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Pimentel BNAS. Avaliacdo da atividade antifingica e citotoxicidade de microcristais
de alfa vanadato de prata (a-AgVOs) sintetizados em diferentes temperaturas
[Dissertacédo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

Nos ultimos anos, os microcristais de prata tém se tornado foco de estudos. Uma das
propriedades evidenciadas destes materiais é a sua atividade antimicrobiana contra
diferentes microrganismos, devido a presenca da prata na sua composicado. Neste
estudo, investigou-se a atividade antifingica de microcristais de alfa vanadato de prata
(a-AgVOs3) contra Candida albicans (ATCC 90028) e sua citotoxicidade sobre células
do tipo queratindcitos orais normais espontaneamente imortalizados (NOK-si). Os
microcristias de a-AgVOs foram sintetizados pelo método da co-precipitacéo sob trés
diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C) e caracterizados através de difracédo de raios-
X, microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo e espectroscopia
Raman. A atividade antifungica foi avaliada a partir da microdiluicdo seriada dos
microcristais (de acordo com o Clinical & Laboratorial Standards Institute - CLSI), onde
foram determinadas as concentragdes inibitoria (CIM) e fungicida minimas (CFM).
Imagens de microscopia de fluorescéncia com 0s microcristais nas concentracdes
inibitéria e fungicida minimas foram obtidas a fim de confirmar os achados
microbioldgicos. A viabilidade celular de células NOK-si foi avaliada através do ensaio
Alamar Blue, e imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) de todos os
grupos avaliados foram realizadas. Nos ensaios celulares foram utilizadas apenas
guatro concentracbes dos microcristais (CIM, CFM, CIM diluida 10 vezes e
concentrada 10 vezes). Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk, e entdo avaliados com o teste Kruskal-Wallis, seguidos do
pos teste de Dunn (a = .05), no software GraphPad Prism 7. Os trés microcristais
apresentaram os mesmos valores de CIM e CFM (3,90 pug/mL e 15,62 ug/mL,
respectivamente). Ao avaliar a microscopia de fluorescéncia foi possivel confirmar os
resultados obtidos com o ensaio microbiologico, onde na CIM notou-se uma reducao
do numero de células em comparacéo ao controle, e na CFM notou-se inviabilidade
de todas as células. Quando avaliados com relacdo a citotoxicidade, os trés
microcristais apresentaram-se biocompativeis nos valores de CIM, CFM e CIM diluida
10 vezes (p <0,05). As imagens de MEV foram consistentes com os achados no ensaio
de Alamar Blue, onde apenas observou-se morte celular na concentracdo CIM
concentrada 10 vezes. Através da morfologia da morte celular, sugeriu-se que 0s
microcristais avaliados causam morte celular por necrose. Os trés microcristais de a-
AgVO:z mostraram resultados promissores como agentes antifUngicos contra C.
albicans e apresentaram biocompatibilidade com o tipo celular estudado, tornando-os
interessante para posteriores estudos in vivo.

Palavras-chave: Candida albicans. Antifungicos. Testes de toxicidade.

Queratindcitos.



Pimentel BNAS. Evaluation of antifungal activity and citotoxicity of alpha silver
vanadate (a-AgVOs3) microcrystals synthesized in different temperatures [Dissertacao
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

