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

RESUMO

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

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



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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

definicdo dos para@metros adequados para inativacao fungica.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades dos microcristais de fosfato de prata e sua

atividade antifingica na presenca e auséncia de luz.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar, caracterizar e verificar a capacidade fotocatalitica dos microcristais de
fosfato de prata apds quatro exposicdes a luz azul.

e Avaliar efeito antifingico contra culturas em suspenséo e biofilmes em formacao
de C. albicans.

e Comparar o efeito antifingico na presenca e auséncia de luz.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Candida spp.

Atingindo bilhdes de pessoas a cada ano, as infeccbes por fungo
acumulam relatos da existéncia de mais de 600 tipos distintos, variando entre
infeccGes na mucosa, pele, cabelo e unhas®. Entre os fungos causadores dessas
infeccbes, os fungos do género Candida spp.se destacam por possuirem uma
relacdo comensalista na boca, pele e trato gastrointestinal. Porém, pode acontecer
uma transicdo de seu estado de normalidade para uma infeccdo local, ou até
sistémica, podendo evoluir para infeccdo sanguinea conhecida como candidemia3*.
Sua causa mais comum ocorre pela presenca de Candida spp, com incidéncia
crescente em paises europeus e nos Estados Unidos®®*-?’, e altas taxas de
mortalidade (45-50%)38.

A espécie de Candida mais frequentemente encontrada em pacientes
com candidiase é C. albicans. Outras espécies (C. glabrata, C. parapsilosis e C.
tropicalis) também causam infec¢Bes, no entanto, sua incidéncia varia de acordo
com a regido geografica®®. Nos Estados Unidos, por exemplo, h4 uma maior
presenca de C. glabrata®®-42, na Asia e América do Sul ,de C. tropicalis*}, e na
América do Sul, de C. parapsilosis**°. Infeccbes por Candida podem afetar
individuos de diferentes idades. Em criancas, sua presenca pode estar relacionada a
reacOes alternativas ao uso de (1) antibiéticos ou esteroides a longo prazo, (2) baixo
peso ao hascer ou até mesmo uma (3) conduta prolongada em ambiente de terapia
intensiva (UTI)%,

Ha evidéncias que sugerem uma associacdo entre bactérias e Candida
spp., como por exemplo, C. glabrata, C. tropicalis e especialmente C. albicans®.
Estas estdo presentes no desenvolvimento da estomatite protética na cavidade oral
de pacientes usuarios de protese removivel. Dentre as possiveis causas, estdo a
higiene deficiente, uso continuo da prétese ou prétese mal adaptada®’.

Como revisado por Lim et al.*®, C. albicans é um fungo polimoérfico, que
pode existir tanto na forma filamentosa de hifa e pseudohifa, como de levedura, a
depender do ambiente no qual esta exposto. Além disso, pode variar entre fungo

comensal e patogénico, dependendo dos fatores locais (uso de prétese, corticoides
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e xerostomia) ou sistémicos (virus do HIV, leucemia, ma& nutricdo, diabetes,
guimioterapia ou radioterapia), resultando no desenvolvimento de candidiase oral®.

A capacidade de aderéncia proporcionada pelas adesinas é essencial
para o microrganismo patogénico (forma de defesa do microrganismo)*°-52, Devido
as adesinas estarem presentes na camada externa da parede celular, elas iniciam
adesdo das células plancténicas em uma superficie, sendo esta bidtica ou abidtica,
para formacdo do biofilme®3. Além disso, o biofilme é composto por estruturas com
morfologia complexa, diferentes tipos celulares e uma matriz extracelular®?.

Devido a sua capacidade de formac&o de biofilmes, C. albicans vem
sendo frequentemente estudada®>°4%%, Biofiilme de C. albicans possui sua
arquitetura composta por: (1) levedura (blastoporo), (2) pseudo-hifas (forma fungica
entre blastéporos e hifas, no qual uma célula é ligada a outra, tendo um septo
permanecendo entre as duas) e (3) hifas (alongada com paredes paralelas que se
desenvolvem de um blastéporo)®3°¢, tendo seu maior traco de viruléncia decorrente
da transicdo da forma de levedura (planctdnica) para filamentar (células
alongadas)*%6. Apés a formacéo de biofiime de C. albicans, o préximo estagio é a
invasdo celular, que normalmente ocorre de duas formas: (1) endocitose induzida
pela célula epitelial, a qual estda mais relacionada com invasées orais, e (2)
penetracdo ativa por hifas, sendo ambos essenciais para o dano celular. Estes
mecanismos de invasdo dependem da morfologia e, parcialmente, de atividades
fungicas, tais como as proteases asparticas segregadas, responsaveis pela digestdo
da superficie das células epiteliais®®-1,

Desta forma, devido a elaborada e complexa arquitetura do biofilme, como
descrito acima, torna-se dificil a sua eliminacdo em consequéncia da alta resisténcia
tanto contra farmacos antifingicos, quanto para resposta imunoldgica do
hospedeiro, principalmente devido a sua capacidade de transigao entre a forma de
leveduras e hifas e a formacdo de uma matriz extracelular®?6348 composta por
carboidrato, proteinas, hexosamine, &acidos fosférico e urdnico®. Além disso, a
guantidade de células fungicas, tempo de aderéncia, presenca de saliva, incubacéo
e exposicdo a carboidratos podem influenciar no desenvolvimento de biofilmes de C.
albicans, tornando-os mais resistentes a uma grande quantidade de agentes
antifungicos quando comparado a células em suspenséo (planctdnicas)®?.

Portanto, as vantagens de um microrganismo formar biofiilme se deve a

protecdo ao ambiente no qual esta exposto, além de uma resisténcia a remocdes
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guimicas e fisicas, para que assim no estagio final de formacgéo, ocorra a liberagcédo

de células para colonizacéo e disseminacéo da infecgdo em outros locais®?.

3.2 Prata e Microcristais Associados a Prata

A prata € uma das formas de metal pesado mais téxicas presente no meio
ambiente, além do mercurio®, no entanto é conhecida por exibir potencial
antimicrobiano contra diferentes patégenos®6’. O nitrato de prata, por exemplo, ja
foi utilizado de maneira tépica no século XIX para fins terapéuticos em ulceragdes e
feridas, e na confeccédo de fios de sutura®®. Seu mecanismo de acéo consiste na
desorganizacao de estruturas presentes na membrana celular bacteriana, levando a
lise celular, podendo assim interagir com o DNA, interrompendo a sintese proteica®®.

Em estado metdlico a prata € inerte, mas, ao entrar em contato com um
ambiente aquoso, torna-se ionizada e pode atingir diferentes estruturas da parede
celular bacteriana, sendo altamente reativa quando unida a proteinas dos tecidos®®.
Ha dois principais mecanismos de acéo da prata utilizada para eliminacao de células
bacterianas: (1) através da unido de ions prata a grupos tiol em enzimas,
desativando-as ou (2) através da ruptura da membrana/parede celular’®.

No entanto, a prata ndo pode ser administrada na forma livre, devido a
sua taxa de absorcdo no corpo humano, em torno de 18%7% Argiria, por exemplo, é
uma das consequéncias da ndo excrecao de prata devido a sua absorcao através de
mucosas ou feridas de queimaduras, no qual, a pele adquire uma coloragéo azulada
ou acinzentada, tendo a prata depositada na pele, rim, figado, cornea e tecidos
musculares, acumulando-se no corpo®:72, Uma melhor administracdo da prata, como
agente farmacoldgico, ainda é desconhecida.

A possibilidade de trazer desenvolvimento tecnoldgico utilizando prata,
para a odontologia (protese, adesivos e implantes), ocorre através do
desenvolvimento de compostos antimicrobianos’374, utilizando prata tanto na forma
nanoestruturadas® quanto microestruturadas'?’>’6, Implantes dentarios e
abutments, por exemplo, quando recobertos por nanoparticulas de prata, tém
mostrado efeito antimicrobiano sem causar citotoxicidade ao periodonto®. A
atividade antimicrobiana se tornou evidente para fungos, através do uso de
nanoparticulas de prata e microcristais’”’8, porém, como apresentam morfologias e

tamanhos diferentes, também apresentam mecanismos de acéo distintos.
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Em nanoparticulas ocorre desintegracdo da membrana celular, criando
caminhos através da membrana, os quais formam orificios que desestabilizam a
célula, levando-a a morte”™. Longo et al.!3 através de dados experimentais e
tedricos, descreveram o mecanismo de acao que envolve os microcristais contendo
prata (neste caso, Ag2WOa), através do processo de transferéncia de elétrons: uma
particula, sendo esta um semicondutor, possui bandas de energia (valéncia e
conducdo), as quais estdo energicamente bem posicionadas (menos energética e
mais energeética, respectivamente). A prata funciona como um gerador de elétrons
entre as bandas, favorecendo a troca de energia: o elétron vai da banda de valéncia
(BV) para a de conducédo (BC). Essa troca de elétrons entre as bandas, deixa um
buraco no local menos energético (BV), o qual interage com a agua (H20) presente
no meio ambiente. O oxigénio (O2), também presente no ambiente, interage com o
elétron, quando o mesmo retorna da banda mais energética (BC) para a menos
energética (BV). Essas interacfes sao responsaveis por gerar radicais hidroxila
(OH") e hidroperoxila (HO2"), os quais vao ao alcance de polissacarideos da parede
celular, lipidios e proteinas da membrana, cuja integridade é fator importante para a
sobrevivéncia celular.

Eswar et al.8% demonstraram que a atividade bactericida do fosfato de
prata, deve-se aos ions de prata lancados pelo AgsPOas. Além disso, Oliveira et al.%®
demonstraram, em vanadato de prata (AgVOs), que a morfologia do microcristal
também interfere em sua capacidade antimicrobiana: quanto menor a energia de
superficie, maior sua atividade contra o microrganismo S. aureus resistente a
meticilina (SARM).

