds 96 h de incubacéo,
sendo o meio de cultura trocado cada 48 h. O valor numérico da contracdo de cada
equivalente dermal para cada tempo definido foi determinado por meio de um
paquimetro universal analdgico. Na sequéncia, a morfologia das células integradas
ao equivalente dermal foi registrada com o auxilio de um microscépio de campo
claro (Leica DMI3000B). A integridade dos fibroblastos expostos aos microcristais foi
comparada aos controles positivos e negativos.

Para avaliar o efeito dos microcristais sobre a viabilidade celular, utilizamos o
ensaio de Metil tiazol tetrazolio (MTT) [3- (4,5-dimetiltiazol-2-yl) 2,5-difeniltetrazolio
brometo]. O sal de MTT € um composto hidrossoluvel que, em solucdo, apresenta
coloracdo amarelo-palido, sendo facilmente incorporado pelas células viaveis. Ao ser
reduzido pelas enzimas mitocondriais, o MTT é convertido em cristais de formazan,

um composto de colorac¢do azul-escuro, ndo soluvel em 4gua e que fica armazenado
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no citoplasma celular. Ap6s 96 h, o meio de cultura foi removido e o equivalente
dermal lavado 3 vezes com PBS, mantendo a solugéo salina em contato com o gel
por 5 min dentro da incubadora. Em seguida, 4 mL de MTT na concentracdo de 1
mg/mL, foram adicionados a cada equivalente dermal e a placa incubada por 4 h a
37 °C, dentro da incubadora a 5% CO2. ApGs este periodo, o MTT foi removido e o
equivalente dermal transferido com uma pinca estéril para um tubo falcon de 15 mL,
contendo 2 mL de isopropanol. A solucao foi, entdo, homogeneizada em vortex por 2
min, e 250 pyL foram transferidos para uma placa de cultura de 96 pocos, em
triplicata. O metabolismo celular foi mensurado utilizando o espectrofotdbmetro (EZ-
Read- 400E, nova analitica Imp. Exp. LTDA, SP, Brasil) com comprimento de onda
de 562 nm. O experimento MTT foi realizado em duplicata, e repetido em trés

diferentes ocasides.

4.5.3 Estudo da Proliferacédo Celular no Equivalente Dermal.

A proliferagdo das células fibroblastos no interior da matriz de colageno
também foi observado apos 24 h e 96 h de incubagcdo com o0s microcristais nas
diferentes concentracfes. Para isto, FGH foram cultivados seguindo os parametros
descritos anteriormente e células na concentracdo de 3x10° células/mL foram
utiizadas para a confeccdo do equivalente dermal. Antes da confeccdo dos
equivalentes dermais, as células foram colocadas em contato e incubadas com 5
mM do marcador fluorescente de divisdo celular Carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE), durante 20 minutos. Apos este periodo, as células foram lavadas duas
vezes com PBS contendo 1% de SFB e submetidas a centrifugacao por 5 minutos.
Na sequéncia, as células foram ressupendidas em DMEM na concentracéo de 3x10°

células/mL e utilizadas para a confeccédo da matriz de colageno.

Apés o0s periodos de incubacdo com 0s microcristais previamente
estabelecidos, 24 e 96 h, o meio de cultura foi removido e os géis foram mantidos
incubados com 0.06 mM de iodeto de propideo (Pl) diluido em PBS. Apds 15
minutos, os géis foram lavados duas vezes com PBS e a viabilidade celular avaliada
por meio da microscopia de fluorescéncia confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss, Jena,
Germany). A fluorescéncia verde de CFSE e a cor vermelha de PI foram registradas
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a 488 nm e 561 nm, respectivamente, para revelar a distribuicdo de células vivas e
mortas. As imagens adquiridas em aumento de 10X (Plano NeoFluar NA 0,3 ar) sado
representativas da reconstrucdo em 3D. A confiabilidade dos dados foi confirmada

por meio de replicacdes bioldgica em duas ocasides independentes.

