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RESUMO 
 

A associação 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 concentrações. O presente estudo investigou o efeito 
dos microcristais: tungstato de prata (α-Ag2WO4) e molibdato de prata (β-Ag2MoO4), 
no comportamento das células gengivais em monocamada e em modelo de matriz 
de colágeno, simulando a reparação tecidual. Para isto, fibroblastos gengivais (FGH) 
foram cultivados e utilizados somente entre as passagens 3 e 8 para formação de 
monocamada e para a confecção do equivalente dermal em matriz de colágeno em 
três dimensões (3D). Ambos microcristais foram utilizados na concentração fungicida 
mínima (CFM) capaz de matar o fungo Candida albicans (C. albicans) e foram 
definidas como C2: 7,81 µg/mL para tungstato de prata e 15,62 µg/mL para 
molibdato de prata. A partir destes valores, concentrações 10 vezes concentradas 
(C3) e 10 vezes diluídas (C1) foram preparadas para melhor compreender a margem 
de efeito dos componentes sobre as células estudadas. Células incubadas com meio 
de cultura na ausência de microcristais foram utilizadas como controle negativo (C-) 
e células incubadas com tampão de lise (TL) como controle positivo, representando 
100% de morte celular. O efeito dos microcristais na morfologia, viabilidade e 
proliferação das células foram inicialmente avaliados e direcionaram os 
experimentos sequenciais. A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a 
análise da integridade do DNA foram experimentos mandatórios para se conhecer o 
real impacto dos microcristais quando em células humanas. Os resultados 
quantitativos e qualitativos mostraram que α-Ag2WO4 não afetou a atividade 
enzimática mitocondrial das células FGH cultivadas em monocamada e em matriz de 
colágeno, em contraste com β-Ag2MoO4. Embora, o β-Ag2MoO4 não tenha 
interferido na proliferação celular, este composto afetou diretamente a viabilidade 
dos fibroblastos durante a confecção do gel em 3D. Experimentos posteriores 
realizados com α-Ag2WO4 provaram que estes microcristais na concentração de C2 
não danificaram o DNA. O desenvolvimento de novos materiais tem sido sempre 
atraente para os pesquisadores, principalmente pela possibilidade de ser utilizado 
para tratamento de doenças, bem como evitar a prescrição indiscriminada de 
antibióticos. Nossos resultados fornecem informações relevantes no que diz respeito 
as propriedades não citotóxicas do α-Ag2WO4 para células gengivais humanas, 
durante um período de tempo adequado para estimar-se o potencial de perigo. 

Palavras-chave: Nanopartículas. Fibroblastos. Toxicidade.  



Haro Chávez NL. Cytotoxic effect of silver Tungstato and silver Molybdate 
microcrystals on human gingival fibroblasts in monolayer and equivalent dermal. 
[Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.  
 
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 (α-
Ag2WO4) and silver molybdate (β-Ag2MoO4) 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 α-Ag2WO4 and β-Ag2MoO4 that prevents 
visible growth of Candida albicans (C. albicans) planktonic cells were defined as our 
test concentration (C2): 7,81 µg/mL for silver tungstate and 15,62 µg/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 α-Ag2WO4 did not affect mitochondrial enzymatic activity of HGF cells cultured in 
monolayer and within collagen matrices, in contrast to β-Ag2MoO4. Although, β-
Ag2MoO4 did not affect cells proliferation, this compound interfered directly in cell 
viability during 3D gel confection. Hence, subsequent analyzes performed with α-
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 α-
Ag2WO4 on 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 concentrações de microcristais. Foram 

estabelecidos seis grupos experimentais de acordo com a CFM de ambos 

microcristais obtida para a C. albicans. A concentração de interesse, referente a 

CFM foi denominada de C2, e a partir desta, concentrações 10 vezes diluídas (C1) e 

10 vezes concentrada (C3) foram preparadas para melhor compreensão do efeito 

dos microcristais sobre as células estudadas. Fonte: Elaboração própria. Fabbro et 

al.39, 2016 (CFM para C. albicans). 
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1 INTRODUÇÃO 

 
A cavidade bucal é considerada um ambiente único, apresentando diferentes 

hábitats e condições ecológicas para a colonização e crescimento de bactérias, 

fungos e vírus (Avila et al.8, 2009; Wright et al.132, 2013; Krom et al.67, 2014). As 

infecções orais são ocasionadas por um desequilíbrio na microflora, influenciada por 

fatores locais (fluxo salivar, pH, temperatura e higiene oral) (Filoche et al.40, 2010), 

sistêmicos e/ou ambientais como a diminuição do mecanismo de defesa no 

indivíduo, deficiência nutricional, hábitos nocivos e uso de medicamentos (Holmstrup 

et al.52, 2003; Muzyka, Epifanio85, 2013). Este desequilíbrio na cavidade oral permite 

a formação de biofilmes, o que torna a comunidade microbiana ainda mais resistente 

a agentes externos (Tuson, Weibel123, 2013). O biofilme é definido como uma 

estrutura composta por uma diversidade de micro-organismos, embebidas em matriz 

polimérica extracelular (Hall-Stoodley et al.46, 2009;  Kolenbrander et al.65, 2010). A 

complexidade desta estrutura dificulta a penetração de agentes antimicrobianos e 

facilita a progressão de doenças (Hojo et al.51, 2009; Huang et al.55, 2011). Desta 

forma, somente o controle dos fatores de risco para infecções não se mostra 

suficiente, sendo necessária a realização de procedimentos para remoção mecânica 

de tais estruturas associadas a terapias antimicrobianas de acordo com a patologia. 

Dentre as possibilidades de controle e/ou tratamento de doenças orais, a prescrição 

de antibióticos e antifúngicos vem sendo conduzida de forma indiscriminada, na 

odontologia para situações tais quais: tratamento de pacientes portadores de doença 

periodontal em estágio avançado, pacientes portadores de doença peri-implantar 

(Rams et al.98, 2014) e para tratamento de estomatite protética (Chandra et al.27, 

2001). Em relação a esta última, Candida albicans se destaca como o agente 

etiológico responsável pelo início e progressão da doença. 

 
 A estomatite protética afeta principalmente pacientes portadores de próteses 

removíveis, mostrando uma prevalência na faixa de 15% a mais de 70%, e 

apresentando-se com maior incidência em pacientes idosos e mulheres (Gendreau, 

Loewy42, 2011).  O tratamento de rotina para este tipo de patologia envolve a 

utilização de antimicrobianos associada a manutenção da higiene bucal e 

adaptação/desinfeção das próteses (Webb et al.127, 1998). A interrupção da terapia 
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ou falha na ação dos agentes químicos utilizados podem favorecer o surgimento de 

resistência à antifúngicos, como o desenvolvimento de tolerância a droga 

(Mukherjee, Chandra83, 2004). Situações as quais são consideradas de extrema 

gravidade tendo em vista o envolvimento do fungo do gênero Candida com 

infecções sistêmicas (Tsui et al.122, 2016) e a possibilidade de emergência de Cepas 

resistentes (Blankenship et al.17, 2006; Chandra, Mukherjee28, 2015). Não obstante, 

o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos de amplo espectro em geral, pode 

levar não somente ao desenvolvimento de micro-organismos resistentes (Soares et 

al.113, 2012; Howard et al.54, 2013) mas também, ao desenvolvimento de infecções 

difíceis de erradicar (Overbye, Barrett90, 2005; Nathan et al.86, 2011; Nett87, 2014). A 

seriedade deste problema tem sido discutida pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) que, recentemente, manifestou grandes preocupações sobre o estado atual 

da saúde humana. Esta organização estimou que aproximadamente um bilhão de 

pessoas serão infectadas com o Mycobacterium tuberculosis entre os anos de 2000 

e 2020, e cerca de 35 milhões de seres humanos morrerão como resultado do 

ressurgimento da tuberculose em uma forma mais virulenta e resistente aos 

antibióticos (Shingadia, Novelli106, 2003; Rossolini et al.100, 2014; Ventola127, 2015). 