Com relacdo a sua biocompatibilidade, ha um caso raro relacionado a
presenca de alergia em pessoas ao entrarem em contato com a prata®’. No entanto,
estudos in vitro abordaram melhor a citotoxicidade relacionada a prata. Castro et
al.8? avaliaram a liberacdo de ions e a citotoxicidade de resinas acrilicas
incorporadas com AgVOs decorado com nanoparticulas de prata. Eles observaram
gue resinas com concentracdo elevada de AgVOs apresentaram citotoxicidade,
indicando o uso de baixas concentracdes para evitar riscos aos pacientes.

Chavez’” e Pimentel’® avaliaram a citotoxicidade de microcristais de
tungstato e molibdato de prata e microcristais de vanadato de prata sintetizados em
trés temperaturas distintas (10, 20 e 30°C), em fibroblastos gengivais humanos

(FGH) e queratinécitos orais normais espontaneamente imortalizados (NOK-si),
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respectivamente. Chavez’’ testou concentracées inibitérias minimas previamente
determinadas contra C. albicans, e Pimentel’®, concentracdes determinadas contra
SARM. Chavez’’ realizou ensaio de Alamar Blue (para verificar a viabilidade celular)
e modelo de reparagcao tecidual (para investigar o efeito dos microcristais na
cicatrizagéo tecidual). Tanto tungstato como molibdato de prata n&o interferiram na
viabilidade celular, porém, tungstato de prata interferiu na viabilidade dos
fibroblastos gengivais, mostrando auséncia de contracdo no modelo de reparacéo
tecidual”’. Pimentel”® avaliou as trés sinteses de vanadato de prata através do
ensaio de viabilidade celular, concluindo que, apesar das diferentes sinteses
testadas, todas mantiveram a viabilidade celular’®.

Além disso, ha uma preocupacéo relacionada a resisténcia que a prata
pode causar em bactérias, devido ao seu uso no decorrer da histéria’>. Um exemplo
dessa resisténcia se observa na bactéria E. coli, a qual apresenta uma alteracdo em
sua membrana celular, fazendo com que tenha um efluxo continuo de ions de
prata®®.

No caso especifico do microcristal de AgsPOs4, ndo ha relatos sobre
qualquer tipo de resisténcia. Além disso, 0 mesmo se destaca por sua atividade
bacteriostatica e excelente fotoexcitacdo perante a luz UV16-1883 gpresentando
rendimentos quanticos maiores que todos os fotocatalisadores de oxidacao
comumente conhecidos, como diéxido de titanio (TiO2), vanadato de bismuto (BiVOa)
e trioxido de tungsténio (W0O3)8*. Wang et al.® afirmam que a depender da sintese
do composto, sua morfologia pode ser alterada, afetando sua capacidade
fotocatalitica. Apesar disso, a utilizacdo de luz UV nado é adequada para utilizacdo na
area biomédica, pois leva a uma variedade de doencas cutaneas, incluindo
inflamacédo, envelhecimento degenerativo e cancer®. Porém, ha estudo mostrando
uma maior emissao fotoluminescente de fosfato de prata na faixa azul do espectro
de luz visivel, o qual além de ser utilizado na odontologia € o espectro mais préximo
ao de luz UV8"15,

Além disso, algo que precisa ser levado em consideracéo € a capacidade
de reutilizacdo do microcristal ao ser incidido por luz em comprimento de onda
especifico®®8, Em estudo realizado por Wang et al.?°, foi realizado o teste de
reciclagem por trés ciclos, utilizando o microcristal de fosfato de prata acoplado a
nanotubos de carbono e em sua forma pura, reforcando sua capacidade para usos

Sucessivos.
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Fosfato de prata possui diversas aplicabilidades (fabricagcdo de sensores
de gas®’, sensor fotocatalitico utilizando a luz solar®!, na degradacdo de poluentes
organicos??> e como conversor de CO2 em combustivel®?). Com relacdo a sua
capacidade antimicrobiana, Wu et al.?° conseguiram eliminar os microrganismos E.
coli e B. subtilis em seus estudos utilizando o microcristal de fosfato de prata.
Piccirillo et al.®® avaliaram sua capacidade antibacteriana contra SARM, E. coli e
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) utilizando irradiacdo com luz branca e UV,
confirmando seu potencial antibacteriano. Embora alguns estudos tenham avaliado a
capacidade antimicrobiana de microcristais de AgzPO4, mais evidéncias ainda sao

necessarias para elucidar o efeito antifingico do material contra C. albicans.

3.3 Terapia Fotodinamica e Inativacao Fotodinamica Antimicrobiana

A PDT foi primeiramente mencionada no século XX, segundo Ribeiro%,
por Herman Von Tappeiner, orientador de Oscar Raab, cujo trabalho de doutorado
observou que a unido de luz com o corante acridina eliminava o microrganismo
paramecium, ou seja, era uma reacdo dependente do oxigénio aplés a
fotossensibilizacdo: na auséncia de oxigénio, corante e luz ndo ocasionavam em
morte celular, porém, havia uma reacdo dependente entre ambos. Assim, pdde-se
definir PDT como uma combinacédo entre fotossensibilizador, luz e oxigénio®>%. O
fotossensibilizador, ao absorver a luz incidida em comprimento de onda especifico
na presenca de oxigénio, gera espécies reativas de oxigénio (EROs)?’ e radicais
livres citotéxicos para os microrganismos?®,

A geracao de EROs torna-se possivel através de duas vias: tipo | e tipo Il
O fotossensibilizador, ao ser excitado pela luz em comprimento de onda adequado,
entra em estado tripleto (estado fundamental) de longa duracdo. Neste estado, o
fotossensibilizador pode interagir com o oxigénio por transferéncia de energia (Tipo
I), levando a producéo de oxigénio singleto, ou por transferéncia de elétrons (Tipo 1),
gerando superoxidos?’.

No decorrer dos anos, muitos fotossensibilizadores foram usados, tendo
como escolha aqueles que possam ter seu uso em pequena quantidade, baixa
fluéncia de luz e ndo téxico®. O agente mais estudado é a hematoporfirina. Uma de
suas limitacdes € a via de administracdo intravenosa, o que proporciona eliminacéo

lenta, resultando em citotoxicidade prolongada. Kennedy et al.®®, divulgaram o uso
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cloridrato do acido 5-aminolevulinico (5-ALA) e luz visivel para tratamento tépico da
pele. 5-ALA foi uma revolucéo, pois penetrava facilmente em areas danificadas ou
anormais e rapidamente era eliminado, além de apresentar baixo peso molecular, o
gue Ihe permite uma melhor penetracdo na célula.

Estudos com terapia fotodinamica devem sempre considerar a dose
(Joules por centimetro quadrado — J/cm?) e sua irradiacdo (miliwatts por centimetro
guadrado — mW/cm?) utilizada na PDT®. Além disso, o tempo de pré-irradiacédo
(TPI), que corresponde ao tempo de aplicagdo do fotossensibilizador até sua
ativacao pela luz, também € algo que deve ser levado em consideracdo para que
ocorra uma adsorcao do fotossensibilizador na célula alvo antes da irradiacdo por
luz. Esse tempo se torna necessario para que o fotossensibilizador seja absorvido
pela célula a qual se pretende eliminar®.

Assim € importante quantificar a quantidade de energia que a luz ira
transferir ao fotossensibilizador, para que ocorra a reacao e eliminacdo do
microrganismo. Esta energia pode ser definida como a dose de luz que sera

utilizada, atraves da seguinte equacgao:

Poténcia do aparelho (W) X Tempo (s)

2:

J/em Area iluminada (cm?)

Desta forma, a poténcia do aparelho (em Watts) é multiplicada pelo tempo
(em segundos), tendo seu resultado expresso em Joules (J), dividindo-o pela area
iluminada (cm?).

Um incomodo relatado no tratamento envolvendo a PDT sistémica é a
dor, sendo descrita como uma sensacao de queimadura e picos de dor durante os
primeiros minutos. Uma possivel explicacdo para este tipo de sensacao seria o tipo
de fotossensibilizador utilizado, local da leséo, tipo de leséo e quantidade de energia
liberada durante o tratamento, para as terminacdes nervosas®. Alguns métodos
estdo sendo utilizados para reducdo desta dor, como ar gelado, analgésico tépico,
interrupcéo de tratamento, hipnose, inalagédo de analgésico® e anestésico injetado®.

PDT ja é utilizada para tratamentos em cancer?’, queratose actinica®1® e
contra microrganismos (aPDI)°’, o que a torna adequada para controle de
disseminagdo de cepas bacterianas multi-resistentes, sendo estas uma das
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ameacas mais preocupantes para a saude publica devido ao uso excessivo de
antibiéticos0t.

Seu uso na odontologia abrange areas como endodontia®® e periodontia,
além de tratamento alternativo a estomatite protética?6:282°. Ha estudos que utilizam
tanto a faixa de luz azul, um espectro mais proximo da luz ultra violeta mas
relacionado com a producéo de EROs intracelulari®?, quanto a faixa de luz vermelha,
a qual possui uma maior penetracdo nos tecidos na terapia fotodinamica?®.

Fukui et al.t% utilizaram comprimento de onda entre 400 nm e 700 nm
para determinar qual o mais efetivo para inativacdo de Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis). Os autores observaram que houve uma reducdo do grupo irradiado com
luz, quando comparado ao controle (sem luz) em comprimento de onda entre 400 e
410. Soukos et al.1%* relataram que, no comprimento de onda entre 380 e 510 nm,
pode-se inativar bactérias orais em meio de cultura. Além disso, Feuerstein et al.1%
testaram comprimento de onda entre 400-500 nm contra P. gingivalis,
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), Streptococcus mutans (S. mutans) e
Streptococcus faecalis (S. faecalis), concluindo que a luz azul causa um efeito
fototoxico, principalmente em patégenos periodontais gram-negativos.