4.5.4 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

Para avaliar o efeito dos microcristais na producéo de espécies reativas de
oxigénio de tipo inespecifico, as células foram cultivadas e plaqueadas na
concentracdo de 8.000 células por poco em uma placa preta de 96 pocos para
formacdo da monocamada. Células da mesma cultura também foram plagueadas
em placas claras para as andlises da intensidade de fluorescéncia. Apés 24 h de
incubagéo a 37°C em camara contendo 5% de COz, o meio foi removido e 200 pL de
solucédo tampéo de Krebs-Henseleit [pH 7,35 (NaCl 140 mmol.L?, KCL 3,0%)] foram
acrescentados com 0s microcristais nas respectivas concentracdes. Na sequéncia, 2
uL da sonda [2,7-Dichlorodihydrofluorescein (DCFH), Thermo Scientific, USA) foram
adicionados a cada poco para deteccdo inespecifica de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Para a avaliacdo da fluorescéncia produzida apés diferentes tempos
(1, 10’, 207, 307, 907, 150’ e 240"), utilizamos o fluorimetro ((Fluoroskan Ascent FL;
ThermoScientific; Waltham, MA USA) com o comprimento de onda de excitacdo de
538 nm e de emissdao 485 nm. Concomitantemente a obtencdo dos dados
quantitativos, células FGH foram plagueadas em placas brancas de 96 pocos, para

obtencao das imagens em microscopia de fluorescéncia.

O experimento foi realizado em duplicata, com cada grupo experimental com
controle de microcristais sem células em contato com o0 reagente, e em trés

diferentes ocasides.

4.5.5 Estudo da Degradacdo do DNA Gendmico.

Com o objetivo de investigar o efeito do a-Ag2WOa4 na integridade do DNA,
células FGH foram cultivadas em placas de 12 pocos na concentracdo de 5x10°
células/mL por poco, e mantidas dentro da camara de CO2 por 24 h, para a

formacdo de monocamada. Apds este periodo, o meio de cultura DMEM de todos os



33

grupos foi trocado e o microcristal na concentragéo de interesse (C2) acrescentado.
A placa foi incubada por 24 h para uma avaliacdo do efeito em longo prazo do
material quando em contato com as células humanas. As células foram, entao,
desprendidas do fundo de placa, utilizando uma ponteira de 100 pL, e 1,5 mL do
meio contendo as células foi transferido para um tubo de 1,5 mL para a posterior
extracdo do DNA, de acordo com o protocolo do Kit MasterPure™ DNA Purification
(EPICENTRE). Para isto, as amostras foram coladas em contato com o reagente de
precipitacdo de proteinas (MPC) do kit para a obtencdo do DNA. A concentracédo do
DNA obtido foi determinada com o espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo
Scientific, USA). Para cada aliquota, a concentracdo do DNA foi normalizada para
100 ng/puL e as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%
(0,5 gramas de po agarose) por 1 hora, com uma voltagem de 60 V. Imagens das
bandas foram registradas por meio do Imager Gel Molecular sistema de
documentacgéo (Bio-Rad Laboratories). Para este estudo foi utilizado como controle
positivo a concentragdo C3 do microcristal a-Ag2WO4. O experimento foi realizado

em duplicata e em duas ocasides para confirmar a reprodutibilidade biologica.

4.6 Analise Estatistica

O conjunto de dados de cada variavel resposta foi avaliado quanto &
distribuicdo (aderéncia a curva normal) e homocedasticidade. Uma vez que todas as
variaveis mencionadas acima sado quantitativas continuas, para o conjunto de dados
com distribuicdo normal e homocedasticidade, foi aplicado o teste de andlise de
variancia (ANOVA), complementado pelo teste de Tukey para comparacgoes
multiplas entre grupos experimentais. Para os ensaios sem distribuicdo normal e/ou
homocedasticidade, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste
de Dunn. Todas as inferéncias estatisticas foram baseadas no nivel de 5% de

significancia. A andlise da morfologia celular foi somente descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo dos Microcristais e Concentragao de Prata

A técnica de difracao de raios X foi empregada para registrar a evolucao das
fases cristalinas, determinar a estrutura e avaliar a organizacdo estrutural dos
cristais. O mecanismo de identificagdo ocorre pela difracdo dos raios apos a
interacdo com os elétrons da rede cristalina dos materiais. Neste contexto, os raios
difratados das amostras de a-Ag2WOs4 combinaram exatamente com o padréo
definido pelo ICSD card no. 34-61, indicando a perfeita estrutura monofasica e
ortorrombica do composto em questdao. O mesmo foi observado em relacdo ao -
Ag2Mo0Oa4, que apresentou picos de difragdo nitidos e bem definidos, indicando uma
estrutura cubica sem fases deletérias ou prejudiciais, em concordancia com a

estrutura cristalina inorganica registrada no banco de dados do cartdo (ICSD) no.

28891.13 (tracados em cor vermelha) (Figura 2).

Figura 2 - Difracdo de raios X dos microcristais (a) a-Ag2WOa4 e (b) B-AgaMoOs*. (*) As linhas
vermelhas indicam a intensidade relativa das estruturas cristalinas inorgénicas correspondente ao

ICSD de cada material.
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Fonte: Fabbro et al.39, 2016.