Tendo em vista este problema, novas abordagens têm sido investigadas e 

desenvolvidas em uma tentativa de combater doenças sem alterar o equilíbrio 

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

Nas últimas décadas, o campo emergente da nanotecnologia tem desenvolvido 

novos materiais em nível de nanoescala (Murray et al.84, 2000), com inumeráveis 

aplicações na área de saúde e tecnológicas. Dentre os materiais descritos na 

literatura, a prata tem se destacado devido as propriedades físico-químicas e 

antimicrobianas inerentes a este metal. A prata é um metal não corrosivo e muito 

utilizado em diversas áreas por apresentar baixa toxicidade quando comparada a 

outros metais, além de possuir propriedades bactericidas e bacteriostáticas de amplo 

espectro (Azam et al.9, 2012; Qin et al.96, 2014). Interessantemente, a literatura 

relata que este metal foi muito utilizado como um dos principais agentes terapêuticos 

para queimaduras, feridas e infeções bacterianas (Mahendra et al.74, 2009), até o 

descobrimento dos antibióticos. Considerando que a prata é eficaz contra as 

bactérias do gênero Streptococcus da cavidade oral e outros micro-organismos 
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patogênicos, da mesma forma em que impede a adesão de bactérias às superfícies 

e formação de biofilmes, este elemento químico pode ser utilizado como um aditivo 

antibacteriano para materiais dentários (Spacciapoli et al.114, 2001;  Burgers et al.21, 

2009; Wong et al.131, 2010; de Castro et al.34- 35, 2016). Em nível de nanoescala, 

nanopartículas de prata (AgNPs) vêm admitindo ampla aplicabilidade na área da 

saúde por agir efetivamente contra um amplo espectro de bactérias e fungos (Cao et 

al.22, 2011; Anandhakumar, Raichur3, 2013), e não promover resistência (Hardes et 

al.47, 2007; Zhao et al.134, 2009). Embora o mecanismo de ação das AgNPs ainda 

não esteja totalmente estabelecido, acredita-se que os íons prata reajam com as 

cargas negativas da superfície dos micro-organismos, provocando desnaturação das 

proteínas e morte celular (Vazquez-Munoz et al.126, 2014).  

 
De acordo com outros pesquisadores, estas AgNPs penetrariam no interior das 

bactérias interrompendo a replicação do DNA (Panacek et al.91, 2006; Sintubin et 

al.112, 2011). Em ambas as situações, para que este nanomaterial desempenhe a 

sua função, é necessário o rompimento da parede celular das bactérias (Liu et al.73, 

2014). Em relação a atividade antimicrobiana, alguns estudos reportaram que 

algumas espécies de bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus 

resistentes a meticilina (MRSA), foram menos susceptíveis às AgNPs quando em 

comparação com espécies Gram-negativas, como por exemplo, a Escherichia coli 

(Kim et al.61, 2007). Além disso, o potencial de citotoxicidade destes nanomateriais 

às células eucarióticas ainda é uma preocupação e um desafio no meio científico 

(Ahamed et al.1, 2012). A literatura tem reportado as consequências da intoxicação 

por AgNPs como possíveis alterações nas funções cognitivas, sensoriais, motoras, 

além de danos cerebrais e hepáticos (Kim et al.64, 2009; Liu et al.72, 2010; Sharma et 

al.104, 2012; Hwang et al.56, 2012). Além destas injurias, a exposição a estes 

nanomateriais também pode comprometer o processo natural de proliferação celular, 

induzindo o desenvolvimento de câncer, mesmo em concentrações de AgNPs 

menores de 0,5 mg/L (Carlson et al.23, 2008; Choi, Hu31, 2008; Kawata et al.60, 2009; 

Beer et al.13, 2012; Horie et al.53, 2012).   

 

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

concentração de íons disponíveis, a prata vem sendo sintetizada na presença de 
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outros metais com função carregadora, e a literatura tem reportado resultados 

promissores (Cao et al.22, 2011; Foggi et al.41, 2017). Neste contexto, nosso grupo 

de pesquisa tem desenvolvido microcristais de tungstênio e molibdato contendo 

nanopartículas de prata, como proposta para futuras aplicações na área da saúde. 

Estes microcristais exibem uma estrutura em forma de rede complexa composta por 

radicais, os quais interagem entre si e formam uma nuvem de elétrons, cujos 

espectros de vibração interna geram atividade antimicrobiana (Cavalcante et al.25, 

2012; Gouveia et al.44, 2014). No caso do tungstato de prata (Ag2WO4), a variedade 

de polimorfismo, decorrente da estrutura ortorrômbica e do método de síntese 

utilizado, interage formando aglomerados ([AgO7], [AgO6], [AgO4], e [AgO2]) por meio 

de diferentes ângulos de ligação com O-Ag-O na rede cristalina (Cavalcante et al.25, 

2012). O mesmo corre com o molibdato de prata. Este último óxido é capaz de exibir 

estruturas tetragonal (fase α) ou cúbica (fase β), dependendo da pressão utilizada na 

síntese. (Arora et al.4, 2012). 

 

Considerando os resultados microbiológicos satisfatórios destes microcristais 

(Longo et al.74, 2014; Fabbro et al.39, 2016), no que se refere à propriedade 

antimicrobiana, propusemos, neste estudo, a avaliar o efeito do α-Ag2WO4 e β-

Ag2MoO4 em solução, sobre culturas celulares em monocamada de mucosa oral 

humana e em matriz de colágeno simulando a reparação tecidual. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 Estomatite Protética e Candida albicans  

 

A estomatite protética (EP) é um processo infeccioso que afeta principalmente 

a mucosa palatina de indivíduos que fazem uso de próteses parciais ou totais 

removíveis (Shi et al.105, 2016). A literatura apresenta esta patologia acometendo 

cerca de 30 a 75% dos usuários de próteses, e esta alta variação é decorrente dos 

fatores locais e sistêmicos inerentes a cada indivíduo (Pires et al.95, 2002, Zissis et 

al.135, 2006). Embora fungos do gênero Candida sejam os principais responsáveis 

pelo início da doença (Barbeau et al.12, 2003), outros fatores também contribuem 

diretamente para o surgimento e progressão da mesma. Dentre eles: qualidade do 

fluxo salivar (Torres et al.121, 2003; Altarawneh et al.2, 2013), trauma causadas por 

próteses mal adaptadas, má higiene bucal e resposta imune associada a condições 

sistêmicas (Budtz-Jorgensen20, 1996; Webb et al.129, 1998; Ramage et al.97, 2004; 

Shulman et al.107, 2005; Salvatori et al.101, 2016) merecem destaque. 

 

  Dentre as espécies de fungos do gênero Candida, a C. albicans é a mais 

comumente encontrada associada a EP. C. albicans é um organismo comensal que 

está presente normalmente na cavidade oral, podendo-se tornar patogênico e 

desenvolver doenças diante de um desequilíbrio na relação hospedeiro-micro-

organismo, sobretudo em indivíduos susceptíveis (Muadcheingka, 

Tantivitayakul82, 2015).  Espécies de Candida também são conhecidas pela 

capacidade de desenvolver biofilmes e desta forma dificultar a ação de agentes 

terapêuticos direcionados ao tratamento de tais infecções (Iñigo et al.57, 2012). A 

concentração do fármaco a ser utilizado para combater a doença está diretamente 

relacionada com o estágio do biofilme, sendo as maiores concentrações inibitórias 

obtidas para biofilmes maduros (8 -256 μg/mL) em comparação as concentrações 

estabelecias para biofilmes inicias (0,5-16 μg/mL) (Chandra et al.27, 2001; 

Mukherjee, Chandra83, 2004; Tobudic et al.120, 2012; Tsui et al.122, 2016). Em 

referência a EP, a literatura tem reportado desde a década de 90, altas taxas de 

recorrência pós-tratamento ainda nos primeiros 14 dias da resolução da doença 

(Budtz-Jorgensen, Lombardi19, 2000). A recorrência da EP compromete ainda mais a 
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eficiência dos agentes antimicrobianos utilizados para este fim, contribui para a 

resistência adquirida de determinadas espécies ao medicamento e torna o indivíduo 

ainda mais vulnerário a uma reinfecção (Gendreau, Loewy42, 2011; Vanden et al.125, 

2008). 