Desta forma, a inativacdo fotodindmica antimicrobiana (aPDI) vem como
um tratamento alternativo aos medicamentos comumente utilizados, tendo uma
maior indicacdo para area odontoldgica®’. Suas principais vantagens séo: (1) alta
especificidade, (2) biocompatibilidade com células humanas saudaveis, (3) baixos

efeitos colaterais e (4) improvaveis chances de desenvolver resisténcia®®.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Materiais de Consumo

e Agua destilada;

e Agua mili-Q;

e Alca de inoculacéo 10 pL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

e Cloreto de Potassio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

e Cloreto de Sddio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

e Cubeta de 2 mL (Cartel, SP, Brasil);

e Cultura de C. albicans (ATCC 90028 - American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EUA);

e Frasco coletor universal transltcido estéril 80mL (Cral, Cotia, SP, Brasil);

e Glicose (Labsynth Produtos para Laboratorio Ltda, Diadema, SP, Brasil);

e Glutaraldeido (Glutaron, RioQuimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil);

e Hidrogenofosfato de di-aménio ([NH4]2HPO4, Emsure ACS, Darmstadt,
Alemanha);

e Kit fluorimétrico Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA);

e Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (Acumedia Manufactures, Inc.
Baltimore, Maryland, EUA);

e Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB - Difco, Detroit, Ml, EUA);

e Meio de cultura celular DMEM de alta glicose (meio de Eagle modificado por
Dulbecco; GIBCO, Grand Island, NY, EUA);

e Microtubos tipo Eppendorfs Graduado (Axygen, Curitiba, PR, Brasil);

e Nitrato de prata (Ag2NOs, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

e Parafilme (Laboratory Film, Chicago, IL, EUA);

e Placa de 24 pocos (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica);
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Placas de Petri 90 x 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e
Comeércio de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil);

Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 pL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA);

Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pL (Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA);

Ponteiras brancas para micropipeta 10 uL (Axygen Scientific, Union City, CA,
EUA);

Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);
Rhodamine B Sigma — Aldrich — (Merck — Darmstadt, Alemanha);

Sistema de filtracdo a vacuo estérii (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

Solucdo tampdo phosphate buffered saline (PBS - 4g NaCl, 0,12g
KH2P0O4,0,1g KCl e 0,72g Na2HPO4/500mL);

Tubos tipo Falcon de 15 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

Tubos tipo Falcon de 50 mL, estéril (TPP, Techno Plastic Products,

Trasadingen, Suica).

Instrumentos

Béquer graduado (Vidrolabor, S&o Paulo, SP, Brasil);

Bico de Bunsen (J.Prolab Industria e Comércio de Produtos para Laboratério
Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil);

Micropipeta de 0,1-10 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 100-1000 uL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 1-10 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);
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Micropipeta de 1-5 mL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta de 20-200 pL (Boeco, Hamburgo, Alemanha);

Micropipeta Multicanal Discovery Comfort, 12 Canais, 20-200 pL (HTL,
Warsaw, Pol6nia);

Pinca clinica (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

Pipetador automatico Easypet 3 (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha);

Proveta graduada (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Equipamentos

Agitador de tubos Modelo: AP 56. Série: 9803 (PHOENIX - Araraquara, S&o
Paulo, Brasil);

Agitador magnético, MODELO TE-0851 (Tecnal — Piracicaba, Sao Paulo, Brasil);
Aparelho de luz LED 455 nm, (LXHL-PRO09, Luxeonl Il Emitter, Lumileds
Lighting, San Jose, CA) desenvolvido pelo Instituto de Fisica de S&o Carlos —
USP Séo Carlos — Brasil;

Autoclave Modelo Z-AB-19 (Phoenix Luferco, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);
Autoclave vertical Modelo: AV 60 No 6614 (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sao Paulo, Brasil);

Balanca de precisdo (GEHAKA —Sao Paulo, S&do Paulo, Brasil);

Balanca de precisdo Modelo: BG 400 No 016450 (Gehaka — Industria e
Comeércio Eletro Eletrdnica Gehaka Limitada, S&do Paulo, SP, Brasil);

Bomba a vacuo (Fanen, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil);

Céamara de fluxo laminar vertical, Modelo: PA 115. No. 12898 (Pachane Ind. e
Com. Ltda, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil);

Centrifuga de tubos Falcon Modelo 80-2B 15 mL (Centerbio, Estados Unidos da
América);

Centrifuga de tubos Falcon Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg,
Alemanha);

Centrifuga de microtubos modelo MiniSpin (Eppendorf AG, Hamburg,

Alemanha);
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Contador de colénias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600 (Phoenix - Araraquara,
Séao Paulo, Brasil);

Denton Vacuum modelo Desk V Standard (Moorestown, New Jersey, Estados
Unidos da América);

Difratdmetro Rigaku modelo DMax 2500PC (Tokio, Jap&o);

Espectrofotdmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, Parana,
Brasil);

Espectrofotbmetro de UV-VIS modelo V-660, JASCO (Jasco do Brasil, Sdo
Paulo, S&ao Paulo, Brasil);

Espectrémetro iHR550 (Horiba Jobin Yvon, Japéo);

Estufa bacteriolégica Modelo — MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais
Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);

Estufa para secagem e esterilizacdo (MARCONI - Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil);
Fluoroskan Ascent FL (ThermoScientific; Waltham, MA, Estados Unidos da
América);

Freezer -80°C (Thermo Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos da América);
Incubadora Modelo Forma Series Il Water Jacket CO:2 incubator
(ThermoScientific, Waltham, MA, Estados Unidos da América);

Laser de ion de argbnio (Melles Griot, Estados UnidosEstados Unidos da
América);

Lavadora ultrassonica digital, modelo CD-4820 (Kondortech, Sao Carlos, Séo
Paulo, Brasil);

Lavadora ultrassbnica, modelo 1510 Branson (Danbury, Connecticut, Estados
Unidos da América);

Microscopio de bancada invertido (Optiphase, Van Nuys, Califérnia, Estados
Unidos da América);

Microscopio eletrdnico de varredura ZEISS, Modelo Supra 35 (Jena, Turingia,
Alemanha);

Microscopio eletrébnico de varredura ZEISS por emissdo de campo, modelo
SIGMA (Jena, Turingia, Alemanha)

Microscopio de fluorescéncia confocal Carl Zeis LSM 800 (Software ZEN BLUE
versao 2.3 - Carl Zeiss, Jena, Alemanha);

Microscopio de Fluorescéncia Modelo DFC310 FX (Leica, Wetzlar, Alemanha);
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Microscopio eletrébnico de varredura Modelo JSM-6610LV (JEOL, Akishima,
Toquio, Japao);
UV/VIS 4802 Espectrofotdmetro de duplo feixe (Dayton, Nova Jersey, Estados

Unidos da América).
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4.4 Métodos

4.4.1 Sintese dos microcristais de fosfato de prata (AgzPOa4)

Este projeto de pesquisa estéd inserido no Centro de Pesquisa para o
Desenvolvimento de Materiais Funcionais, um dos CEPIDs (Centro de Pesquisa,
Inovacédo e Difusdo) apoiados pela FAPESP, sob coordenacdo do Prof. Dr. Elson
Longo, do Laboratério Interdisciplinar de Eletroquimica e Ceramica no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (LIEC — UFSCar), Sédo Carlos,
SP.

Métodos de sintese sao utilizados para obtencdo de microcristais
associados a prata. Os microcristais de AgsPOa4 foram sintetizados pelo método de
co-precipitagdo a temperatura ambiente. Este método foi escolhido por ser um
procedimento de sintese simples, versatil'’ e de baixo custo!®® Para tanto, 3x103
mol de nitrato de prata (AgNOs) e 1x10° mol de hidrogenofosfato de diaménio
(INH4]2HPO4), foram utilizados como precursores iniciais. Os precursores foram
pesados e dissolvidos separadamente, em dois béqueres contendo agua destilada,
sendo AgNOs dissolvido em 75 mL e [NH4]2HPO4 em 25 mL. ApO6s a completa
dissolucdo dos precursores, as duas solucdes foram misturadas sob agitacédo
magnética, promovendo a precipitacao instantanea dos microcristais de AgsPO4 com
uma haste em contato com o composto (verificacdo de temperatura). Transcorrido
10 minutos de agitacdo magnética constante, o precipitado resultante foi lavado
varias vezes com agua destilada e acetona, a fim de remover ions remanescentes.
Em seguida o composto obtido foi centrifugado e seco em estufa a 60°C. Na Figura
1 pode-se observar o p6 do fosfato de prata sintetizado para os testes que foram

subsequentemente realizados.
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Figura 1 - Fosfato de prata em p6

P6 de fosfato de prata sintetizado pelo método da co-precipitacao.
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.4.2 Espectro UV-VIS, caracterizacao e morfologia dos microcristais de

fosfato de prata

Foram determinados o espectro de absorcéo e o “gap” de energia atraves
de andlise de espectro de UV-VIS. A caracterizacdo estrutural e morfolégica dos
microcristais de AgsPOa foi realizada através da técnica de difracdo de raios-X
(DRX), estudo da atividade fotocatalitica e microscopia eletrénica de varredura com
emissdo de campo (MEV-EC). Para a realizacdo de analise em MEV-EC, foi
necessario o preparo de amostra em p0: aliquotas foram dispersas em agua por 5
minutos, e apods este periodo, uma gota da solucao foi adicionada em um substrato
de silicio, o qual foi colado com fita de carbono que permaneceu em um “stub”
metalico. Foi feita uma marcacdo com tinta de carbono para estabelecer contato

entre silicio e stub.