As analises por meio de FE-MEV foram fundamentais para compreender as
diferencas morfoldgicas obtidas para ambos os compostos inorganicos. O a-Ag2WO4
apresentou forma hexagonal de nano “rods” (bastonetes) com 100 nm de
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comprimentos. Por outro lado, microcristais de B-Ag2MoOas apresentaram forma

irregular e com diferentes tamanhos (Figura 3).

Figura 3 - Morfologia obtidas por meio de imagens FE-MEV dos microcristais (a) a-Ag2WOase (b) B-
Ag2MoO.*.

2 jm

Fonte: Fabbro et al.39, 2016.

A espectroscopia Raman identificou o grau de ordem/desordem da estrutura
cristalina dos microcristais. Cada composto quimico admite uma frequéncia de
vibracdo que atua como uma impresséao digital. Desta forma, quando um material é
submetido a esta analise, o programa fornece uma imagem contendo diferentes
espectros (Figura 4) que permitem a identificacdo do material ou a presenca de
contaminantes e/ou alteragfes quimicas decorrentes das interagbes com outras
substancias. A correlacdo entre a intensidade das vibracbes e o comprimento de

onda confirmaram a confec¢do dos microcristais desejados.
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Figura 4 - Espectros identificando as substancias encontradas nos microcristais (a) a-Ag2WOa4e (b) B-
Ag2MoO.*.
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Fonte: Fabbro et al.3?, 2016.

(*) Todas as imagens referentes a caracterizagdo do B-Ag2MoOs foram removidas do artigo
recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa: “Fabbro MT, Foggi CC, Santos LP, Gracia L,
Perrin A, Perrin C, Vergani CE, Machado AL, Andrés J, Cordoncillo E, Longo E. Synthesis, antifungal
evaluation and optical properties of silver molybdate microcrystals in different solvents: a combined
experimental and theoretical study. Dalton Trans. 2016; 45(26): 10736-43.

A concentracdo de prata oxidada obtida na concentracdo de interesse (C2) foi
0,033 pg/mL para a-Ag2WO4 e 0,083 pg/mL para 3-Ag2MoOa.

5.2 Efeito dos Microcristais na Proliferacédo e Morfologia Celular

O efeito dos microcristais na proliferacdo e morfologia de fibroblastos gengivais
foi analisado apds 24 h de incubacdo. Os dados mostraram que, neste periodo,
ambos, a-Ag2WOs e B-Ag2MoOas, néo interferiram na proliferacdo das células na
concentracédo de interesse (C2), quando em comparagdo com O grupo controle e
com a concentragdo mais diluida (Cl1). Porém, dados contrastantes foram
observados a utilizar uma concentragdo dos microcristais 10 vezes mais
concentrados (C3), que demonstraram toxicidade semelhante ao controle de morte

celular com tampao de lise (TL) (Figura 5 a, b).
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Figura 5 - Dados de proliferacdo celular em monocamada para os microcristais (a) a-Ag2WOas e (b) B-
Ag2Mo0Oa4. A andlise de variancia (ANOVA) foi empregada com o teste post hoc Tukey utilizando
Graph-Pad Prism versao 5.0 c. Os dados séo apresentados como a média = DP (n = 15), *p <0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. DP: Desvio padréo. (*) Houve diferenca significativa entre
0s grupos Controle negativo (DMEM), C1, C2 com os grupos C3 e controle positivo (TL) nas primeiras
24h.
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Fonte: Elaboracéo propria

Andlises qualitativas das imagens de microscopia de campo claro
confirmaram que 0s microcristais testados nao alteraram a morfologia das células
FGH na concentracao capaz de inibir o crescimento de C. albicans (CFM). Por outro
lado, os grupos referentes a maior concentragdo de microcristais (C3) e ao controle
de morte (TL) produziram lise e alteracdo morfoldgica nas células FGH (Figura 6A e
6B para a-Ag2WOs e Figura 7A e 7B para 3-Ag2MoOa).
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Figura 6A - Registro microscépico em campo claro de células em monocamada para a-Ag2WOa.
Comparacédo da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, apds 24 h em contato com o
a-Ag2WOs4, nas concentracdes C1 e C2 com os grupos controle negativo (DMEM). As imagens foram
adquiridas em aumentos de 10x e 20x.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 6B - Registro microscépico em campo claro de células em monocamada para a-Ag2WOa.
Comparacédo da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, apds 24 h em contato com o
a-Ag2WOs4, na concentracdo C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens foram adquiridas em
aumentos de 10x e 20x.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 7A - Registro microscopico em campo claro de células em monocamada para B-AgzMoOa.
Comparacédo da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, apds 24 h em contato com o
B-Ag2Mo00O4, na concentragdo C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens presentam
aumentos de 10x e 20x.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 7B - Registro microscopico em campo claro de células em monocamada para B-AgzMoOa.
Comparacédo da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, apds 24 h em contato com o