 

Embora, o tratamento farmacológico consista principalmente na prescrição de 

medicamentos tais como a Anfotericina B, a Nistatina, o Fluconazol e a Clorexidina, 

a resistência a drogas antifúngicas vêm se tornando um problema cada vez mais 

evidente (Baillie, Douglas10-11, 1990, 1999; Chandra et al.29-30, 2001, 2005). Devido a 

este fato, novas abordagens terapêuticas vem sendo requeridas e desenvolvidas 

com o propósito de prevenir e/ou tratar infeções e consequentemente, reduzir as 

altas taxas de mortalidade associadas aos micro-organismos em questão 

(Gudlaugsson et al.45, 2003). 

 

2.2 Nanopartículas de Prata 
 

A prata (Ag), como agente antimicrobiano, vem sendo utilizada desde a 

antiguidade (Maillard, Hartemann75, 2012), e até o presente momento vem sendo 

incluída no desenvolvimento de novos materiais com propriedades antimicrobianas. 

(Lemire et al.70, 2013; Singh et al.111, 2015; Kruk et al.68, 2016).  Na esfera da 

nanotecnologia, e considerando que a própria dimensão de uma partícula em nano 

escala revela ação contra micro-organismos, concentrações de prata variando entre 

entre 54 a 216 μg/mL vem sendo utilizadas para inibir de forma significativa biofilmes 

de Candida spp. (Monteiro et al.79-80, 2011, 2012; Silva et al.110, 2013).  

 

 Em relação a toxicidade destes nanomateriais, é importante enfatizar que não 

somente a concentração deve ser considerada, mas também as dimensões das 

nanopartículas utilizadas (Li et al.71, 2012; Zhang et al.133, 2014; Wei et al.130, 2015). 

Estudos mostram tamanhos das AgNPs na faixa entre 40 – 50 nm como capazes de 

interferir e alterar os processos de sinalização e funções celulares (Jiang et al.58, 

2008). Uma vez que o mecanismo de ação envolve basicamente a interação dos 

íons de prata com elementos químicos presente na membrana externa dos micro-

organismos, a geração de espécies reativas consequência deste evento pode 
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também interagir com as células eucarióticas humanas e danificar o material 

genético (He et al.48, 2013). Concentrações de AgNPs ao redor de 10 mg/mL, foram 

encontradas como sendo genotóxicas para as células humanas, causando 

degradação do DNA e morte celular por apoptose (De Lima et al.36, 2012). Por 

conseguinte, as concentrações de AgNPs direcionadas a combater determinada 

doença devem ser cuidadosamente avaliadas em relação ao potencial citotóxico e 

genotóxico.  

Em uma tentativa de controlar a toxicidade destes nanomateriais inerentes as 

dimensões, 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 fungistática e fungicida contra 

C. albicans, e bacteriostática e bactericida contra MRSA, mesmo em concentrações 

relativamente baixas de prata (Longo et al.74, 2014; Fabbro et al.39, 2016; Foggi et 

al.41, 2017). Apesar de o mecanismo de ação ainda não estar completamente bem 

compreendido, acredita-se que as espécies reativas produzidas pela camada 

externa das células microbianas, na presença dos compostos inorgânicos, atuem 

diretamente no DNA e afetem a respiração mitocondrial, acarretando desta forma, na 

morte celular (Liu et al.72, 2010; Hwang et al.55, 2012, Liu et al.72, 2014; Vazquez-

Munoz et al.126, 2014).  

 

2.3 Análise Celular e o Modelo Equivalente Dermal 
 

Culturas de células em monocamada (2D) são comumente utilizadas para 

análises preliminares das respectivas funções frente a um material com 

propriedades ainda desconhecidas para células humanas (Boyce et al.18, 1985; 

Cooper et al.32, 1990). Não obstante, a resposta celular, resultante deste primeiro 

ensaio, pode direcionar a próxima etapa experimental, mas não concluir o real efeito 

do material (Mateasik et al.77, 2017). Efeitos citotóxicos de materiais antimicrobianos 

podem ser negligenciados quando testados em modelos em 2-D, pelo fato de serem 

muitas vezes dependentes da organização das células em 3-D. Nos últimos anos, e 

também como consequência do desenvolvimento de novos materiais com 

propriedades antimicrobianas, o número e a qualidade dos testes de citotoxicidade 

também tem aumentado na mesma proporção (Stone et al.116, 2007; Nygaard et 



23 
 

al.89, 2015). A necessidade de testes in vitro que melhor representem o organismo in 

vivo, instigam a criação de modelos capazes de simular uma situação clínica e ao 

mesmo tempo permitir o maior conhecimento do efeito adverso das concentrações 

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 (Sutherland117, 1988). Dentre os 

modelos utilizados para estudos in vitro, gel em matriz de colágeno, confeccionado 

com células fibroblastos na presença de colágeno tipo I, se destaca pela 

reprodutibilidade e capacidade de mimetizar a condição de reparação do tecido. 

Este modelo permite acompanhar o comportamento dos fibroblastos frente ao 

material teste, por meio da dinâmica de contração, morfologia, viabilidade celular 

(Carlson et al.24, 2004; Dallon, Ehrlich33, 2008; Ehrlich, Moyer38, 2013) e produção de 

citocinas inflamatórias (Helary et al.49, 2006; Parekh et al.92, 2009; Carlson et al.24, 

2004). A própria morfologia celular pode também apresentar características 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 rápido em culturas de 

monocamada do que em modelos de matriz de colágeno. Em geral, os fibroblastos 

se mostram em forma de estrela em modelos de matriz de colágeno (Moulin et al.81, 

1996), como resultado da contractilidade e a concentração de actina são 

encontradas em níveis superiores (Vande Berg et al.124, 1989; Germain et al.43, 

1994; Schmitt-Graff et al.102, 1994).  

 

Os modelos em 3-D podem se diferir entre eles em relação ao padrão de 

células utilizadas. Estudos focados em investigar o efeito de novas drogas e 

materiais na resposta inflamatória, por exemplo, tem se utilizado de modelos já 

estabelecidos, confeccionados a partir de células fibroblastos e monócitos, para 

simular o tecido humano (Parks et al.93, 2014). Em geral, a engenharia tecidual tem 

contribuído diretamente para o avanço científico uma vez que possibilita uma melhor 

compreensão do real efeito de um novo material previamente a realização de 

experimentos em animais (Paul et al.94, 2006; Artym et al.6, 2010; Bello et al.15, 2001; 

Nolte et al.88, 2008).  
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, o efeito citotóxico dos 
microcristais α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4 sobre fibroblastos gengivais humanos 
(FGH) cultivados em monocamada e em equivalente dermal de matriz de 
colágeno.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Preparo e Caracterização dos Microcristais 

 
Microcristais de tungstato de prata α-Ag2WO4 e molibdato de prata β-Ag2MoO4 

foram sintetizados pelo de método de co-precipitação (pH 4, 70°C) utilizando água 

como solvente. A sequência de preparo e as caracterizações realizadas foram 

efetuadas de acordo com a metodologia já estabelecida e descrita por Fabbro et 

al.39, 2016. Inicialmente, 1 mmol de dihidrato de tungstato de sodio (Na2WO2·2H2O) 

(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 água deionizada e 

cada solução denominada de soluções 1 e 2, respectivamente. Por outro lado, 1 

mmol de dihidrato de molibdato de sódio (Na2MoO4·2H2O; 99,5% de pureza, Sigma-

Aldrich) e 2 mmol de nitrato de prata (AgNO3; 99,8% de pureza, Sigma-Aldrich) 

foram dissolvidos também separadamente em 50 mL de água deionizada e cada 

solução denominada de soluções 1 e 2, respectivamente.  Em ambos microcristais a 

solução 2 foi, então, adicionada lentamente à solução 1 sob vigorosa agitação 

magnética, e na sequência, a nova mistura foi aquecida a 90°C por 10 min para 

melhor homogeneização. Neste momento, o processo de centrifugação foi realizado 

para promover a separação dos componentes, sendo o sobrenadante, então, 

descartado e o sedimento precipitado no fundo do tubo, submetido a uma sequência 

de lavagens com agua deionizada e etanol, com o objetivo de neutralizar o pH das 

partículas. Finalmente as partículas foram mantidas em estufa de secagem a 60°C 

por 12 h e a concentração final, de ambos os compostos (α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4), 

ajustada para 2 mg/mL. A partir deste valor, os microcristais foram diluídos para 

obter a mínima concentração fungicida (CFM) para C. albicans (Fabbro et al.39, 

2016). 