4.4.2.1 Espectro de absorcao

Para determinar o espectro de absorcdo de fosfato de prata, amostras
foram adicionadas em solugédo de PBS, na concentracdo de 3,9 pg/mL. Logo em
seguida 1mL era adicionado em cubeta para leitura (n=9) em espectrofotdmetro UV-

VIS 4802 com comprimentos de onda entre 200 e 700 nm.
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4.4.2.2 Espectroscopia de absorcado naregido ultravioleta-visivel (Egap)

Para determinacdo do “gap” de energia foi utilizado um espectrometro
Varian Cary 5G, utilizando comprimento de onda na faixa de 200 a 800 nm, com
velocidade de varredura de 600 nm/minuto, utilizando o método de Wood Tauc e a
funcdo de Kubelka-Munk!®®110 Ao emitir um feixe de luz, ocorre penetragdo ou
difusdo da radiacdo. Essa difusdo que sai da amostra e retorna a superficie é
chamada de reflectancia difusa, sendo convertidos para fungéo de Kubelka-Munk
[F(R=)] pela equacdo:

1-Reo)? K
F(Re) = Pk = &,

Sendo “R-" a reflectancia quando a amostra é infinitamente espessa, “K”
0 coeficiente de absor¢cdo molar e o “S” de espelhamento. Considerando [F(R-)]
proporcional ao coeficiente de absorgao (a), o “gap” de energia (Egap) € 0 a podem

ser relacionados pela equacdo de Wood Tauc''?:
n
X hv = Cl(hv - Egap) ,

Na qual, “hv” é a energia de um f6ton, “Ci” uma constante de
proporcionalidade e “n” uma constante relacionada a transi¢cdes eletronicas.
Segundo a literatura, fosfato de prata apresenta n=2, sendo possivel determinar seu

“gap” de energia quando plotar a equacédo [F(R~)hv'?] contra “hv ™,
4.4.2.3 Difragdo de raios-X

A analise de DRX proporciona informacdes a respeito das fases
cristalograficas presentes na amostra. Dessa maneira, pode-se determinar o grau de
organizagdo estrutural a longa distancia e cristalinidade do material, além da
presenca de fases deletérias. Essa técnica relaciona os angulos de incidéncia do
feixe de raios X com o0s espagamentos interplanares, através da relacdo de
Bragg!*314. Microcristais foram adicionados no equipamento Rigaku, modelo DMax

2500PC (Japao), com varredura de 10 a 110° utilizando velocidade de varredura de
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1°/minuto e passo angular de 0,02°, radiagdo CuKa (A = 1,5406A). As anélises de

DRX foram realizadas ap6s cada um dos quatro ciclos de utilizacdo do microcristal.

4.4.2.4 Estudo da atividade fotocatalitica do fosfato de prata (Reciclagem)

A atividade fotocatalitica dos microcristais de AgsPOs foi testada na
degradacéo de solugées aquosas de rodamina B sob irradiacéo visivel'®. Para tanto,
50 mg do pé de AgsPOs foi dispersado em 50 mL da solucéo de rodamina B 1x107°
mol.L! (Figura 2) durante 15 minutos em banho ultrassonico a 42 kHz.

Figura 2 - Fosfato de prata em contato com o corante rodamina

Disperséo do p6 do fosfato de prata, sintetizado anteriormente, em contato com o corante
rodamina para adsor¢ao.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Em seguida, o sistema foi mantido sob agitacdo magnética com auxilio de
uma barra magnética (peixinho, Figura 3) no escuro por um periodo de 30 minutos,
de modo que fosse atingido o equilibrio de adsorcédo-dessorcédo entre o corante e o
pé e a primeira aliquota de 2 mL coletada, sendo esta denominada tempo 0 minutos.
Subsequentemente foi utilizado um sistema éptico, denominado “biotable”, composto
de 24 LEDs com comprimento de onda de 455 nm e poténcia de 31 mW/cm?2 para

irradiacdo da suspenséo.
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Figura 3 — Sistema de rodamina com microcristais de AgsPO. em agitador magnético

Sistema sob agitacdo magnética com barra magnética.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

O sistema catalitico foi mantido sob agitacdo constante, e aliquotas foram
coletadas (Figura 4) em intervalos de tempo especificos: 0 (controle, sem a presenca
de AgsPOa), 1 (1,86 J/icm?), 3 (5,58 J/lcm?), 6 (11,16 J/cm?), 9 (16,74 J/lcm?), 12
(22,32 Jlcm?), 15 (27,9 J/cm?), 20 (37,2 J/icm?), 25 (46,5 Jlcm?) e 30 (55,8 J/icm?)

minutos.
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Figura 4 — Irradiacdo do sistema pela Biotable em agitador magnético

Biotable composta por 24 leds emitindo luz com comprimento de onda de 455 nm e sistema
magnético para agitacao constante.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

As aliquotas foram centrifugadas (MiniSpin) por 3 minutos (8300 rpm)
para separar a fase liquida e essa, por sua vez, foi analisada no espectrofotdbmetro
de UV-VIS para monitorar a banda de absor¢do maxima da rodamina B (A = 554
nm). A reutilizacédo e estabilidade dos microcristais de AgsPO4 como fotocatalizador
foi investigada em quatro ciclos. Para isso, apés a degradacdo do corante, o po
residual foi lavado com &agua e acetona, seco em estufa e, posteriormente,
reempregado em um novo teste fotocatalitico seguindo o procedimento descrito
acima. Na Figura 5 pode ser observado duas cubetas com a rodamina sem sua
exposicdo a luz e apoés 4 exposicoes a luz.
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Figura 5 - Rodamina antes e apos 4 exposic¢des a luz

Corante rodamina em cubetas. A cubeta da esquerda, (coloracdo rosa) apresenta a
rodamina antes da sua exposi¢cao a luz (455 nm). A cubeta da direita, (coloragdo mais cinza
- transparente) apresenta o corante rodamina ap6s os 30 minutos (55,8 J/cm?) de exposi¢do
a luz (455 nm).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.4.2.5 Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-EC) e

tamanho do microcristal de fosfato de prata

As analises em MEV-EC sao ferramentas importantes para estudo da
morfologia, o tamanho e a distribuicAo das amostras avaliadas. Neste estudo, o
microscopio foi operado a 30kV. Para determinacdo do tamanho das particulas de
fosfato de prata, utilizou-se o programa Image J v.1.51j8. Foram selecionadas duas
imagens de MEV-EC com magnificacdo de 120000x para realizar as verificacdes de
dimensdo do microcristal. Em cada imagem as medi¢cfes eram realizadas em 50
particulas, chegando ao final da analise com um total de 100 medicdes, utilizando a
escala da imagem. As imagens de MEV-EC foram realizadas apds cada um dos
ciclos de utilizacdo das particulas.
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4.4.3 Testes microbiolégicos

A andlise microbioldgica deste estudo foi realizada utilizando a cepa
padrdo de C. albicans ATCC 90028 em suspensao e biofilme (48h), com e sem
exposicdo a luz, como pode ser observado na Figura 6. Neste estudo ha 4 grupos,
alternando entre a presenca (+) e auséncia (-) da concentracéo (C) da particula e luz
(L).

Figura 6 - Fluxograma dos testes microbiol6gicos

C. albicans
(ATCC 90028)

C. albicans em
biofilme

C. albicans em
suspenséao

Sem exposi¢ao Com exposicéo Sem exposicao Com exposicao

a luz (UFC/mL) a luz (UFC/mL) a luz (UFC/mL) a luz (UFC/mL)

Microscopia eletronica
confocal a laser

Microscopie. eletronica
de variedura

Fluxograma mostrando as etapas realizadas durante os experimentos em suspensdo e
biofilme

Fonte: Elaboracgé&o propria.
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4.4.3.1 Analise microbiolégica em suspenséao

Foram realizadas andlises microbiolégicas em suspensdo, com e sem
exposi¢do a luz com comprimento de onda maximo em 455 nm. O objetivo desse
teste foi encontrar a menor concentragdo necessaria para eliminacéo de C. albicans,
e determinar a eficacia do sistema microcristal-microrganismo sob exposicdo da luz.
O microcristal de fosfato de prata utilizava o PBS como veiculo para seu manuseio e
diluicdo para as concentracdes desejadas. Antes de cada utilizac&o, preconizou-se a
utilizacdo em sonicador por 2 minutos (Figura 7), para melhor homogeneizagao dos

microcristais de fosfato de prata com a solucdo de PBS.

Figura 7 - Preparo do microcristal de fosfato de prata

Microcristal de fosfato de prata adicionado ao PBS. (a) Sonicagdo para uma melhor
homogeneizacdo do microcristal de AgsPOa. (b) Microcristal de fosfato de prata apods a
sonicacao.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.4.3.1.1 Microrganismos e condic¢des de cultivo

O microrganismo, congelado em meio YNB e glicerol (2x) a - 80°C, foi
reativado em meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com 5 pg/mL de
cloranfenicol, e mantido em estufa estatica a 37°C, por 48h. ApGs esse periodo, 5
colénias com dimensdes semelhantes foram transferidas para 5 mL de meio de

cultura especifico Yeast Nitrogen Base (YNB) em tubo tipo Falcon, o qual foi mantido
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incubado a 37°C por 16h, sendo este processo necessario para a obtencdo de um
pré-inéculo. Em seguida, 500 pL do pré-indculo foram diluidos em 9,5 mL de YNB,
incubado novamente em estufa estatica por 8h (até atingir a fase mid-log de
crescimento) a 37°C. A concentracdo do inéculo foi determinada pela densidade
Optica da suspensao (DO 540 nm), padronizada em espectrofotdbmetro em 0,55 (+
0,08), com concentracdo aproximada de 7,94x10° + 4,21x10%° UFC/mL. Esses dados

foram obtidos apds a determinacao de curva de crescimento do microrganismo.

4.4.3.1.2 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos

microcristais de AgsPO4 sem exposicao a luz

ApoGs o crescimento fungico atingir a concentracdo desejada, realizou-se a
diluicdo do inéculo (106 para 10%). Logo em seguida foram utilizadas placas de 24
pocos, as quais receberam os microcristais diluidos em microtubos de 2 mL (Figura
8), com valores que iam de 2000 pg/mL a 0,9 pg/mL, juntamente com C. albicans na

concentragdo de 3,7x102 células/mL.