B-Ag2Mo004, na concentracéo C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens foram adquiridas em
aumentos de 10x e 20x.
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Fonte: Elaboragéo propria.
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5.3 Efeito dos Microcristais no Reparo Tecidual

Para investigar o efeito dos microcristais no reparo tecidual, ambos a-Ag2WOa
e PB-Ag2MoOs foram acrescentados nas respectivas concentragbes durante a
confec¢do do equivalente dermal, a viabilidade celular e o diametro de contracéo
das matrizes de colageno foram mensurados e comparados com 0s controles. Em
relacdo ao a-Ag2WO4, ambas as analises mostraram que a concentragdo de
interesse (C2) ndo agrediu as células do equivalente dermal, mantendo a viabilidade
semelhante ao grupo controle negativo, mesmo apos 96 h de incubacdo. O mesmo
foi observado em relacdo ao diametro de contragdo. Da mesma forma, a
concentracdo C2 nao interferiu na velocidade da contracdo da matriz de colageno,
indicando uma atividade dinamica por parte dos fibroblastos sem aparente alteracao,
semelhante ao grupo controle negativo (Figura 8). A morfologia das células se
apresentou semelhante ao grupo onde as células foram somente cultivadas em meio

de cultura, validando os achados quantitativos (Figura 9A).

Figura 8 - Dados de didametro de contracao do equivalente dermal (a) e viabilidade celular apds 96 h
mediante o ensaio MTT (b) para a-Ag2WOs4. As analises estatisticas foram realizadas por meio do
GraphPad Prism verséo 5.0 c. Os dados estéo apresentados como média + DP (n=6). (a) Teste de
Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos foi utilizado com teste Dunn de comparaces multiplas.
(*) Nota-se uma auséncia de contracdo nos grupos C3 e TL quando comparado com 0S grupos
controle negativo DMEM, C1 e C2. (b) analise de variancia (ANOVA), complementada com o teste de
Tukey. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 9A - Analise microscopica em equivalente dermal para a-Ag2WOas. As imagens em campo
claro mostram néo haver altera¢des morfoldgicas nas concentracdes C1 e C2 em comparagado com o
controle negativo (DMEM). Por outro lado, a concentragdo C3 demonstra lise da membrana
plasmatica com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x.

1

Fonte: Elaboracgéo propria

Contrariando nossos achados anteriores, o 3-Ag2MoOs interferiu diretamente
na viabilidade dos fibroblastos gengivais durante a confec¢cdo da matriz de colageno,
mostrando auséncia de contragdo do equivalente dermal ainda nas primeiras 24
horas (Figura 9B). Por este motivo ndo prosseguimos com a investigacdo nos testes
subsequentes. A partir deste momento, 0s experimentos seguiram apenas com o a-
Ag2WOa.
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Figura 9B - Analise microscopica em equivalente dermal para p-Ag2MoOs. As imagens em campo
claro mostram ndo haver alteracdes morfoldgicas na concentracdo C1l em comparagcdo com o
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentracfes C2 e C3 demonstram lise da membrana
plasmatica com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x. (continua)
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Figura 9B - Analise microscopica em equivalente dermal para p-Ag2MoOs. As imagens em campo
claro mostram ndo haver alteracdes morfoldgicas na concentracdo C1l em comparagdo com o
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentracfes C2 e C3 demonstram lise da membrana
plasmatica com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x.
(continuagéo)

C1
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Figura 9B - Analise microscopica em equivalente dermal para p-Ag2MoOs. As imagens em campo
claro mostram ndo haver alteracdes morfoldgicas na concentracdo C1l em comparacdo com o
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentracfes C2 e C3 demonstram lise da membrana
plasmatica com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x.
(concluséo)

C3

Fonte: Elaboragéo propria.