 
Análises qualitativas para caracterizar os microcristais confeccionados foram 

realizadas por meio da difração de raios X, microscopia eletrônica de varredura 

(MEV), e espectroscopia Raman. Em relação ao primeiro, um difratômetro D/Max-

2500PC (Rigaku) conformando uma radiação Cu Kα (λ = 1,5406 Å) no intervalo de 

2θ entre 70° e 10°, determinou as propriedades fundamentais dos materiais no 

estado cristalino. A morfologia e tamanho das partículas foram registradas utilizando-
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se o 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 excitação de 514 nm, proporcionou informações químicas e estruturais 

dos compostos e confirmou a formação de ambos os microcristais. O preparo e a 

caracterização 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 Condições 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 CO2 à temperatura de 37°C. Células entre as 

passagens 3 e 8 foram utilizadas para todos os experimentos. Após atingir a 

confluência de 90%, as células foram lavadas com tampão fosfato salino (PBS) 1X 

(NaCl 140 mols.L-1, KCL 3,0 mmol.L-1, Na2HPO4 4,30 mmol.L-1, KH2PO4 1,40 

mmol.L-1), desprendidas com solução de tripsina (0.05% trypsin-EDTA; Gibco-BRL, 

Grand Island, NY, USA) por 5 min a 37°C e então submetidas a centrifugação a 400 

xg por 5 min. As células foram, então, re-suspendidas em meio de cultura DMEM de 

baixa glicose e na sequência, a contagem do número de células individualizadas foi 

realizada pelo método direto, com a utilização da câmara 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 os experimentos, 

trabalhamos com o CFM como a concentração desejável, definida como C2, e com 

concentrações 10 vezes diluída (C1) e 10 vezes concentrada (C3), como 

referências. 

 
Quadro 1 – Grupos experimentais e concentrações de microcristais.  

 

 

Fonte: Elaboração própria.  

Fabbro et al.39, 2016 (CFM para C. albicans). 
 

Células cultivadas na ausência dos microcristais representaram o controle 

negativo (C-) e células em contato com tampão de lise (0,2% Triton X-100), que 

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

 

4.4 Concentração de prata nos microcristais 

 
A quantidade de prata oxidada encontrada em ambos os microcristais na 

concentração de interesse (C2) foram calculadas de acordo com a equação abaixo e 

o produto multiplicado pelo número referente a cada elemento químico. No caso dos 

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

 

[ ] Ag = Concentração de interesse (C2) do microcristal (α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4) x 10-6  

  
    Peso molecular do microcristal (α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4) 
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4.5 Métodos de Análises 

Os métodos de análises utilizados nesta pesquisa foram feitos em culturas de 

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

Figura 1 - Fluxograma da sequência experimental e metodológica utilizada durante a pesquisa. 

 

Fonte: Elaboração própria 

 

4.5.1 Proliferação e morfologia das Células em Monocamada  

 
Para avaliar o efeito dos microcristais sobre a proliferação celular, foi realizado 

o ensaio de Alamar Blue (Sephra103, 2012). Este método é constituído por 

resazurina, um corante não fluorescente, solúvel em água, estável em meio de 

cultura, não tóxico e capaz de atravessar a membrana celular. Contudo, as enzimas 

presentes nas mitocôndrias de células viáveis reduzem a resazurina em resorufina, 

substância de cor rosa e altamente fluorescente (Larson et al.69, 1997).  Para isto, 

fibroblastos FGH foram cultivados em placa preta de 96 poços (TPP® tissue culture 

plates, USA) tratada para cultura de células na concentração de 8.000 células por 

poço. As placas foram mantidas dentro da câmara de CO2 por 24 h, para a formação 

de monocamada e, então, o meio foi removido e 200 μL da solução contendo os 

microcristais adicionados nas três diferentes concentrações. Em adição, o alamar 

blue (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) foi acrescentado na concentração de 10% do 

volume da amostra e as alterações celulares mensuradas após 24 h de incubação, 
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por meio da fluorescência (Fluoroskan Ascent FL; ThermoScientific; Waltham, MA 

USA), com o comprimento de onda de excitação de 544 nm e emissão de 590 nm.  

Poços na ausência de células foram utilizados para corrigir qualquer interferência do 

fundo da placa de cultura. O experimento foi realizado em quintuplicata e em três 

diferentes ocasiões. Para cada ocasião, células da mesma cultura utilizadas para 

avaliação da proliferação celular foram cultivadas em placas brancas com os 

respectivos grupos controles, para análise no microscópio de campo claro (Leica 

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

 

A morfologia das células em monocamadas também foi avaliada após 24 h de 

incubação com os microcristais. Para isto, fibroblastos FGH foram cultivados sobre 

discos de lamínulas de vidro de 13 mm em placa de 24 poços, na concentração de 

5x104 células por poço. As placas foram mantidas dentro da câmara de CO2 por 24 

h, para a formação de monocamada e, então, o meio foi removido e 500 μL da 

solução contendo os microcristais foram acrescidos nas três diferentes 

concentrações. As placas foram novamente mantidas sobre as mesmas condições 

descritas acima e após 24 h iniciou-se o processo de preparação para análise de 

microscopia eletrônica. As amostras foram fixadas com glutaraldeído 2,5% e na 

sequência, submetidas a desidratação com álcool em diferentes concentrações. 

Como última etapa e por se tratar de material biológico, torna-se necessário o 

revestimento das mesmas com material condutor. Neste caso, as amostras foram 

recobertas com ouro, para melhorar o nível de emissão de elétrons secundários 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 Confecção do Equivalente Dermal, Viabilidade e Morfologia Celular, e 

Contração Tecidual  

Fibroblastos gengivais foram mantidos como descrito anteriormente até se 

obter o número de células adequado para a realização desta etapa de estudo. Para 

a confecção do equivalente dermal em matriz de colágeno foi utilizado: 2,3 mL de 

DMEM, 0,45mL de SFB, 1,5mL de colágeno tipo I extraído da cauda de rato 
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(concentração final de 3 mg/mL), 0,25 mL de hidróxido de sódio (NaOH) e 0,5 mL de 

solução contendo fibroblastos a concentração de 3x105 células/mL foram, 

inicialmente, adicionadas em um tubo falcon de 50 mL, respeitando esta ordem. Este 

modelo de equivalente dermal foi utilizado seguindo os parâmetros descritos 

previamente na literatura (Bell et al.14, 1979). Em seguida, as soluções de 

microcristais de α-Ag2WO4 e de β-Ag2MoO4 foram acrescentadas delicadamente as 

demais substâncias. Os volumes utilizados na concentração C2 para Tungstato de 

prata foi de 19,5 µL e para Molibdato de prata foi de 39 µL. Após a completa 

homogeneização das soluções, 5 mL foram transferidos a um poço de uma placa de 

cultura de 6 poços, com o auxílio de uma pipeta. As placas foram mantidas por 20 

min em uma incubadora de CO2 (5%), a 37 °C, para a polimerização do gel de 

colágeno e, em seguida, removida para o desprendimento do gel, por meio de 

movimentos circulares. Posteriormente, a placa retornou a incubadora de CO2, tendo 

sido mantida nas condições já mencionadas, por até 96 h. Equivalentes dermais sem 

a presença dos microcristais foram utilizados como controle negativo do experimento 

e equivalentes dermais confeccionados na presença de tampão de lise, representou 

o controle positivo. 