Figura 8 — Diluicdo do fosfato de prata

&
S‘”r\r\r\r\r\r\r\r\

LTI

Microtubos de 2 mL foram utilizados para a diluicdo do fosfato de prata nas concentracdes
desejadas para determinagdo da concentracao fungicida minima.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Cada poco da placa de 24 pogos era composto por 250 uL de microcristal
e 250 pL de suspensédo de C. albicans, totalizando 500 pL. Logo apés o contato do
microrganismo com o microcristal, a placa de 24 pocos era envolta de papel aluminio

e permanecia em estufa estatica a 37°C por 30 minutos. Este tempo justifica os 30
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minutos de exposicdo a luz utlizados no item 4.4.2.4. Assim, cada poco foi
plagueado em duplicata pela técnica de microgota (10 uL), em placas de Petri
contendo meio de cultura SDA e mantidas em estufa estéatica a 37°C, por 24h, para
posterior contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL). As andlises

foram realizadas em triplicata e em trés ocasifes distintas.

4.4.3.1.3 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos

microcristais de AgzPOscom exposicao a luz

Antes da realizacdo do experimento utilizando luz, foi preciso identificar
guais poc¢os receberiam a luz de uma maneira mais uniforme. Para tanto, utilizou-se
uma placa de 24 pocos (Kasvi), tendo cada poco 2 mL de corante rodamina (1x10°)
com microcristais de AgsPOs4 (2000 pg/mL). Logo em seguida, 0S pogos eram
expostos a um LED de comprimento de onda maximo de 455 nm (luz azul) e com
intensidade de iluminacdo média de 31 mW/cm?, desenvolvido pelo Instituto de
Fisica de Sao Carlos — USP, por 1 (1,86 J/cm?), 3 (5,58 Jicm?) e 5 (9,3 J/cm?)
minutos. Observou-se que ocorria uma melhor distribuicdo da luz nos pocos
assinalados na Figura 9, sendo os mesmos selecionados para a realizacdo da CFM
com a utilizagéo da luz.

Figura 9 - Placa de 24 pogos

Placa de 24 pocos assinalando quais po¢os possuiam uma distribuicdo de luz mais
homogénea.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.
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Os procedimentos de crescimento de C. albicans, diluicdo do microcristal,
concentracdo em cada pogco e contato entre microcristal-microrganismo, foram os
mesmos ja citados nos itens 4.4.3.1.1 e 4.4.3.1.2. Desta forma, apds cada poco
estar composto por microcristal de fosfato de prata (250 pL) em diluicdo seriada e C.
albicans (250 pL, 10° UFC/mL), a placa de 24 pocos foi exposta a uma luz LED (455
nm) por 30 minutos (55,8 J/cm2). Logo em seguida, cada poco foi plaqueado em
duplicata pelo método de gotejamento (10 uL), em placas de Petri contendo meio de
cultura SDA e entdo mantidas em estufa estatica a 37°C por 24h (Figura 10), para
posterior contagem das unidades formadoras de colénias (UFC/mL). As analises

foram realizadas em triplicata e em trés ocasifes distintas.

Figura 10 - Plagueamento e crescimento em estufa

Plagueamento em placas de Petri contendo SDA, pelo método de gotejamento (a), para
posterior crescimento em estufa estatica (b) a 37°C por 24h.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

4.4.3.2 Analise microbioldgica de biofilme em formacé&o

Foram realizadas andlises da atividade antifungica do AgsPOs em
biofilme, com e sem exposi¢ao a luz com comprimento de onda maximo de 455 nm.
O objetivo desse teste foi determinar a menor concentragdo necessaria para
interferir na formacao de biofilme da C. albicans e verificar a eficacia da exposicéao a

luz sobre o sistema microcristal-microrganismo. As condi¢cdes de cultivo de C.
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albicans seguiram as ja descritas no item 4.4.3.1.1, no entanto, com concentracéo
de 1,52x108 UFC/mL.

4.4.3.2.1 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos

microcristais de AgzPOssem exposicao a luz

Apés atingida a DO, foram utilizadas placas de 24 pocos (TPP), as quais
receberam C. albicans (2 mL). Em seguida, a placa era levada para uma estufa
orbital (37°C, 75 rpm), por 90 minutos, para obtencdo de uma adesdo inicial'*®.
Passado este tempo, cada poco era lavado (2x) com PBS (2 mL) para retirar os
microrganismos fracamente aderidos e, logo em seguida, ressuspensos com meio
YNB (1 mL) e microcristais diluidos em PBS (1 mL), totalizando ao final 2 mL em
cada poco, com diferentes concentracdes®. A placa era envolvida por papel
aluminio e incubada em estufa orbital (37°C, 75 rpm), por 48 h (Figura 11).

Apés este periodo, a placa era retirada da estufa orbital, lavada com PBS
(2 mL, 3x) e ressuspensa com YNB (2 mL).

Figura 11 - Estufa orbital utilizada para desenvolvimento do biofilme

Placa de 24 pogos em estufa orbital (37°C, 75 rpm) e envolta por papel aluminio, por 48 h.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Para a contagem das unidades formadoras de colénia (UFC/mL), os
biofilmes foram desprendidos do fundo da placa com auxilio de uma ponteira estéril,
e aliquotas de 20 pL dos biofilmes desprendidos foram diluidos de forma seriada em
PBS (10! a 10%). Entdo, aliquotas de 10 pL de cada diluicdo (10° a 10%) foram

semeadas em placas de Petri, pelo método de gotejamento (10 uL), contendo SDA.
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Os procedimentos de semeadura foram realizados em duplicata e, a seguir,
incubados a 37°C por 24h para posterior contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC/mL). Os valores de UFC/mL foram estimados de acordo com a
férmula: UFC/mL= numero de coldnias x 10"/q. Nessa formula, ‘n’ equivale ao valor
absoluto da diluicdo escolhida (de 0 a 4) e ‘q° equivale a quantidade, em mL,
semeada de cada diluicdo nas placas (1,0 x 10> mL). Pogos contendo apenas C.
albicans e meio de cultura foram controles negativos. As analises foram realizadas

em triplicata e em trés ocasides distintas.

4.4.3.2.2 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) dos

microcristais de AgzPOscom exposic¢éo aluz

A metodologia para crescimento do microrganismo e formagéo da fase de
adesdo é a mesma descrita no item 4.4.3.2.1. Neste ponto, apos adicdo dos
microcristais (1 mL) em contato com o biofilme em fase de adesdo (1 mL),
totalizando 2 mL por poco, a placa de 24 pocos era irradiada com uma luz LED (455
nm) por 30 minutos (55,8 J/cm?). Os pocos selecionados para exposicdo a luz foram
0s mesmos do item 4.4.3.1.3. A placa, entdo, era envolvida por papel aluminio e
incubada em estufa orbital (37 °C, 75 rpm), por 48h. Os procedimentos de lavagem,

desprendimento e plaqueamento, ja foram descritos no item 4.4.3.2.1.

4.4.3.3 Analise por microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo

e confocal a laser

Andlises realizadas para observar o comportamento do biofilme, na

presenca e auséncia de luz azul, em contato com o microcristal de fostato de prata.

4.4.3.3.1 Analise dos biofilmes de C. albicans através da microscopia

eletronica de varredura por emissao de campo (MEV-EC)

Para essa analise, discos de poliestireno foram recortados do fundo de
uma placa de 24 pocos (marca TPP) com n=2, para serem utilizados juntamente
com o biofilme durante seu crescimento, em fundo de placa, seguindo-se as

mesmas condi¢cdes descritas no item 4.4.3.1.1 e 4.4.3.2.1 (nesta etapa, seguiu-se
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até a incubacdo do biofilme por 48h), com concentracédo aproximada de 1,51 x 10°
UFC/mL. Para desinfec¢cdo dos discos recortados do fundo de placa, estes foram
adicionados em um béquer contendo 200 mL de agua destilada estéril. Logo em
seguida, permaneceram em micro-ondas por 3 minutos, utilizando uma poténcia de
645 W.

Apés 48h de incubacdo, cada poco foi lavado com PBS (3x) e em
seguida, os discos que permaneceram em fundo de poco durante todo o
crescimento do biofilme, foram imersos por 20 minutos em glutaraldeido 2,5%, e em
seguida desidratados em etanol de forma seriada (70%, 80%, 90% e 100%),
permanecendo por 20 minutos em cada concentracdo, secos em temperatura
ambiente e mantidos em dessecador a vacuo até o momento da analise. Para a
seguinte andlise, foi utilizado o microscépio eletrénico de varredura ZEISS, modelo
SIGMA, equipado com canhdo de elétrons por emissao de campo (MEV-EC) com
alta tenséao extra (EHT) de 2,00 kV. As imagens obtidas utilizaram ampliagdes de
500x, 2000x e 2500x e dispersdo do comprimento de onda (WDS) de 7 e 7,1 mm.
Antes da observacdo em microscopio, as amostras foram montadas em stubs

metalicos por 120 segundos e recobertas com ouro.

4.4.3.3.2 Anélise dos biofilmes de C. albicans através de microscopia

eletronica confocal a laser

Para analisar a viabilidade dos biofilmes formados em placas de 24 pocgos
(n=2), seguiu-se o protocolo de crescimento, descrito no item 4.4.3.1.1, com
concentracdo aproximada de 1x10’ UFC/mL. Apdés 48 h de incubagcdo com as

particulas, o biofilme foi lavado (3x) e marcado com os fluoréforos “Syto 9” e iodeto
de propidio, presentes no kit LIVE/DEAD e preparados de acordo com as instrucdes
do fabricante. Seguiu-se com a lavagem (1x) para remocdo do excesso dos
fluoroforos. Os biofilmes foram mantidos em PBS (500 pL) para visualizacdo no
microscopio de fluorescéncia confocal Carl Zeis LSM 800, com lasers de 488 nm
(excitacdo)/561 nm (emisséo) para o iodeto de propideo, e 488 nm (excitacéo)/525
nm (emissao) para o SYTO 9 na objetiva de 20x. As imagens foram analisadas no

software ZEN BLUE verséo 2.3 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
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4.5 Andlise Estatistica

A avaliacdo proposta neste trabalho, com base em medi¢bes de UFC/mL,
foi realizada por andlises de variancia de dois fatores: luz (ausente ou presente) e
concentragcdes de AgsPOa. Essas andlises foram complementadas por comparagfes
multiplas de médias pelo teste de Tukey. Foram realizadas também analises de
variancias auxiliares em relacdo somente a luz ausente. Para viabiliza-las, as
contagens de colonias foram transformadas em logaritmos decimais, de modo a
obter homogeneidade de varidncias e normalidade dos residuos. Essas condi¢cfes
foram comprovadas pelos testes de Levene e de Shapiro-Wilk, respectivamente.