Para confirmar o efeito do a-Ag2WOa4 na proliferagdo dos fibroblastos no
interior da matriz de colageno, as células foram incubadas com marcadores
bioguimicos de proliferacdo e morte e/ou dano celular: CFSE e IP, respectivamente,
por 24 e 96 h. Imagens de microscopia revelaram que as células fibroblastos ndo
foram afetadas pelos microcristais na concentracdo C2, expressando fluorescéncia
verde mesmo apos longo tempo de exposicdo ao a-Ag2WO0Oa4 (Figura 10). Ao contrario
da concentracdo C3, na qual foi possivel observar alteracdo de morfologia celular e

fluorescéncia vermelha ainda nas primeiras 24 h de incubacéao.
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Figura 10 - Efeito do a-Ag>2WOa4 nas células FGH no interior do equivalente dermal ap6s 24 h e 96 h

de incubacéo.

24 hs

24 hs

3 200 pm
L L

Fonte: Elaboracéo propria.
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5.4 Efeito do a-Ag2WO4 na Morfologia Celular

Para confirmar a auséncia de toxicidade do a-Ag2WO4 na morfologia das
células em monocamadas, imagens mais precisas do efeito do microcristal em

diferentes concentragdes foram obtidas por meio da MEV (Figura 11 A, B e C).

Figura 11 - Analise morfolégica das células FGH em monocamada ap6s 24 horas de incubagcéo com
a-Ag2WOa. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparagéo com
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao
contrario do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas particulas presumivelmente
dos microcristais. As imagens foram adquiridas em 70x e 100x. (C) Imagens em maior aumento, 250x
e 700x, foram registradas para os grupos controle e C3 a fim de destacar as altera¢cdes morfol6gicas
encontradas. (continua)

(A)
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100 x
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Figura 11 - Analise morfoldgica das células FGH em monocamada apds 24 horas de incubagdo com
a-Ag2WO0Os. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparagdo com
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao
contrario do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas particulas presumivelmente
dos microcristais. As imagens foram adquiridas em 70x e 100x. (C) Imagens em maior aumento, 250x
e 700x, foram registradas para os grupos controle e C3 a fim de destacar as alteragdes morfolégicas
encontradas. (continuagéo)
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Figura 11 - Analise morfoldgica das células FGH em monocamada apds 24 horas de incubagdo com
a-Ag2WO0Os. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparagdo com
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao
contrario do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas particulas presumivelmente
dos microcristais. As imagens foram adquiridas em 70x e 100x. (C) Imagens em maior aumento, 250x
e 700x, foram registradas para os grupos controle e C3 a fim de destacar as alteragdes morfolégicas
encontradas. (concluséo)
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Fonte: Elaboracéo propria.
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5.5 Efeito do a-Ag2WO4 na Producao de Espécies Reativas de Oxigénio

O efeito do Ag2WOa na producéo de espécies reativas de oxigénio foi avaliado
em diferentes tempos, e acompanhados com as imagens em microscopia de
fluorescéncia. Os resultados demonstraram claramente a geracdo de espécies
reativas intensificada nas células em contato com os microcristais 10 vezes mais
concentrado. Em relacdo a concentracdo de interesse (C2), os niveis de radicais
libres inespecificos foram semelhantes aos grupos controle negativo e C1,
independente do momento experimental (Figura 12). A intensidade da fluorescéncia
produzida em ambas as concentracbes C1l e C2 nao diferiu do controle negativo
(Figura 13).

Figura 12 - Producao de espécies reativas do tipo inespecifico, em diferentes tempos. A diferenca
estatistica na liberagcdo de radicais livres pelas células expostas ao microcristal a-Ag-WO4 na
concentracao C3 em relagédo aos demais grupos foi mensurada de acordo com a andlise de variancia
“one way” (ANOVA), complementada pelo teste post hoc de Tukey, utilizando GraphPad Prism verséo
5.0c. Os dados estdo apresentados como a média + DP (n = 8). *p <0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.
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Fonte: Elaboracgéo propria
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Figura 13 - Analise microscopica de fluorescéncia para células em monocamada. A intensidade da
fluorescéncia indica similaridade na producdo de espécies reativas entre o grupo controle negativo,
Cl e C2. As imagens foram registradas nos primeiros 10 minutos ap0s o contato com o0s
microcristais. (continua)

DMEM

100 pm
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Figura 13 - Analise microscopica de fluorescéncia para células em monocamada. A intensidade da
fluorescéncia indica similaridade na producdo de espécies reativas entre o grupo controle negativo,
Cl e C2. As imagens foram registradas nos primeiros 10 minutos ap0s o contato com o0s
microcristais. (concluséo)

C2

100 pm

Fonte: Elaboragéo propria.