 
O acompanhamento da contração da matriz de colágeno foi realizado após as 

24 primeiras horas da confecção do equivalente dermal e após 96 h de incubação, 

sendo o meio de cultura trocado cada 48 h. O valor numérico da contração de cada 

equivalente dermal para cada tempo definido foi determinado por meio de um 

paquímetro universal analógico. Na sequência, a morfologia das células integradas 

ao equivalente dermal foi registrada com o auxílio de um microscópio 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 é um composto hidrossolúvel que, em solução, apresenta 

coloração amarelo-pálido, sendo facilmente incorporado pelas células viáveis. Ao ser 

reduzido pelas enzimas mitocondriais, o MTT é convertido em cristais de formazan, 

um composto de coloração azul-escuro, não solúvel em água e que fica armazenado 
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no citoplasma celular. Após 96 h, o meio de cultura foi removido e o equivalente 

dermal lavado 3 vezes com PBS, mantendo a solução salina em contato com o gel 

por 5 min dentro da incubadora. Em seguida, 4 mL de MTT na concentração 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. Após este período, o MTT foi removido e o 

equivalente dermal transferido com uma pinça estéril para um tubo falcon de 15 mL, 

contendo 2 mL de isopropanol. A solução foi, então, homogeneizada em vórtex por 2 

min, e 250 μL foram transferidos para uma placa de cultura de 96 poços, em 

triplicata. O metabolismo celular foi mensurado utilizando o espectrofotômetro (EZ-

Read- 400E, nova analítica Imp. Exp. LTDA, SP, Brasil) com comprimento de onda 

de 562 nm. O experimento MTT foi realizado em duplicata, e repetido em três 

diferentes ocasiões. 

 

4.5.3 Estudo da Proliferação Celular no Equivalente Dermal. 

A proliferação das células fibroblastos no interior da matriz de colágeno 

também foi observado após 24 h e 96 h de incubação com os microcristais nas 

diferentes concentrações. Para isto, FGH foram cultivados seguindo os parâmetros 

descritos anteriormente e células na concentração de 3x105 células/mL foram 

utilizadas para a confecção do equivalente dermal. Antes da confecção dos 

equivalentes dermais, as células foram colocadas em contato e incubadas com 5 

mM do marcador fluorescente de divisão celular Carboxyfluorescein succinimidyl 

ester (CFSE), durante 20 minutos. Após este período, as células foram lavadas duas 

vezes com PBS contendo 1% de SFB e submetidas a centrifugação por 5 minutos. 

Na sequência, as células foram ressupendidas em DMEM na concentração de 3x105 

células/mL e utilizadas para a confecção da matriz de colágeno.  

 

Após os períodos de incubação com os 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 propídeo (PI) diluído em PBS. Após 15 

minutos, os géis foram lavados duas vezes com PBS e a viabilidade celular avaliada 

por meio da microscopia de fluorescência confocal Zeiss LSM 800 (Zeiss, Jena, 

Germany). A fluorescência 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 distribuição de células vivas e 

mortas. As imagens adquiridas em aumento de 10X (Plano NeoFluar NA 0,3 ar) são 

representativas da reconstrução em 3D. A confiabilidade dos dados foi confirmada 

por meio de replicações biológica em duas ocasiões independentes.  

 

4.5.4 Produção de Espécies Reativas de Oxigênio  

 
Para avaliar o efeito dos microcristais na produção de espécies reativas de 

oxigênio de tipo inespecífico, as células foram cultivadas e plaqueadas na 

concentração de 8.000 células por poço em uma placa preta de 96 poços para 

formação da monocamada. Células da mesma cultura também foram plaqueadas 

em placas claras para as análises da intensidade de fluorescência. Após 24 h de 

incubação a 37°C em câmara contendo 5% de CO2, o meio foi removido e 200 µL de 

solução tampão de Krebs-Henseleit [pH 7,35 (NaCl 140 mmol.L-1, KCL 3,0-1)] foram 

acrescentados com os microcristais nas respectivas concentrações. Na sequência, 2 

µL da sonda [2,7-Dichlorodihydrofluorescein (DCFH), Thermo Scientific, USA) foram 

adicionados a cada poço para detecção inespecífica de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Para a avaliação da fluorescência produzida após diferentes tempos 

(1’, 10’, 20´, 30´, 90´, 150’ e 240’), utilizamos o fluorímetro ((Fluoroskan Ascent FL; 

ThermoScientific; Waltham, MA USA) com o comprimento de onda de excitação de 

538 nm e de emissão 485 nm. Concomitantemente à obtenção dos dados 

quantitativos, células FGH foram plaqueadas em placas brancas de 96 poços, para 

obtenção das imagens em microscopia de fluorescência. 

 
O experimento foi realizado em duplicata, com cada grupo experimental com 

controle de microcristais sem células em contato com o reagente, e em três 

diferentes ocasiões.  

 

4.5.5 Estudo da Degradação do DNA Genômico. 

Com o objetivo de investigar o efeito do α-Ag2WO4 na integridade do DNA, 

células FGH foram cultivadas em placas de 12 poços na concentração de 5x105 

células/mL por poço, e mantidas dentro da câmara de CO2 por 24 h, para a 

formação de monocamada. Após este período, o meio de cultura DMEM de todos os 
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grupos foi trocado e o microcristal na concentração de interesse (C2) acrescentado. 

A placa foi incubada por 24 h para uma avaliação do efeito em longo prazo do 

material quando em contato com as células humanas. As células foram, então, 

desprendidas do fundo de placa, utilizando uma ponteira de 100 µL, e 1,5 mL do 

meio contendo as células foi transferido para um tubo de 1,5 mL para a posterior 

extração 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 

precipitação de proteínas (MPC) do kit para a obtenção do DNA. A concentração do 

DNA obtido foi determinada com o espectrofotômetro NanoDrop® 2000 (Thermo 

Scientific, USA). Para cada alíquota, a concentração do DNA foi normalizada para 

100 ng/µL e as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% 

(0,5 gramas de pó agarose) por 1 hora, com uma voltagem de 60 V. Imagens das 

bandas foram registradas por meio do Imager Gel Molecular sistema de 

documentação (Bio-Rad Laboratories). Para este estudo foi utilizado como controle 

positivo a concentração C3 do microcristal α-Ag2WO4. O experimento foi realizado 

em duplicata e em duas ocasiões para confirmar a reprodutibilidade biológica. 

 

4.6 Análise Estatística 

O conjunto de dados de cada variável resposta foi avaliado quanto á 

distribuição (aderência à curva normal) e homocedasticidade. Uma vez que todas as 

variáveis mencionadas acima são quantitativas contínuas, para o conjunto de dados 

com distribuição normal e homocedasticidade, foi aplicado o teste de análise de 

variância (ANOVA), complementado pelo teste de Tukey para comparações 

múltiplas entre grupos experimentais. Para os ensaios sem distribuição normal e/ou 

homocedasticidade, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste 

de Dunn. Todas as inferências estatísticas foram baseadas no nível de 5% de 

significância. A análise da morfologia celular foi somente descritiva. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Caracterização dos Microcristais e Concentração de Prata 
 

A técnica de difração de raios X foi empregada para registrar a evolução das 

fases cristalinas, determinar a estrutura e avaliar a organização estrutural dos 

cristais. O mecanismo de identificação ocorre pela difração dos raios após a 

interação com os elétrons da rede cristalina dos materiais. Neste contexto, os raios 

difratados das amostras de α-Ag2WO4 combinaram exatamente com o padrão 

definido pelo ICSD card no. 34-61, indicando a perfeita estrutura monofásica e 

ortorrômbica do composto em questão. O mesmo foi observado em relação ao β-

Ag2MoO4, que apresentou picos de difração nítidos e bem definidos, indicando uma 

estrutura cúbica sem fases deletérias ou prejudiciais, em concordância com a 

estrutura cristalina inorgânica registrada no banco de dados do cartão (ICSD) no. 

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

 
Figura 2 - Difração de raios X dos microcristais (a) α-Ag2WO4 e (b) β-Ag2MoO4*. (*) As linhas 
vermelhas indicam a intensidade relativa das estruturas cristalinas inorgânicas correspondente ao 
ICSD de cada material.  
 

 

Fonte: Fabbro et al.39, 2016. 
 
 
 

As análises por meio de FE-MEV foram fundamentais para compreender as 

diferenças morfológicas obtidas para ambos os compostos inorgânicos. O α-Ag2WO4 

apresentou forma hexagonal de nano “rods” (bastonetes) com 100 nm de 
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comprimentos. Por outro lado, microcristais de β-Ag2MoO4 apresentaram forma 

irregular e com diferentes tamanhos (Figura 3).  

 
Figura 3 - Morfologia obtidas por meio de imagens FE-MEV dos microcristais (a) α-Ag2WO4 e (b) β-
Ag2MoO4*. 

 

 

 
Fonte: Fabbro et al.39, 2016. 
 