Adotou-se o nivel de significancia de 5% para a tomada de deciséao.
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5 RESULTADOS

5.1 Espectro de Absorgao

O espectro de absor¢cdo de AgsPO4 (Figura 12) demonstrou valores de
absorbancia maxima de 1.493 u.a. no comprimento de onda de 325 nm (fora da
regido azul), diferente dos valores utilizados no desenvolvimento desta pesquisa
(1,252 u.a., 455 nm).

Figura 12 - Espectro de absorcédo Optica do Fosfato de Prata (AgsPO.)
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Fonte: Elaboragéo proépria.

5.2 Espectroscopia de Reflectancia no UV-VIS

A Figura 13 apresenta os espectros de reflectancia difusa de UV-VIS e
valor de Egap do AgsPO4. O microcristal de fosfato de prata, sintetizado pelo método
da co-precipitacdo, apresentou um gap de energia de 2,24 eV (Figura 13), segundo
os calculos realizados pelas equacgfes de Kubelka-Munk [F(R«)] e Wood Tauc («

hv), descritas acima.
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Figura 13 - Espectro de reflectancia difusa de UV-VIS e valor de “Egap” do microcristal de
A93PO4
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Energia de foton transmitida, entre as bandas de valéncia e conducao, pelo microcristal de
fosfato de prata.

Fonte: Elaboracao prépria.

5.3 Difragdo de Raios-X, Morfologia dos Microcristais e Fotocatalise

Analise dos difratogramas obtidos através da DRX revelou que o material
antes de ser utilizado possui alta cristalinidade, com auséncia de fases deletérias,
devido a definicdo nitida dos sinais do difratograma (Figura 14). A medida que os
ciclos estdo sendo realizados, observa-se a formacdo de Ag metalica cubica e
hexagonal, identificados através dos sinais indexados em “Inorganic Crystal
Structure Database” (ICSD) 44387 e 56269, respectivamente. Ag cuUbica esta
presente desde o primeiro ciclo, e sua presenca torna-se mais intensa conforme o
material vai sendo reutilizado. No quarto ciclo, observa-se a presenca de maior
guantidade de Ag cubica que AgsPOas antes da utilizagdo (observar intensidade do
sinal 111).

A partir do 3° ciclo, observou-se uma pegquena quantidade de Ag
hexagonal, aumentando na 42 exposicdo a luz. Além disso, ha um halo de
amorfizacdo presente, o qual aumenta proporcionalmente ao numero de ciclos,

mostrando uma menor cristalinidade do sistema. Isso ocorre através da irradiacéo do
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material a luz, onde o metal Ag, dentro da estrutura de AgsPOs, é reduzido, dando
origem a Ag metalica do sistema. Este processo favorece a decomposicdo de
AgsPOa, dando origem ao material amorfo, reduzindo a cristalinidade do sistema

final, como pode ser observado na Figura 14.

Figura 14 - Difragédo de raios-X (DRX)

Ag,PO, -ICSD 14000 — Ag -ICSD 44387 — Ag -ICSD 56269

—
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26 (°)

Padrées da DRX de AgsPO,4 apds quatro exposicdes a luz. (P) P6 puro. (L1; L2; L3; L4)
Numero de exposi¢des a luz.

Fonte: Elaboracgéo proépria.

A Figura 15 mostra a evolugcdo da atividade fotocatalitica de fosfato de
prata apés quatro exposi¢des a luz azul (455 nm), como descrito no item 4.4.2.4,
diluido em corante rodamina B, a qual possui absorb&ncia maxima entre o0s
comprimentos de onda de 500 e 600 nm'’. Através do espectrofotdmetro de UV-
VIS, observou-se que a cada novo ciclo ocorre uma diminuicdo da taxa de
absorbéancia no corante Rodamina B (Figura 15), com excec¢édo do quarto ciclo que

apresentou valores de absorbancia mais altos, semelhantes ao primeiro ciclo.
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Figura 15 — Espectros de absorcao de UV-VIS apéds atividade fotocatalitica do AgsPO4 no

decorrer do tempo.
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Fonte: Elaboracao prépria.

Isto indica que uma alta taxa de corante rodamina esta sendo degradada

no decorrer dos 30 minutos de exposicao a luz (55,8 J/cm?2). Através do grafico

representado na Figura 16, € possivel observar os tempos especificos de

degradacéao total da rodamina, tais como 15 (1° e 3° ciclos) e 20 minutos (2° e 4°

ciclos). Essa degradacao ocorre através da diminuicdo da concentracdo do corante

rodamina (Cn) até atingir o valor zero (Co), representado pelo eixo Y. Além disso,

tem-se o controle, representando a rodamina B sem a presenca do fosfato de prata

e, portanto, descoloracdo de forma mais lenta. Assim esses resultados confirmam

gue a degradacao do corante ocorre principalmente devido a atividade de AgsPO4na

presenca de luz (455 nm).
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Figura 16 - Curva de degradacao
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Fonte: Elaboracgé&o propria.

Confirmando os resultados obtidos anteriormente, a Figura 17 demonstra
a velocidade de degradacdo a cada ciclo realizado através da constante de
velocidade (K). Assim, conclui-se que o terceiro ciclo exposto a luz (455 nm)
apresentou a maior constante de velocidade (K=0,2223 min?), portanto o mais

rapido a degradar o corante rodamina quando comparado aos demais ciclos.
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Figura 17 - Velocidade de Degradacéao
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Fonte: Elaboracgé&o propria.

Através da andlise das imagens de MEV-EC (Figura 18), observou-se que
as particulas sem ciclos de exposi¢do a luz, possuem um tamanho de 0,12 um,
degradando-se a medida que as exposicdes a luz ocorrem. No microcristal ainda
sem exposicao a luz (P) o mesmo apresenta um formato arredondado e irregular. No
entanto, apds cada exposi¢do a luz (L1; L2; L3; L4) a particula se degrada, com
formatos nitidamente irregulares e mais aglomeradas, com produgcao de prata em

sua superficie (Apéndice A).
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Figura 18 - Microscopia eletrénica de varredura por emissédo de campo do AgsPOq

15000x 50000x

MEV-EC do AgsPO. em diferentes magnificacées. (P) AgsPOs4 sem exposicao a luz (455
nm); (L1; L2; L3; L4) NUumeros de exposi¢cdes a luz.

Fonte: Elaboracéo prépria.



51

5.4 Andlises Microbioldgicas

5.4.1Concentracdo fungicida minima (CFM) e andlises microscépicas

Nas tabelas 1 e 2 sdo mostradas as médias e desvios padrao de
logaritmos decimais de UFC/mL para avaliar a atividade antifungica do AgsPO4, em
diferentes concentracdes, na presenca ou auséncia de luz (455 nm), contra o
microrganismo C. albicans ATCC 90028, em suspensdo e em biofilme,
respectivamente. Destaque-se que foi somada uma unidade a cada contagem
original para o calculo de logaritmos, devido a presenca de contagens nulas.

Em relacdo aos dados em suspensao, como primeira etapa, foi realizada
uma analise de variancia de dois fatores, luz (ausente ou presente) e concentracdes
de AgsPOs iniciando em 125 pug/mL e diminuindo até a 0 pg/mL (controle). Houve
evidencia de efeito significativo da interacdo desses fatores sobre o log UFC/mL (p<
0,001). Entéo, o teste de Tukey foi aplicado para a comparacdo multipla de médias
com o resultado exposto na Tabela 1. Voltando a atenc&o para a comparacao entre
usar ou ndo a luz em uma mesma concentragdo, nas concentragbes 125 e 62,5
Mg/mL, as médias de log UFC/mL na presenca da luz foram significativamente
maiores do que as com luz ausente, mas equivalentes nas concentracdes restantes.
Em relacdo aos resultados da coluna de luz ausente, as medias de contagens foram
equivalentes nas concentragbes 125 e 62,5 yg/mL, diminuindo nas concentragbes
menores de AgsPOa4. Quanto a luz presente, na concentragao 125 pg/mL a média de
contagem foi significativamente menor do que nhas concentracdes menores
restantes.

Como segunda etapa, observa-se que na concentracdo 500 pg/mL ou
maiores a inibicdo do microrganismo foi total sempre que a luz estava presente, mas
na auséncia da luz a inibicdo so6 foi total na maior concentracdo de AgsPOs, igual a
2000 pg/mL. Na auséncia da luz, com as concentragdes 500, 250 e 125 pg/mL, uma

andlise de variancia mostrou que as contagens foram equivalentes (p= 0,485).
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Tabela 1 - CFM em C. albicans em suspenséo

Concentracao Luz
(Mg/mL) Ausente Presente
2000 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)

1000 2,07 (0,20) @ 0,00 (0,00) *
500 2,19 (0,16) @ 0,00 (0,00)
250 2,00 (0,13) @ 0,00 (0,00)
125 2,03 (0,08) @ 2,57 (0,06) 2 *

@

62,5 2,65 (0,19) @ 3,26 (0,04) b *
31,25  3,21(0,08) b 3,44 (0,04) b°
15,62 3,34 (0,14) © 3,49 (0,09) b

(=

7,8 3,45 (0,11) «@ 3,52 (0,08) ©
3,9 3,45 (0,03) ° 3,52 (0,07) ©
1,9 3,47 (0,02) <@ 3,51 (0,06) °
0,9 3,51 (0,03) ¢ 3,52 (0,08) °

0 (controle) 3,57 (0,03) ¢ 3,35 (0,07) b

Média (desvios padrao) de Log UFC/mL de cultura de C. Albicans em suspensao, submetida
a diferentes concentracbes de AgsPO. na auséncia ou presenca de luz (455 nm). A
presenca de asterisco (*) demonstra que as médias entre luz ausente ou presente sao
significativamente diferentes (Teste de Tukey: p<0,05). Médias acompanhadas de letras
iguais, em uma mesma coluna, ndo séo significativamente diferentes (Teste de Tukey:
p>0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Na Figura 19 estdo representadas as médias amostrais de log UFC/mL,
juntamente com intervalos de confianca de 95% para as meédias populacionais.
Esses intervalos, baseados nos desvios padrao das analises de variancia, estimam a
precisdo sobre as médias. Além disso, permitem uma boa visualizacdo dos
resultados das andlises de variancia, no sentido de que, quanto maior a

sobreposicao, menor a evidéncia de diferenca entre médias.
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Figura 19 - CFM em C. albicans em suspenséo
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auséncia ou presenca de luz

Fonte: Elaboracao prépria.