In recent years, silver microcrystals have become the focus of studies. One property
of these materials is its antimicrobial activity against different microorganisms, which
is due to the presence of silver in its composition. In this study the antifungal activity of
alpha silver vanadate (a-AgVOs) microcrystals against Candida albicans (ATCC
90028) and cytotoxicity on normal oral keratinocytes spontaneously immortalized
(NOK-si) cells were investigated. The microcrystals were synthesized by co-
precipitation (CP) method under three different temperatures (10, 20 and 30°C) and
were characterized by x-ray diffraction, scanning electronic microscopy field emission
guns and Raman spectroscopy. The antifungal activity was evaluated from serial
microdilution of microcrystals (according to Clinical & Laboratorial Standards Institute
- CLSI), where minimum inhibitory (MIC) and fungicide (MFC) concentrations were
determined. Fluorescence microscopy images were obtained in order to confirm
microbiological findings. Cell viability of NOK-si cells was evaluated by Alamar Blue
assay, and scanning electron microscopy (SEM) images of all groups were performed.
In these tests, only four concentrations of microcrystals (MIC, MFC, MIC 10 times
diluted and MIC 10 times concentrated) were used. The results were submitted to
Shapiro-Wilk’s test, and then they were evaluated using the Kruskal-Wallis test,
followed by Dunn's post-test (a = .05), in GraphPad Prism 7 software. All three
microcrystals presented the same values of MIC and MFC (3.90 ug/mL and 15.62
Mg/mL, respectively). When evaluated fluorescence microscopy it was possible to
confirm the results obtained with the microbiological assay, where at the MIC noticed
a reduction in cell number when compared with the control, and at the MFC noticed
unviability of all cells. When evaluated for its cytotoxicity, the three microcrystals were
biocompatible in the MIC, MFC and MIC 10 times diluted values (p <0.05). SEM images
were consistent with the findings in the Alamar Blue assay, where cell death was
observed only at MIC 10 times concentrated. Through the morphology analyses of cell
death, it was observed that the microcrystals at MIC 10 times concentrated caused cell
death by necrosis. The three a-AgVOs microcrystals showed promising results as
antifungal agents against C. albicans and showed biocompatibility with the studied cell
type, making them interesting for later in vivo studies.

Keywords: Candida albicans. Antifungal agents. Toxicity tests. Keratinocytes.
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1 INTRODUCAO

Infecgbes causadas por fungos oportunistas tém surgido como importante
causa de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos, e
permanecem como um grande desafio. Mais de 90% das infec¢fes fungicas invasivas
sdo causadas por espécies de Candida e, aproximadamente, 40% das infec¢bes na
corrente sanguinea séo causadas por Candida albicans 23. C. albicans é um fungo
comensal oportunista, o qual é frequentemente encontrado na cavidade oral 3 28 2931
e, quando associado a fatores locais e/ou sistémicos, como envelhecimento, doencgas
cronicas ou imunossupressoras, utilizagcdo de medicamentos (antibiéticos de amplo
espectro e imunossupressores), xerostomia, higienizacdo precaria e utilizacdo de
proteses dentarias removiveis?®, se torna virulento podendo causar infeccbes
recorrentes na mucosa oral?® 32, além de infeccdes disseminadas pelo corpo, as quais

podem ser um risco para a vida®:.

Dentre as infec¢des bucais associadas a Candida spp., a estomatite protética,
caracterizada por diferentes graus de inflamac¢do da mucosa que mantém contato com
a prétese, € a manifestacdo mais prevalente, acometendo de 60-65% dos usuarios de
proteses com diversas manifestacbes clinicas. Contudo, se os individuos sem
sintomatologia forem levados em consideracdo, este niumero sobe para 75% dos
usuarios de proéteses removiveis?®. A presenca dessa patologia bucal pode contribuir
para o desenvolvimento de infeccdes sistémicas, sobretudo em pacientes
hospitalizados, idosos e imunossuprimidos?®. C. albicans pode se desenvolver como
células leveduriformes (blastoporos) ou células alongadas em forma de tubo,
denominadas pseudohifas (septadas) ou hifas (ndo septadas)?® 33. O fato deste
microrganismo possuir diferentes morfologias esta associado a sua viruléncia 2% 32,
Quando nas formas de hifas e pseudohifas, C. albicans é capaz de invadir tecidos
durante os estagios iniciais da infeccéo, além de ser importante na colonizacao de
orgaos; enquanto que a forma de blastoporos é mais associada com a disseminacgao

via corrente sanguinea.

Os fungos tém se destacado entre os microrganismos citados como causadores
de doencas humanas?®®. Um problema enfrentado pela comunidade
meédico/farmacéutica com relacdo ao desenvolvimento de novas drogas contra fungos