5.6 Efeito do a-Ag2WOa4 na Integridade do DNA

Os radicais livres séo reconhecidos por agredir tanto as bases nitrogenadas
quanto os acgucares pertencentes a molécula do DNA e, assim, estimular ligacdes
cruzadas a outras moléculas, inibindo a replicacdo deste acido nucleico (Sies!®,
1993). Neste contexto, analisamos de forma especifica, se 0 a-Ag2WO4 estaria
comprometendo a integridade do DNA gendmico das células, apds 24 h em contato.
Em concordancia com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, a banda
referente ao DNA extraido das células incubadas com a concentracdo C2, se
manteve Unica e intacta, semelhante ao grupo controle onde as células foram
cultivadas na auséncia do microcristal. Por outro lado, em uma concentracdo ja
definida como citotoxica (C3), a presenca de varias bandas representou 0 DNA
fragmentado, ou seja, a substancia age rompendo a molécula em diferentes sitios

produzindo fragmentos contendo variado niumero de bases nitrogenadas (Figural4).
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose para separacdo dos fragmentos do DNA. Os grupos
controle negativo (C-) e os grupos concentracdo C2 apresentaram apenas uma banda, confirmando
gue o Ag2WO4 na concentracdo C2 ndo comprometeu a integridade do DNA. O grupo controle
positivo que foi a concentracdo C3, demonstra a presenca de diferentes bandas, indicando a
degradacdo da molécula analisada. As imagens sao representativas de experimentos realizados em
duplicata e em duas ocasides distintas.

Fonte: Elaboracéo propria.
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6 DISCUSSAO

Materiais com propriedades antimicrobianas tem sido foco de estudos na area
odontolégica em uma tentativa de combater doencas orais e minimizar a prescricao
de antibiéticos (Burgers et al.?!, 2009; Cao et al.??, 2011; de Castro et al.343%, 2016).
Dentre os metais descritos na literatura, 0os microcristais contendo tungsténio e
molibdénio tem demonstrado otimizar a capacidade fungicida da prata contra a C.
albicans, (Fabbro et al.3°, 2016; Foggi et al.*1, 2017) em concentra¢des de 15 a 900
vezes inferior aos valores terapéuticos da prata reportado como baixos por estudos
laboratoriais (Kim et al.6263, 2008, 2010; Kawata et al.?%, 2009; Kaba, Egorova®®,
2015). Embora as propriedades antimicrobianas destes microcristais tenham sido
preservadas mesmo na presenca de baixa concentragdo de prata, pouco se sabia
sobre o possivel impacto destes componentes em células humanas. Neste estudo,
demonstramos, por meio de diferentes métodos, a auséncia de toxicidade dos
microcristais de a-Ag2WO4 quando em contato direto com fibroblastos gengivais.
Mesmo apds longo periodo de exposicdo, o a-Ag2WO4 ndo afetou a viabilidade e a
morfologia das células em matriz de colageno em 3-D. Importantemente, a producao
de espécies reativas produzidas na concentracao de interesse também néao interferiu
com a integridade do DNA. Ao contrario das informacdes obtidas para com o
molibdato de prata, o qual se mostrou altamente citotoxico provocando morte das
células ainda durante as primeiras horas da confecg¢éo da matriz de colageno.

A utilizacdo da prata na sintese dos microcristais em questdo se deve as
importantes caracteristicas antimicrobianas que este metal detém. Dentre 0os metais
com aplicabilidade na area da saude, a prata também € classificada como néo toxica
a depender da concentracdo manipulada (Zhang et al.*3!, 2014; Kaba, Egorova®®,
2015). A preocupacdo com oS possiveis riscos a saude publica instigou a
determinacdo de um valor limite de exposicdo permissivel a este metal,
recomendado como sendo de 0,01 mg/m?3 pelo Instituto Nacional de Seguranca e
Saude Ocupacional (Echt et al.37, 2011).
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Estudos laboratoriais posteriores também foram realizados afim de registrar as
concentragbes citotoxicas envolvendo AgNPs e revelaram valores néo
recomendaveis entre 222 a 362 mg/kg (Stensberg et al.''® 2011). Ao contrario das
concentracbes de nanomateriais contendo prata, reportadas na literatura como
preocupante para a saude publica (Maillard, Hartemann’®, 2012; Zhang et al.'3,
2014), os microcristais de a-Ag2WO0O4 e B-Ag2M00O4 se destacam pela capacidade de
manter as propriedades antimicrobianas mesmo apresentando quantidades de prata,
gue neste caso se apresenta de forma oxidada, em torno de 0,033 pg/mL e 0,083
ug/mL, respectivamente. Este efeito antimicrobiano pode ser atribuido ao arranjo dos
atomos de Ag nos microcristais 0 que por sua vez pode provocar interacdes

eletronicas e formacao de radicais reativos (Roca et al.?°, 2015).