Examinando os dados em biofilme (Tabela 2), foi realizada, em primeiro
lugar, uma analise de variancia de dois fatores, luz (ausente ou presente) e
concentragdes de AgsPO4 de 1000 pg/mL a 0 pg/mL (controle). Houve evidencia de
efeito significativo da interagcdo desses fatores sobre o log UFC/mL (p= 0,003).
Entdo, o teste de Tukey foi aplicado para a comparacdo mdultipla de médias
(tomando concentracdo 1000 ug/mL e menores), com o resultado exposto na Tabela
2 - CFM em C. albicans em biofilme.

Na concentragdo 1000 pg/mL, com a luz presente, a média de log
UFC/mL foi significativamente menor do que com a com luz ausente, sendo
equivalentes nas demais concentracfes. Em relacdo a luz ausente, as médias de
contagens foram equivalentes em todas as concentragdes a partir de 1000 pg/mL,
sendo que na presenga de luz, na concentragdo 1000 ug/mL a média foi menor e as
restantes maiores e equivalentes entre si.

Em segundo lugar, observa-se nas concentracées 4000 ug/mL, com luz

ausente ou presente, e 2000 pjpg/mL com luz presente, total inibicdo do
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microrganismo. Na auséncia da luz, com a concentracdo 2000 pg/mL, uma analise
de variancia mostrou equivaléncia da média com todas as outras meédias das

concentracdes menores que ela (p= 0,465).

Tabela 2 - CFM em C. albicans em biofilme

Concentracao Luz

(Mg/mL) Ausente Presente
4000 0,00 (0,00) 0,00 (0,00)
2000 5,62 (0,58) 2 0,00 (0,00)
1000 6,29 (0,43) 2 4,90 (0,79) &~
500 6,19 (0,32) 2 6,22 (0,20) °
250 6,02 (0,33) 2 6,77 (0,10) P
0 6,01 (0,52) 2 6,35 (0,29) P

Médias entre luz ausente ou presente significativamente diferentes (Teste de Tukey:
p<0,05). Médias acompanhadas de letras iguais em uma mesma coluna ndo sao
significativamente diferentes (Teste de Tukey: p>0,05).

Fonte: Elaboracao prépria.

Na Figura 20 - CFM em C. albicans em biofimeestdo representadas as
médias amostrais de log UFC/mL, acompanhadas de intervalos de confianca de 95%
para as médias populacionais. Como afirmado anteriormente, esses intervalos,
baseados nos desvios padrédo das analises de variancia, estimam a precisdo sobre

as médias.
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Figura 20 - CFM em C. albicans em biofilme
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Média amostral (simbolo) e intervalo de confianca de 95% (barra de erro) Log (UFC/mL) de
cultura de C. Albicans em biofilme, submetida a diferentes concentracdes de AgsPOs na
auséncia ou presenca de luz

Fonte: Elaboracao prépria.

Nas imagens de MEV-EC (Figura 21), o microrganismo apresenta uma
deformacdo em sua morfologia quando comparada a sua forma arredondada
padrédo, conforme mostrado pelas setas (Figura 21a e Figura 21c). Além disso, ha
uma reducdo de C. albicans na magnificacdo de 500x, quando comparada ao

controle (sem AgzPOa).
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Figura 21 - MEV-EC de biofilme com AgsPO4

,
200x 2500*/2000x

Microscopia eletrdnica de varredura por emissao de campo de biofilme em formacéo, tratado
com AgsPO. na auséncia (a,b) e presenca de luz (c,d). (@) 2000 pg/mL; (b) 4000 pug/mL; (c)
1000 pg/mL e (d) 2000 pg/mL.

Fonte: Elaboracéo proépria.

Nas imagens de microscopia confocal a laser (Figura 22 e Figura 23), a

coloracdo vermelha (células mortas) torna-se mais intensa a medida que as
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concentragbes aumentaram (subinibitérias para inibitéria), sendo inversamente
proporcional a coloracdo verde (células vivas). Além disso, o grupo controle
demonstrou um conjunto de microrganismos vivos e aglomerados. Nas demais
concentracdes utilizadas, esta aglomeracao diminui & medida que as concentracfes
aumentam, apresentando mais espagamento, 0 que pode ser caracteristico da
reducdo do microrganismo. Esses dados estdo de acordo com as imagens de MEV-
EC (Figura 21) e os dados da UFC (Tabela 2 e Figura 20).
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Figura 22 — Micrografias obtidas através de microscopia confocal em biofilme na auséncia

de luz
Controle 2000 pg/mL 4000 pg/mL
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Microscopia confocal (a — C. albicans vivo; b — Vivos e mortos; ¢ — C. albicans morto) e
MEV-EC (d) do biofilme de C. albicans formado na presenca de fosfato de prata sem luz.

Fonte: Elaboracgéo propria.

No entanto, as imagens de microscopia confocal da Cl na auséncia e

presenca de luz (Figura 22 e Figura 23) apresentam uma tonalidade de verde mais
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escura, guando comparado ao grupo controle, o qual exibe uma tonalidade de verde
mais clara e intensa. Esta diferenca deve ser devido a alta concentracdo de
microcristais (4000 e 2000 upg/mL), os quais podem ter sido marcados com
fluoroforos (Syto 9 e iodeto de propidio), apresentando diferentes tonalidades de cor
(mais claro e mais escuro).

Os mesmos resultados podem ser observados em imagens de
microscopia confocal com os microcristais em contato com C. albicans, na presenca
de luz. Embora as imagens demonstrem uma grande tonalidade de células vivas
(pontos verdes), muitas células mortas podem ser observadas em guase a mesma
proporcao. Isso pode ser explicado, como descrito acima, através de uma possivel
marcacado de AgsPOs, pois ao observar as imagens de MEV-EC e confocal (Figura
21 e Figura 23), ha uma reducado significativa de microrganismos (p<0,001) em
contato com AgsPOa4, concordando com os dados apresentados no gréfico da Figura
19.
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Figura 23 — Micrografias obtidas através de microscopia confocal em biofilme na presenca
de luz
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Microscopia confocal (a — C. albicans vivo; b — Vivos e mortos; ¢ — C. albicans morto) e
MEV-EC (d) do biofilme de C. albicans formado na presenca de fosfato de prata com luz.

Fonte: Elaboracédo propria.
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6 DISCUSSAO

Dentre os materiais associados a Ag, o fosfato de prata € um dos mais
versateis, podendo ser utilizado como degradante de poluentes organicos?? na
fabricacdo de sensores de gas®, sensores solares fotocataliticos®!, conversores de
CO2 em combustivel®” e agente fotocatalitico. Dependendo dos parametros
utilizados na sintese, como temperatura e surfactantes, varias morfologias podem
ser obtidas, como poliedros, circulos e também particulas com morfologia irregular,
sendo a caracteristica de fotocatalise dependente da morfologia do material®®.

AgsPO4 € um excelente agente fotocatalitico, exibindo fantastica atividade
durante a presenca de luz®, especialmente na luz UV, por absorver mais luz nesse
comprimento de onda, como demonstrado na Figura 12. Neste estudo, utilizou-se
um comprimento de onda na faixa de luz visivel (azul) devido a este comprimento de
onda ser utilizado comumente na odontologia e pelas evidéncias de producéo de
espécies reativas produzidas por esta faixa de luz azul°2.

Apesar da regido com maior sinal estar fora da regidao de luz azul, as
particulas conseguiram ser estimuladas na presenca desta luz, com uma
absorbéancia de 1,252 u.a. com comprimento de onda de 455 nm, pois a energia de
féton da luz utilizada é maior que o “gap” energético do fosfato de prata. Esta
informacéo vai de acordo com os resultados encontrados por Seo et al.'% os quais
demonstraram que o fosfato de prata ndo é tdo eficaz quando irradiado com luz
vermelha, devido a sua energia de foton ndo ser superior ao “gap” de energia do
AgsPOa.

A medida que o fosfato de prata esta sendo irradiado com o comprimento
de onda mais préximo da luz UV (maxima absorcdo), maior serd a sua eficacia. Isto
ocorre devido ao “GAP” presente no microcristal de fosfato de prata e o féton de
energia emitido pela luz. O intervalo energético presente no gap do fosfato de prata
(band gap) é 2,24 eV (Figura 13). Sendo GAP a diferenca de energia entre as
bandas de valéncia e de condugdo de um semicondutor (AgszPOa4), 0s elétrons
presentes na banda de valéncia (VB) sao excitados energeticamente para a banda
de conducédo (CB) quando a energia de foton fornecida € superior ao gap do
semicondutor, tornando-se fotoexcitavel.