A espectroscopia Raman identificou o grau de ordem/desordem da estrutura 

cristalina dos microcristais. Cada composto químico admite uma frequência de 

vibração que atua como uma impressão digital. Desta forma, quando um material é 

submetido a esta análise, o programa fornece uma imagem contendo diferentes 

espectros (Figura 4) que permitem a identificação do material ou a presença de 

contaminantes e/ou alterações químicas decorrentes das interações com outras 

substâncias. A correlação entre a intensidade das vibrações e o comprimento de 

onda confirmaram a confecção dos microcristais desejados. 
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Figura 4 - Espectros identificando as substâncias encontradas nos microcristais (a) α-Ag2WO4 e (b) β-
Ag2MoO4*. 
 

 

 

 
Fonte: Fabbro et al.39, 2016. 

(*) Todas as imagens referentes a caracterização do β-Ag2MoO4 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 concentração de prata oxidada obtida na concentração de interesse (C2) foi 

0,033 μg/mL para α-Ag2WO4 e 0,083 μg/mL para β-Ag2MoO4. 
 

5.2 Efeito dos Microcristais na Proliferação e Morfologia Celular 
 

O efeito dos microcristais na proliferação e morfologia de fibroblastos gengivais 

foi analisado após 24 h de incubação. Os dados mostraram que, neste período, 

ambos, α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4, não interferiram na proliferação das células na 

concentração de interesse (C2), quando em comparação com o grupo controle e 

com a concentração mais diluída (C1). Porém, dados contrastantes foram 

observados a utilizar uma concentração dos microcristais 10 vezes mais 

concentrados (C3), que demonstraram toxicidade semelhante ao controle de morte 

celular com tampão de lise (TL) (Figura 5 a, b).  
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Figura 5 - Dados de proliferação celular em monocamada para os microcristais (a) α-Ag2WO4 e (b) β-
Ag2MoO4. A análise de variância (ANOVA) foi empregada com o teste post hoc Tukey utilizando 
Graph-Pad Prism versão 5.0 c. Os dados são apresentados como a média ± DP (n = 15), *p <0,05 foi 
considerado estatisticamente significativo. DP: Desvio padrão. (*) Houve diferença significativa entre 
os grupos Controle negativo (DMEM), C1, C2 com os grupos C3 e controle positivo (TL) nas primeiras 
24h.  
 

 

 
Fonte: Elaboração própria 
 

Análises qualitativas das imagens de microscopia de campo claro 

confirmaram que os microcristais testados não alteraram a morfologia das células 

FGH na concentração capaz de inibir o crescimento de C. albicans (CFM). Por outro 

lado, os grupos referentes à maior concentração de microcristais (C3) e ao controle 

de morte (TL) produziram lise e alteração morfológica nas células FGH (Figura 6A e 

6B para α-Ag2WO4 e Figura 7A e 7B para β-Ag2MoO4).  
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Figura 6A - Registro microscópico em campo claro de células em monocamada para α-Ag2WO4. 
Comparação da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, após 24 h em contato com o 
α-Ag2WO4, nas concentrações C1 e C2 com os grupos controle negativo (DMEM). As imagens foram 
adquiridas em aumentos de 10x e 20x.  
 
 

 

Fonte: Elaboração própria.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



39 
 

Figura 6B - Registro microscópico em campo claro de células em monocamada para α-Ag2WO4. 
Comparação da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, após 24 h em contato com o 
α-Ag2WO4, na concentração C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens foram adquiridas em 
aumentos de 10x e 20x.  
 

 

Fonte: Elaboração própria.  
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Figura 7A - Registro microscópico em campo claro de células em monocamada para β-Ag2MoO4. 
Comparação da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, após 24 h em contato com o 
β-Ag2MoO4, na concentração C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens presentam 
aumentos de 10x e 20x.  
 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 7B - Registro microscópico em campo claro de células em monocamada para β-Ag2MoO4. 
Comparação da morfologia das células fibroblastos em monocamadas, após 24 h em contato com o 
β-Ag2MoO4, na concentração C3 com o grupo controle positivo (TL). As imagens foram adquiridas em 
aumentos de 10x e 20x.  

 
 
 

Fonte: Elaboração própria. 
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5.3 Efeito dos Microcristais no Reparo Tecidual 
 

Para investigar o efeito dos microcristais no reparo tecidual, ambos α-Ag2WO4 

e β-Ag2MoO4 foram acrescentados nas respectivas concentrações durante a 

confecção do equivalente dermal, a viabilidade celular e o diâmetro de contração 

das matrizes de colágeno foram mensurados e comparados com os controles. Em 

relação ao α-Ag2WO4, ambas as análises mostraram que a concentração de 

interesse (C2) não agrediu as células do equivalente dermal, mantendo a viabilidade 

semelhante ao grupo controle negativo, mesmo após 96 h de incubação. O mesmo 

foi observado em relação ao diâmetro de contração. Da mesma forma, a 

concentração C2 não interferiu na velocidade da contração da matriz de colágeno, 

indicando uma atividade dinâmica por parte dos fibroblastos sem aparente alteração, 

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 diâmetro de contração do equivalente dermal (a) e viabilidade celular após 96 h 
mediante o ensaio MTT (b) para α-Ag2WO4. As análises estatísticas foram realizadas por meio do 
GraphPad Prism versão 5.0 c. Os dados estão apresentados como média ± DP (n=6). (a) Teste de 
Kruskal-Wallis para dados não paramétricos foi utilizado com teste Dunn de comparações múltiplas. 
(*) Nota-se uma ausência de contração nos grupos C3 e TL quando comparado com os grupos 
controle negativo DMEM, C1 e C2. (b) análise de variância (ANOVA), complementada com o teste de 
Tukey. *p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. 
 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Figura 9A - Análise microscópica em equivalente dermal para α-Ag2WO4. As imagens em campo 
claro mostram não haver alterações morfológicas nas concentrações C1 e C2 em comparação com o 
controle negativo (DMEM). Por outro lado, a concentração C3 demonstra lise da membrana 
plasmática com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x.  
 

 
 
 

 
 
Fonte: Elaboração própria 
 
 

Contrariando nossos achados anteriores, o β-Ag2MoO4 interferiu diretamente 

na viabilidade dos fibroblastos gengivais durante a confecção da matriz de colágeno, 

mostrando ausência de contração do equivalente dermal ainda nas primeiras 24 

horas (Figura 9B). Por este motivo não prosseguimos com a investigação nos testes 

subsequentes.  A partir deste momento, os experimentos seguiram apenas com o α-

Ag2WO4. 
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Figura 9B - Análise microscópica em equivalente dermal para β-Ag2MoO4. As imagens em campo 
claro mostram não haver alterações morfológicas na concentração C1 em comparação com o 
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentrações C2 e C3 demonstram lise da membrana 
plasmática com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x. (continua) 
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Figura 9B - Análise microscópica em equivalente dermal para β-Ag2MoO4. As imagens em campo 
claro mostram não haver alterações morfológicas na concentração C1 em comparação com o 
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentrações C2 e C3 demonstram lise da membrana 
plasmática com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x. 
(continuação) 
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Figura 9B - Análise microscópica em equivalente dermal para β-Ag2MoO4. As imagens em campo 
claro mostram não haver alterações morfológicas na concentração C1 em comparação com o 
controle negativo (DMEM). Por outro lado, as concentrações C2 e C3 demonstram lise da membrana 
plasmática com focos de células mortas. As imagens foram adquiridas em aumento de 10x. 
(conclusão) 

 
 
 
Fonte: Elaboração própria. 
 

Para confirmar o efeito do α-Ag2WO4 na proliferação dos fibroblastos no 

interior da matriz de colágeno, as células foram incubadas com marcadores 

bioquímicos de proliferação e morte e/ou dano celular: CFSE e IP, respectivamente, 

por 24 e 96 h. Imagens de microscopia revelaram que as células fibroblastos não 

foram afetadas pelos microcristais na concentração C2, expressando fluorescência 

verde mesmo após longo tempo de exposição ao α-Ag2WO4 (Figura 10). Ao contrário 

da concentração C3, na qual foi possível observar alteração de morfologia celular e 

fluorescência vermelha ainda nas primeiras 24 h de incubação. 
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Figura 10 - Efeito do α-Ag2WO4 nas células FGH no interior do equivalente dermal após 24 h e 96 h 

de incubação.  