Embora seja sabido que o mecanismo de acdo dos metais sobre micro-
organismos e células humanas se diferem, a auséncia de toxicidade destes
microcristais na concentracdo requerida para matar um fungo patogénico associado
a infeccdes em geral, foi detalhadamente investigada neste estudo. Para isto, testes
iniciais de citotoxicidade de acordo com os padroes da ISO 10993 foram
primeiramente realizados em culturas de fibroblastos em monocamadas. O efeito
dos microcristais sobre o metabolismo dos fibroblastos gengivais foi analisado apos
24 horas de incubacao e os resultados obtidos mostraram que, neste periodo critico,
ambos o0s componentes nao interferiram na proliferacdo das células na C2.
Resultados similares foram obtidos com AgNPs nas concentracdes de 0,01 ug/mL
até 10 ug/mL (Chan et al.?6, 2013; Herzog et al.>°, 2013), confirmando a quantidade
de prata utilizada na CMF como baixa e nao citotoxica. Por outro lado, em uma
concentracdo dez vezes maior (C3), os microcristais afetaram a capacidade de
proliferacdo celular e contribuiram para a morte dos fibroblastos. Estes resultados
sugerem uma possivel influéncia dos microcristais tungsténio e molibdénio no efeito
citotoxico, ja que a quantidade de prata na concentracdo C3, permaneceria inferior
ao recomendado pela literatura (De Lima et al.3®, 2012; Krajewski et al.®®, 2013;
Zhang et al.**!, 2014).

Confirmada a auséncia de toxicidade do a-Ag2WOa4 e 3-Ag2MoO4 em células em

monocamadas na concentracdo C2, buscamos compreender se estes microcristais
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também ndo seriam capazes de interferir na viabilidade dos fibroblastos simulando
uma condicao de reparacao tecidual. Para este de tipo de andlise, modelo de matriz
colagena tipo | contratil tem sido muito utilizado pela possibilidade de prover
informacdes referentes aos processos celulares (crescimento celular, morfologia,
migracdo e interacdes) que ocorrem in vivo (Tamariz, Grinnell'%, 2002). O modelo
de equivalente dermal utilizado neste estudo (Bell*4, 1979), avaliou 0 comportamento
dos fibroblastos como células responsaveis por gerar forcas mecanicas e permitir a
contracdo do tecido de granulacdo e consequente cicatrizacdo das feridas (Arora et
al.%, 1999). Consistente com os dados obtidos em monocamada, o a-Ag2WO4 ndo
interferiu na contracdo da matriz confeccionada na concentracdo C2 ap6s um longo
tempo de exposicdo. Analises subsequentes do metabolismo, proliferacdo e da
morfologia celular mostraram a viabilidade das células mesmo apos 96 h de
incubacédo com o a-Ag2WOa. Por outro lado, o B-Ag2MoO4 apresentou alta toxicidade
na C2 as células durante a confec¢cdo da matriz ainda nas primeiras 24 h. Este efeito
foi primeiramente comprovado pela auséncia de contracdo do gel, sendo este
semelhante ao controle positivo. Alteracdes na morfologia denotando morte dos
fibroblastos foram confirmadas por meio da microscopia de campo claro. Os efeitos
citotéxicos do B-AgaMoOs4 na matriz de coldgeno contraria os dados obtidos
anteriormente e isto pode ser explicado pelo fato de os microcristais serem
suspendidos junto das células antes da polimerizacdo do gel. Diferentemente dos
testes em monocamada, em que 0s componentes sdo somente incubados apds a
organizacdo das células no fundo da placa. Estes resultados também sugerem uma
possivel toxicidade do metal molibdénio, ja tendo sido este reconhecido pelos
potenciais efeitos a satde humana a depender da dose utilizada (Vyskocil, Viau'?8,
1999; Mendy et al.”®, 2012; Beltran et al.’®, 2014; Siddiqui et al.1%8, 2015). Os
resultados do B-Ag2MoOs instigaram analises de microscopia para confirmar a
viabilidade das células fibroblastos no interior da matriz de colageno quando
confeccionada na presencga do a-Ag2WO4. O mecanismo de ac¢ao dos fluorescentes
utilizados para a analise em questao, permite uma maior e mais precisa indicacao da
real condicdo das células no interior do gel em 3-D. No caso do CFSE, esta
substancia considerada estavel e nao fluorescente na forma inicial, apresenta grupos
acetatos e um grupo funcional succinimidil éster na composi¢cdo quimica. Quando