Para obter a energia do féton no comprimento de onda usado, tem-se a

relacdo Planck-Einstein, dada pela férmula E = hf''8 onde f é a frequéncia de
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oscilagdo e h uma constante Planck (h = 4,14 x 10-15 eV.s). Na fisica, no estudo da
ondulatéria, a velocidade da luz tem uma relacdo com o comprimento de onda e a
frequéncia, expressada pela formula ¢ = A.f'19, A partir desta equacéo, a frequéncia
(f = c/N) é substituida na relacdo Planck-Einstein para encontrar uma nova equacgao
e calcular a energia a partir do comprimento de onda (E = hc/A). Sendo h e ¢ duas
constantes, tem-se uma equacao alternativa para calcular a energia do féton, dada
por E = 12400/A, em eV, tendo o valor de comprimento de onda A necessariamente
em A-angstrom?18,

Assim, a energia de féton da luz, com comprimento de onda 455 nm, é
dada por 2,72 eV. Desta forma, o microcristal pode ser estimulado pela luz utilizada,
sendo sua energia de foton (2,72 eV) maior que o gap de energia do microcristal de
fosfato de prata (2,24 eV)?3, sendo representativo nos testes microbioldgicos deste
estudo e nos de Seo et al.*°.

Apés cada exposicdo a luz, a degradacdo de AgsPOs ocorre
gradualmente, como demonstrado nas imagens MEV-EC (Figura 18). Ao serem
degradados, AgsPO4 produzem EROs, além da liberacdo de ions de prata®, que a
medida que o AgsPOa4 vai sendo iluminado, sua degradacéo vai ocorrendo, liberando
ions de prata para o meio. Esses resultados corroboram com os dados fornecidos
pelo ensaio de DRX, em que pode-se constatar as alteragdes ocorridas no “bulk” a
longo alcance. Conforme as particulas vao sendo utilizadas, ha um aumento na sua
fase amorfa, e consequente diminuicdo da fase cristalina. A amorfizacédo estrutural
das amostras foram diretamente proporcionais a alteracdo morfologica do material.
Adicionalmente, a amorfizacdo também foi diretamente proporcional a capacidade
fotocatalitica do material, sugerindo que a desorganizacao estrutural a longo alcance
esta relacionada com sua maior eficiéncia na producédo de espécies reativas de
oxigénio. Dessa maneira, sugere-se que determinado grau de desordem, tanto
estrutural quanto morfol6gico, € desejavel para que ocorra maior eficiéncia do
sistema.

Observou-se que a atividade fotocatalitica no corante rodamina diminui a
cada novo ciclo (Figura 15), concordando com Chen et al.88, com excecédo do 4°
ciclo. No entanto ocorre um aumento na velocidade de degradacdo do corante
rodamina (Figura 16 e Figura 17). E conhecido que a fotocatélise ocorre quando a
particula é excitada no comprimento de onda adequado, fazendo com que elétrons

migrem da banda de valéncia para a banda de conducéo e vice-versa, formando um
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buraco. O elétron reage com o oxigénio do ar, e o buraco reage com H20, formando
assim espécies reativas de oxigénio, como o 05, O2H e o radical OH'?°. Quanto
maior a facilidade do elétron se movimentar entre as camadas eletrénicas, maior
serd a geracdo de EROs, sendo a ordem estrutural determinante para que isso
ocorra. Essas espécies reativas, além de fotodegradarem o corante rodamina,
também sdo responsaveis pela inativacdo de microrganismos, dentre eles C.
albicans. A Figura 24 apresenta o0 mecanismo de acdo das particulas de AgsPOg4
guando submetidos a irradiacdo com luz azul (455 nm). Conforme as particulas sao
irradiadas, alteracdes morfoldégicas acontecem na superficie do material, sendo
responsaveis pela liberacdo de ions Ag, que sao microbicidas. Além disso, a energia
fornecida pela luz facilita a migracéo dos elétrons entre as camadas eletrénicas. Os
buracos e elétrons quando reagem com H20 e Oz, respectivamente, sao
responsaveis pela geracdo de EROs, também microbicidas. Concomitantemente, o
material sofre desordem estrutural a cada nova utilizagdo, aumentando a geracéo de
EROs, o0 que explica o comportamento fotocatalitico do AgsPOs4 ao decorrer dos
ciclos.
Figura 24 - Mecanismo de acdo do AgsPO4

Luz azul i |

455 nm

Corante RhB

cede Foqqe Corante oxidado

Mecanismo de acéo de fotodegradacgéo e inativacdo microbiana dos microcristais de AgsPO4

sintetizados, submetidos a irradiacdo com luz (455 nm). EPS: efeito plasménico de
superficie; e": elétron; h*: buraco; BC: banda de conduc¢do; BV: banda de valéncia.

Fonte: Elaborado por Camila Cristina de Foggi, adaptado de Martin et al.84
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Dessa maneira, a irradiacéo por luz azul (455 nm) favorece a producéo de
EROs, atuando diretamente em uma maior velocidade de degradacdo do corante
rodamina a cada novo ciclo de exposicéo a luz, e consequentemente na eliminagao
de C. albicans, quando comparado ao seu efeito antimicrobiano sem luz. Uma vez
gue a luz proporciona uma maior energia de fétons quando comparada ao gap
energético presente no fosfato de prata, ha uma maior recombinacédo de pares de
elétrons e buracos, 0s quais reagem com 0 ar e a agua, e geram radicais livres,
especialmente superéxidos?s.

Pesquisas foram realizadas avaliando a taxa de crescimento do
microrganismo na presenca de AgsPO4!’. No entanto, até o presente momento nao
h& estudos na literatura relacionando a sua acdo tanto contra biofilme como na
presenca do fungo C. albicans, como apresentado pelo presente estudo. Os altos
valores de concentragdo inibitéria e subinibitéria observados no biofilme quando
comparados a suspensao, se devem a sua maior complexidade e presenca de uma

matriz extracelular, sendo esta uma resisténcia inerente de biofilmes®°.
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7 CONCLUSAO

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

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

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

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

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

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

presenca de luz na faixa azul.
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APENDICE A — IMAGENS DE MEV-EC AMPLIADAS

Figura Al - Fosfato de prata puro

2018 |mag O | HV 3
12 PM |15 000 x |10.00 kV|ETD

Fosfato de prata na forma pura, sem exposicao a luz.

WD Il spot 5pym ——— 2 —1ym—
91r 3.0 LIEC PM |50 000 x [10.00 kV|E LIEC

Fonte: Elaboragao prépria.

Figura A2 - Fosfato de prata apds 1 exposicao a luz

e mag O HV ell | spot 5pm
3:18 PM |15 000 x |10.00 kV|ETD 9.1 mm [200 ns| 3.0 LIEC 3:21:04 PM |50 000 x [10.00 kV|ETD | 9.1 mr

Fosfato de prata ap6s 1 exposicdo de luz azul (455 nm ) por 30 minutos (55,8 J/cm?).

Fonte: Elaboragao prépria.



Figura A3 - Fosfato de prata apés 2 exposicdes a luz

mo ‘maq o HV | pot| m——— | 3/5/2018 [mag O] HV |det| WD | dwell |spot

7

13:57:05 PM| 50 000 x |10.00 kV|ETD |9.2 mm [200 ns. 3.0

Fosfato de prata apos 2 exposigc")es de luz azul (455 nm ) por 30 minutos (55,8 J/cm?).

Fonte: Elaboracao prépria.

Figura A4 - Fosfato de prata apds 3 exposicdes a luz

/2018 m’iq[l‘ [det[ WD [ dw P 3/5r”o1¢z mag O HV dwell |spot

PM |15 000 x |10 WOOUk\/‘ETD 9.1 mm [200 ns| 3.0 _|EC 200 ns| 3.0

Fosfato de prata apds 3 exposicoes de luz azul (455 nm) por 30 mlnutos (55,8 J/cm2)

Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura A5 - Fosfato de prata apés 4 exposicdes a luz

Fosfato de prata apo 1 exposicao de qu azul (455 nm) por 30 minutos (55 8 J/icm?).

Fonte: Elaboracao prépria.

Figura A6 — Biofilme exposto a luz (1000 pg/mL)

nt. Dorfe:

pm Ti

Biofilme de C. albicans, na concentracdo de 1000 pg/mL, apos osigéoé luz por 30
minutos (55,8 J/cm?). Observa-se alteracdo na morfologia celular como indicado pelas setas.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura A7 - Biofilme exposto a luz (2000 pg/mL)

;]

10 pm

Biofilme de C. albicans, na concentragdo de 2000 pg/mL, apOs exposicdo a luz por 30
minutos (55,8 J/cm?). Observa-se uma maior quantidade de fosfato de prata envolta de C.

albicans.

Fonte: Elaboracgéo propria.

Figura A8 - Biofilme na presenca de luz com maior magnificagdo (14000x)

:';5), ’ : S W

AT, 1 o N

Biofilme de C. albicans, em uma imagem de MEV-EC com maior magnificacdo, mostrando o
contato direto com o fosfato de prata.

Fonte: Elaboracao prépria.



Figura A9 - Biofilme n&o exposto a luz (2000 pg/mL)

SEl  10kV wD8mm $S30 x2,500 10pm
0000 09 Oct 2017

Biofilme de C. albicans, na concentracdo de 2000 pg/mL. Observa-se alteracdo
morfologia celular como indicado pelas setas.

Fonte: Elaboracéo prépria.

Figura A10 - Biofilme ndo exposto a luz (4000 pg/mL)

3

80

na

Biofilme de C. aIbin, centragéo de 4000 ug/. Observa-se uma grande

guantidade de fosfato de prata em contato com C. albicans.

Fonte: Elaboracao prépria.
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Figura A1l - Biofilme na auséncia de luz com maior magnificacao (14000x)

i ’ R i r ;’y —

Int. Dorfate

Biofilme de C. albica, uma ie MEV-EC com maior magnificacdo, mostrando o
contato direto do microrganismo com o fosfato de prata.

Fonte: Elaboracédo propria.

Figura A12 - Controle negativo de tratamento

Fonte: Elaboracdo propria.
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