 

   
Fonte: Elaboração própria. 
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5.4 Efeito do α-Ag2WO4 na Morfologia Celular  
 

Para confirmar a ausência de toxicidade do α-Ag2WO4 na morfologia das 

células em monocamadas, imagens mais precisas do efeito do microcristal em 

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

 
Figura 11 - Analise morfológica das células FGH em monocamada após 24 horas de incubação com 
α-Ag2WO4. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparação com 
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao 
contrário do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas partículas 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 alterações morfológicas 
encontradas. (continua) 
 
(A) 
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Figura 11 - Analise morfológica das células FGH em monocamada após 24 horas de incubação com 
α-Ag2WO4. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparação com 
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao 
contrário do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas partículas 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 alterações morfológicas 
encontradas. (continuação) 
 
(B) 
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Figura 11 - Analise morfológica das células FGH em monocamada após 24 horas de incubação com 
α-Ag2WO4. (A) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C1 em comparação com 
o controle negativo (DMEM). (B) Imagem mostra a morfologia celular conservada para o grupo C2 ao 
contrário do grupo C3, o qual apresenta restos celulares com pequenas partículas 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 alterações morfológicas 
encontradas. (conclusão) 
 

 (C) 

    
 

 
Fonte: Elaboração própria. 
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5.5 Efeito do α-Ag2WO4 na Produção de Espécies Reativas de Oxigênio 

 

O efeito do Ag2WO4 na produção de espécies reativas de oxigênio foi avaliado 

em diferentes tempos, e acompanhados com as imagens em microscopia de 

fluorescência. Os resultados demonstraram claramente a geração de espécies 

reativas intensificada nas células em contato com os microcristais 10 vezes mais 

concentrado. Em relação à concentração de interesse (C2), os níveis de radicais 

libres inespecíficos foram semelhantes aos grupos controle negativo e C1, 

independente do momento experimental (Figura 12). A intensidade da fluorescência 

produzida em ambas as concentrações C1 e C2 não diferiu do controle negativo 

(Figura 13).  

 
Figura 12 - Produção de espécies reativas do tipo inespecífico, em diferentes tempos. A diferença 
estatística na liberação de radicais livres pelas células expostas ao microcristal α-Ag2WO4 na 
concentração C3 em relação aos demais grupos foi mensurada de acordo com a análise de variância 
“one way” (ANOVA), complementada pelo teste post hoc de Tukey, utilizando GraphPad Prism versão 
5.0c. Os dados estão apresentados como a média ± DP (n = 8). *p <0,05 foi considerado 
estatisticamente significativo.  
 
 

 

Fonte: Elaboração própria 
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Figura 13 - Análise microscópica de fluorescência para células em monocamada. A intensidade da 
fluorescência indica similaridade na produção de espécies reativas entre o grupo controle negativo, 
C1 e C2. As imagens foram registradas nos primeiros 10 minutos após o contato com os 
microcristais. (continua)  
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Figura 13 - Análise microscópica de fluorescência para células em monocamada. A intensidade da 
fluorescência indica similaridade na produção de espécies reativas entre o grupo controle negativo, 
C1 e C2. As imagens foram registradas nos primeiros 10 minutos após o contato com os 
microcristais. (conclusão)  
 

 
 
 
Fonte: Elaboração própria.  
 
 
5.6 Efeito do α-Ag2WO4 na Integridade do DNA 

Os radicais livres são reconhecidos por agredir tanto as bases nitrogenadas 

quanto os açúcares pertencentes a molécula do DNA e, assim, estimular ligações 

cruzadas a outras moléculas, inibindo a replicação deste ácido nucleico (Sies109, 

1993). Neste contexto, analisamos de forma especifica, se o α-Ag2WO4 estaria 

comprometendo a integridade do DNA genômico das células, após 24 h em contato. 

Em concordância com os resultados obtidos nos experimentos anteriores, a banda 

referente ao DNA extraído das células incubadas com a concentração C2, se 

manteve única e intacta, semelhante ao grupo controle onde as células foram 

cultivadas na ausência do microcristal. Por outro lado, em uma concentração já 

definida como citotóxica (C3), a presença de várias bandas representou o DNA 

fragmentado, ou seja, a substância age rompendo a molécula em diferentes sítios 

produzindo fragmentos contendo variado número de bases nitrogenadas (Figura14). 
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Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose para separação dos fragmentos do DNA. Os grupos 
controle negativo (C-) e os grupos concentração C2 apresentaram apenas uma banda, confirmando 
que o Ag2WO4 na concentração C2 não comprometeu a integridade do DNA. O grupo controle 
positivo que foi a concentração C3, demonstra a presença de diferentes bandas, indicando a 
degradação da molécula analisada. As imagens são representativas de experimentos realizados em 
duplicata e em duas ocasiões distintas. 
 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Materiais com propriedades antimicrobianas tem sido foco de estudos na área 

odontológica em uma tentativa de combater doenças orais e minimizar a prescrição 

de antibióticos (Burgers et al.21, 2009; Cao et al.22, 2011; de Castro et al.34-35, 2016). 

Dentre os metais descritos na literatura, os microcristais contendo tungstênio e 

molibdênio tem demonstrado otimizar a capacidade fungicida da prata contra a C. 

albicans, (Fabbro et al.39, 2016; Foggi et al.41, 2017) em concentrações de 15 a 900 

vezes inferior aos valores terapêuticos da prata reportado como baixos por estudos 

laboratoriais (Kim et al.62-63, 2008, 2010; Kawata et al.60, 2009; Kaba, Egorova59, 

2015). Embora as propriedades antimicrobianas destes microcristais tenham sido 

preservadas mesmo na presença de baixa concentração de prata, pouco se sabia 

sobre o possível impacto destes componentes em células humanas. Neste estudo, 

demonstramos, por meio de diferentes métodos, a ausência de toxicidade dos 

microcristais de α-Ag2WO4 quando em contato direto com fibroblastos gengivais. 

Mesmo após longo período de exposição, o α-Ag2WO4 não afetou a viabilidade e a 

morfologia das células em matriz de colágeno em 3-D. Importantemente, a produção 

de espécies reativas produzidas na concentração de interesse também não interferiu 

com a integridade do DNA. Ao contrário das informações obtidas para com o 

molibdato de prata, o qual se mostrou altamente citotóxico provocando morte das 

células ainda durante as primeiras horas da confecção da matriz de colágeno.  

 

A utilização da prata na síntese dos microcristais em questão se deve as 

importantes características antimicrobianas que este metal detém. Dentre os metais 

com aplicabilidade na área da saúde, a prata também é classificada como não tóxica 

a depender da concentração manipulada (Zhang et al.131, 2014; Kaba, Egorova59, 

2015). A preocupação com os possíveis riscos à saúde pública instigou a 

determinação de um valor limite de exposição permissível a este metal, 

recomendado como sendo de 0,01 mg/m3 pelo Instituto Nacional de Segurança e 

Saúde Ocupacional (Echt et al.37, 2011). 
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Estudos laboratoriais posteriores também foram realizados afim de registrar as 

concentrações citotóxicas envolvendo AgNPs e revelaram valores não 

recomendáveis entre 222 a 362 mg/kg (Stensberg et al.115, 2011). Ao contrário das 

concentrações de nanomateriais contendo prata, reportadas na literatura como 

preocupante para a saúde pública (Maillard, Hartemann76, 2012; Zhang et al.131, 

2014), os microcristais de α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4 se destacam pela capacidade de 

manter as propriedades antimicrobianas mesmo apresentando quantidades de prata, 

que neste caso se apresenta de forma oxidada, em torno de 0,033 µg/mL e 0,083 

µg/mL, respectivamente. Este efeito antimicrobiano pode ser atribuído ao arranjo dos 

átomos de Ag nos microcristais o que por sua vez pode provocar interações 

eletrônicas e formação de radicais reativos (Roca et al.99, 2015). 

 

Embora seja sabido que o mecanismo de ação dos metais sobre micro-

organismos e células humanas se diferem, a ausência de toxicidade destes 

microcristais na concentração requerida para matar um fungo patogênico associado 

a infecções em geral, foi detalhadamente investigada neste estudo. Para isto, testes 

iniciais de citotoxicidade de acordo com os padrões da ISO 10993 foram 

primeiramente realizados em culturas de fibroblastos em monocamadas. O efeito 

dos microcristais sobre o metabolismo dos fibroblastos gengivais foi analisado após 

24 horas de incubação e os resultados obtidos mostraram que, neste período crítico, 

ambos os componentes não interferiram na proliferação das células na C2. 