em meio intracelular, enzimas naturalmente presentes no citoplasma de células
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vivas, clivam os grupos acetatos gerando desta forma fluorescéncia verde (Lyons,
Parish’®, 1994). Interessantemente, nesta nova forma, o CFSE se torna impermeavel
a estrutura externa celular, sendo capaz de manter a fluorescéncia por um maior
periodo de tempo. As imagens obtidas apds 24 e 96 horas foram consistentes em
demonstrar a fluorescéncia verde do composto CFSE em células fibroblastos na
concentragdo de interesse. Concomitante a estes resultados, a fluorescéncia
vermelha, consequéncia da ligacdo do IP com acidos nucleicos do DNA, foi somente
observada para a concentracdo C3. Este fato confirma a integridade da membrana
plasmatica nas células fibroblastos na concentracdo C2 ja que o IP é impermeével a
estrutura que delimita as células vivas (Suzuki et al.1® ,1997).

Uma vez que o B-Ag2MoO4 apresentou sinais negativos contra as células em
matriz de colageno, as analises sequenciais foram direcionadas apenas ao a-
Ag2WOa4. Neste momento, imagens mais precisas e em grande aumento registraram
a auséncia de alteracdo das células em monocamadas para a C2 de a-Ag2WOa.
Considerando que 0s metais agem contra 0S micro-organismos por meio da
producdo de espécies reativas (Raghupathi et al.®, 2011; Azam et al.%, 2012), para
melhor compreender o efeito deste microcristal nas células humanas, também
quantificamos a geracdo de ROS induzida pela concentracdo de interesse C2. A
viabilidade celular na presenca do a-Ag2WO4 pode estar relacionada ao fato deste
microcristal ndo afetar demasiadamente a producdo de ROS pelos fibroblastos.
Andlises quantitativas da fluorescéncia emitida pelas concentracdes C1 e C2 néo
mostraram diferengcas em comparagdo com o controle negativo, diferentemente da
concentracdo C3. E importante mencionar também que se trata de um ensaio de
ROS inespecifico o que significa que as espécies reativas produzidas podem
também estar advindo dos microcristais (AshaRani et al.”, 2009; Kawata et al.®,
2009). Para complementar as informagfes quantitativas, a intensidade da
fluorescéncia dos grupos C1, C2 e C3 foi também comparada ao controle por meio
de imagens. Interessantemente, nenhuma fluorescéncia foi obtida para a
concentragcdo C3 apds os primeiros 10 minutos de exposicdo das células aos
microcristais. Isto pode ser explicado pelo fato de as células estarem mortas neste
periodo devido ao forte efeito citotoxico do a-Ag2WOs quando em altas

concentracoes.
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A producdo ndo controlada de espécie reativa pelas células também esta
associada a possibilidade de dano ao DNA. De acordo com Kawata et al.?° (2009)
doses inferiores a 1,0 ug/mL de AgNPs podem ndo apresentar citotoxicidade 6bvia
as células humanas, mas causar danos a molécula que contém as instrucdes
genéticas fundamentais a vida e aos cromossomos, estimulando a expressdo de um
grande numero de genes relacionados ao reparo do DNA. Considerando a né&o
alteracdo da molécula de DNA como condicdo mandatéria de um material para
futuras aplicacbes na area da saude, nossos dados corroboraram com as
informacdes obtidas até entdo e demonstraram que a produgdo de ROS produzida

na concentracdo C2 nédo interferiu na integridade do DNA dos fibroblastos.

Este estudo fornece informacdes valiosas em relacdo ao comportamento dos
fibroblastos frente a exposicdo a ambos o0s microcristais. Nao obstante, os
resultados promissores encontrados para o a-Ag2WO0O4 instigam um esforgo continuo
para obter uma melhor compreensédo dos potenciais efeitos destes microcristais na
resposta inflamatéria. Para isto, estudos sequenciais em animais sao requeridos

para clarificar a acdo do componente inorganico e possibilitar futuras aplicagoes.
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7 CONCLUSAO

Baseados nos resultados obtidos e considerando a metodologia utilizada neste
estudo, observou-se que o tungstato de prata na concentragcdo C2 (7,81 pg/mL) ou
CFM para C. albicans, ndo apresentou propriedades tdxicas para as células
fibroblastos em monocamada e em matriz de colageno. Por outro lado, embora o
molibdato de prata na concentracdo C2 nado tenha interferido na proliferacdo das
células quando em monocamadas, afetou diretamente a viabilidade dos fibroblastos
durante a confeccdo da matriz de colageno.
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