€ a similaridade destes microrganismos com as células humanas, o que diminui o
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nimero de alvos que podem ser explorados pelos farmacos?®. Atualmente ha uma
enorme demanda por novas terapias para inativagdo de microrganismo patogénicos
e controle de infeccdes devido aos problemas relacionados a resisténcia dos
microrganismos as terapias medicamentosas existentes, além do surgimento de
outras espécies resistentes?® 3. Dentro desse contexto, estudos recentes tém
avaliado a atividade antimicrobiana de diversas microparticulas (microcristais)

contendo pratal® 22 25,

Por apresentar atividade antimicrobiana e pela baixa propensdo em causar
resisténcia dos microrganismos, a prata tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos?’. O mecanismo de acéo
antimicrobiana da prata envolve duas teorias diferentes: uma delas afirma que este
metal pode reagir com a agua e liberar ions, os quais se ligariam as proteinas da
parede celular, causando alteragcfes estruturais na parede celular bacteriana. Desta
forma, estes materiais contendo prata inativariam os microrganismos, provavelmente,
por meio da inibicdo da sintese de ATP, desnaturacdo do DNA e bloqueio das cadeias
respiratérias, atuando em algumas enzimas?!®. A segunda teoria sugere que a prata
poderia reagir com o oxigénio dissolvido na agua e gerar radicais livres de oxigénio

ativo, que séo toxicos para as bactérias??.

Apesar de sua excelente propriedade antimicrobiana, a depender da
guantidade a prata pode ser téxica as células dos mamiferos?. Em uma tentativa de
melhorar as propriedades antimicrobianas e reduzir os efeitos citotoxicos deste
importante metal, a prata tem sido associada a diversos outros metais, entre eles o
vanadio, com o intuito de diminuir a concentracdo no composto para a minima
possivel. Os o0xidos de vanadio e seus derivados séo estruturas de interesse devido
as suas atividades de oxirreducéo e por apresentarem estrutura em camadas??. Entre
os diversos oOxidos de vanadio existentes, o vanadato de prata (AgVO3s) tem se
destacado devido as suas excelentes propriedades eletroquimica e fotofisica®s.
AgVOs é a forma mais comum dos 6xidos de vanadato de prata no estado s6lido®, e
pode ser encontrada em trés formas diferentes: alfa (a), beta (B) e gama (y) 0. O beta
vanadato de prata (B-AgVOs) é uma fase estavel com grupo espacial monoclinico3*,
sendo relatado na literatura como um material com promissora atividade
antibacteriana contra algumas cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

em solucdo’ 8, Quando incorporado a resina acrilica, este microcristal demonstrou
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significante reducdo no numero de microrganismos viaveis de C. albicans,
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa® 8. J& o
alfa vanadato de prata (a-AgVOs3) € uma fase metaestavel, formada abaixo do ponto
de fusédo de forma instantdnea quando o composto € resfriado de maneira lenta e
congelado rapidamente°. Assim, o polimorfismo se mostra prevalente neste
composto. Sabe-se que o polimorfismo de um material pode resultar em diferentes
propriedades para cada composto. Por se tratar de um novo microcristal, ainda pouco
se sabe sobre as suas propriedades antimicrobianas e estudos microbiolégicos sobre
0 0-AgVOs ainda sé@o escassos na literatura. Oliveira et al.?® (2017), avaliaram a
sintese, caracterizacao desse microcristal sintetizado em trés diferentes temperaturas
e sua acao antibacteriana contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Os
autores relataram que as diferentes temperaturas acarretaram em diferencas
morfologicas dos microcristais, 0 que consequentemente acarretou em diferentes
respostas antibacterianas, onde o microcristal sintetizado a 10°C apresentou valores
de CIM e CFM de 62,5 ug/mL e os microcristais sintetizados a 20 e 30°C apresentaram
valores de CIM e CFM de 125 pg/mL. Contudo, por se tratar de um composto

relativamente novo, sua acao antifingica ainda nao foi estabelecida.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados aqui relatados, foi possivel concluir que:
1. Os trés microcristais estudados (a-AgVOz a 10, 20 e 30°C) apresentaram

atividade fungistética e fungicida contra C. albicans.

2. Os trés microcristais, nas concentracdes inibitéria (CIM) e fungicida (CFM)
minimas (3,9 pug/mL e 15,62 pg/mL, respectivamente) apresentaram-se

biocompativeis.

3. A maior concentracdo avaliada (39 pg/mL) causou a morte de células NOK-si
e, por meio da andlise em microscopia eletrébnica de varredura, é possivel

sugerir que os microcristais de a-AgVOs3 causaram morte celular por necrose.
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