Resultados similares foram obtidos com AgNPs nas concentrações de 0,01 ug/mL 

até 10 ug/mL (Chan et al.26, 2013; Herzog et al.50, 2013), confirmando a quantidade 

de prata utilizada na CMF como baixa e não citotóxica. Por outro lado, em uma 

concentração dez vezes maior (C3), os microcristais afetaram a capacidade de 

proliferação celular e contribuíram para a morte dos fibroblastos. Estes resultados 

sugerem uma possível influência dos microcristais tungstênio e molibdênio no efeito 

citotóxico, já que a quantidade de prata na concentração C3, permaneceria inferior 

ao recomendado pela literatura (De Lima et al.36, 2012; Krajewski et al.66, 2013; 

Zhang et al.131, 2014). 

 

Confirmada a ausência de toxicidade do α-Ag2WO4 e β-Ag2MoO4 em células em 

monocamadas na concentração C2, buscamos compreender se estes microcristais 
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também não seriam capazes de interferir na viabilidade dos fibroblastos simulando 

uma condição de reparação tecidual. Para este de tipo de análise, modelo de matriz 

colágena tipo I contrátil tem sido muito utilizado pela possibilidade de prover 

informações referentes aos processos celulares (crescimento celular, morfologia, 

migração e interações) que ocorrem in vivo (Tamariz, Grinnell119, 2002). O modelo 

de equivalente dermal utilizado neste estudo (Bell14, 1979), avaliou o comportamento 

dos fibroblastos como células responsáveis por gerar forças mecânicas e permitir a 

contração do tecido de granulação e consequente cicatrização das feridas (Arora et 

al.5, 1999). Consistente com os dados obtidos em monocamada, o α-Ag2WO4 não 

interferiu na contração da matriz confeccionada na concentração C2 após um longo 

tempo de exposição. Análises subsequentes do metabolismo, proliferação e da 

morfologia celular mostraram a viabilidade das células mesmo após 96 h de 

incubação com o α-Ag2WO4. Por outro lado, o β-Ag2MoO4 apresentou alta toxicidade 

na C2 às células durante a confecção da matriz ainda nas primeiras 24 h. Este efeito 

foi primeiramente comprovado pela ausência de contração do gel, sendo este 

semelhante ao controle positivo. Alterações na morfologia denotando morte dos 

fibroblastos foram confirmadas por meio da microscopia de campo claro. Os efeitos 

citotóxicos do β-Ag2MoO4 na matriz de colágeno contraria os dados obtidos 

anteriormente e isto pode ser explicado pelo fato de os microcristais serem 

suspendidos junto das células antes da polimerização do gel. Diferentemente dos 

testes em monocamada, em que os componentes são somente incubados após a 

organização das células no fundo da placa. Estes resultados também sugerem uma 

possível toxicidade do metal molibdênio, já tendo sido este reconhecido pelos 

potenciais efeitos à saúde humana a depender da dose utilizada (Vyskocil, Viau128, 

1999; Mendy et al.78, 2012; Beltrán et al.16, 2014; Siddiqui et al.108, 2015). Os 

resultados do β-Ag2MoO4 instigaram analises de microscopia para confirmar a 

viabilidade das células fibroblastos no interior da matriz de colágeno quando 

confeccionada na presença do α-Ag2WO4. O mecanismo de ação dos fluorescentes 

utilizados para a análise em questão, permite uma maior e mais precisa indicação da 

real condição das células no interior do gel em 3-D. No caso do CFSE, esta 

substancia considerada estável e não fluorescente na forma inicial, apresenta grupos 

acetatos e um grupo funcional succinimidil éster na composição química. Quando 

em meio intracelular, enzimas naturalmente presentes no citoplasma de células 
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vivas, clivam os grupos acetatos gerando desta forma fluorescência verde (Lyons, 

Parish75, 1994). Interessantemente, nesta nova forma, o CFSE se torna impermeável 

a estrutura externa celular, sendo capaz de manter a fluorescência por um maior 

período de tempo. As imagens obtidas após 24 e 96 horas foram consistentes em 

demonstrar a fluorescência verde do composto CFSE em células fibroblastos na 

concentração de interesse. Concomitante a estes resultados, a fluorescência 

vermelha, consequência da ligação do IP com ácidos nucleicos do DNA, foi somente 

observada para a concentração C3. Este fato confirma a integridade da membrana 

plasmática nas células fibroblastos na concentração C2 já que o IP é impermeável a 

estrutura que delimita as células vivas (Suzuki et al.118 ,1997). 

 

Uma vez que o β-Ag2MoO4 apresentou sinais negativos contra as células em 

matriz de colágeno, as análises sequenciais foram direcionadas apenas ao α-

Ag2WO4. Neste momento, imagens mais precisas e em grande aumento registraram 

a ausência de alteração das células em monocamadas para a C2 de α-Ag2WO4. 

Considerando que os metais agem contra os micro-organismos por meio da 

produção de espécies reativas (Raghupathi et al.98, 2011; Azam et al.9, 2012), para 

melhor compreender o efeito deste microcristal nas células humanas, também 

quantificamos a geração de ROS induzida pela concentração de interesse C2. A 

viabilidade celular na presença do α-Ag2WO4 pode estar relacionada ao fato deste 

microcristal não afetar demasiadamente a produção de ROS pelos fibroblastos. 

Análises quantitativas da fluorescência emitida pelas concentrações C1 e C2 não 

mostraram diferenças em comparação com o controle negativo, diferentemente da 

concentração C3. É importante mencionar também que se trata de um ensaio de 

ROS inespecífico o que significa que as espécies reativas produzidas podem 

também estar advindo dos microcristais (AshaRani et al.7, 2009; Kawata et al.60, 

2009). Para complementar as informações quantitativas, a intensidade da 

fluorescência dos grupos C1, C2 e C3 foi também comparada ao controle por meio 

de imagens. Interessantemente, nenhuma fluorescência foi obtida para a 

concentração C3 após os primeiros 10 minutos de exposição das células aos 

microcristais. Isto pode ser explicado pelo fato de as células estarem mortas neste 

período devido ao forte efeito citotóxico do α-Ag2WO4 quando em altas 

concentrações. 
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A produção não controlada de espécie reativa pelas células também está 

associada a possibilidade de dano ao DNA. De acordo com Kawata et al.60 (2009) 

doses inferiores a 1,0 μg/mL de AgNPs podem não apresentar citotoxicidade óbvia 

às células humanas, mas causar danos à molécula que contêm as instruções 

genéticas fundamentais à vida e aos cromossomos, estimulando a expressão de um 

grande número de genes relacionados ao reparo do DNA. Considerando a não 

alteração da molécula de DNA como condição mandatória de um material para 

futuras aplicações na área da saúde, nossos dados corroboraram com as 

informações obtidas até então e demonstraram que a produção de ROS produzida 

na concentração C2 não interferiu na integridade do DNA dos fibroblastos.   

 

Este estudo fornece informações valiosas em relação ao comportamento dos 

fibroblastos frente a exposição à ambos os microcristais. Não obstante, os 

resultados promissores encontrados para o α-Ag2WO4 instigam um esforço contínuo 

para obter uma melhor compreensão dos potenciais efeitos destes microcristais na 

resposta inflamatória. Para isto, estudos sequenciais em animais são requeridos 

para clarificar a ação do componente inorgânico e possibilitar futuras aplicações. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



60 
 

7 CONCLUSÃO  

 

Baseados nos resultados obtidos e considerando a metodologia utilizada neste 

estudo, observou-se que o tungstato de prata na concentração C2 (7,81 µg/mL) ou 

CFM para C. albicans, não apresentou propriedades tóxicas para as células 

fibroblastos em monocamada e em matriz de colágeno. Por outro lado, embora o 

molibdato de prata na concentração C2 não tenha interferido na proliferação das 

células quando em monocamadas, afetou diretamente a viabilidade dos fibroblastos 

durante a confecção da matriz de colágeno.  
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