:’y“ UNESP - Universidade Estadual Paulista
K"i’ “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

BRUNA NATALIA ALVES DA SILVA PIMENTEL

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE DE
MICROCRISTAIS DE ALFA VANADATO DE PRATA (a-AgVOgs) SINTETIZADOS
EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Araraquara

2017



<

s/

““B UNESP - Universidade Estadual Paulista
d “Julio de Mesquita Filho”

Faculdade de Odontologia de Araraquara

BRUNA NATALIA ALVES DA SILVA PIMENTEL

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE DE
MICROCRISTAIS DE ALFA VANADATO DE PRATA (a-AgVOs3) SINTETIZADOS
EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Dissertacdo apresentada ao programa de Poés-
Graduacio em Reabilitacdo Oral, Area de
Protese, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, da Universidade Estadual Paulista
para obtencdo do titulo de Mestre em
Reabilitacédo Oral.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Vergani

Araraquara

2017



Pimentel, Bruna Natalia Alves da Silva
Avaliacdo da atividade antifingica e citotoxicidade de microcristais
de alfa vanadato de prata (a-AgVOs) sintetizados em diferentes
temperaturas / Bruna Natalia Alves da Silva Pimentel.-- Araraquara:
[s.n.], 2017.
67 f.; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia
Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Vergani

1. Candida albicans 2. Antifingicos 3.Testes de toxicidade 4.
Queratindcitos |. Titulo




BRUNA NATALIA ALVES DA SILVA PIMENTEL

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE DE
MICROCRISTAIS DE ALFA VANADATO DE PRATA (a-AgVOs3) SINTETIZADOS
EM DIFERENTES TEMPERATURAS

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

COMISSAO JULGADORA

Presidente e Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Vergani
2° Examinador: Prof. Dr. Ewerton Garcia de Oliveira Mima

3% Examinador: Prof2. Dra. Andréa Candido dos Reis

Araraquara, 30 de junho de 2017



DADOS CURRICULARES

BRUNA NATALIA ALVES DA SILVA PIMENTEL

Nascimento 06 de novembro de 1990, Sao Paulo — SP

Filiag&o Antonio Luiz Pimentel

Maria do Carmo Alves da Silva

2009 a 2014 Curso de Graduacdo pela Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia — UFBA

2011 a 2011 Extensdo Universitaria em Odontologia Hospitalar no Hospital
Ana Nery (HAN) pela Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal da Bahia - UFBA

2011 a 2012 Extensao Universitaria em Monitoria Voluntaria nas Disciplinas de
Patologia Geral e Estomatologia Il da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia — UFBA

2012 a 2014 Extensdo Universitaria em Grupo de Pesquisa em Imaginologia
Dentomaxilofacial (CEPOV) pela Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia — UFBA

2013 a 2014 Extensdo Universitaria em Monitoria Voluntaria na Disciplina de
Prétese Parcial Fixa Il pela Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia — UFBA

2015 a 2017 Curso de Pos-Graduacdo em Reabilitacdo Oral, Area de
concentracdo em Protese, nivel Mestrado, pela Faculdade de
Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual Paulista
“Julio Mesquita Filho” — UNESP

2015 a 2016 Estagio docéncia na Disciplina de Protese Parcial Removivel | e I
do Departamento de Materiais Odontologicos e Prétese da
Faculdade de Odontologia de Araraguara da Universidade
Estadual Paulista “Julio Mesquita Filho” - UNESP



Agradecimentos

A Deus, por me conceder o dom da vida, por me presentear com a melhor
familia que alguém poderia ter, por colocar pessoas maravilhosas no meu caminho,

por me dar for¢cas quando eu mais precisei, por tudo que Ele tem feito por mim.

Aos meus pais, Antonio Luiz Pimentel e Maria do Carmo Alves da Silva, por
sempre acreditarem e confiarem em mim, mesmo quando eu achava que néo seria
capaz. Obrigada por todos os ensinamentos, 0s incentivos e 0s puxdes de orelha. Se

sou o que sou hoje é gracas a vocés!

Aos meus irmaos, Felipe, Gabriel e Julia, por encherem minha vida de alegria

e serem a minha certeza de nunca estar sozinha. Amo vocés trés incondicionalmente!

Ao meu noivo, minha alma gémea, meu melhor amigo, Hugo, por estar sempre
ao meu lado independente de qualquer coisa, por me apoiar, ficar acordado nas
madrugadas comigo e acompanhar as minhas loucuras. Tenho certeza de que boa

parte do meu sucesso se deve ao seu apoio incondicional! Muito obrigada, meu anjo!

A minha segunda familia, familia do meu noivo, em especial & Maria Angela,
Jorge, Mauro, Marcelo, Marcela, Maria Julia, Helena, Celeste, que me acolheram com
tanto amor e carinho, me tornando membro da familia de vocés. Nao tenho palavras

para agradecé-los!

Aos meus amigos, Deise, Bruna, Marina, Alessandra, Filipe, Henrique, que
mesmo de longe e sem saber continuam a me apoiar. Cada mensagem de vocés me

da forcas para continuar minha jornada!

Aos meus Mestres e Inspiradores da Universidade Federal da Bahia, em
especial ao Prof. Dr. Luciano Castellucci e a Prof2. Drd. Viviane Sarmento, VOcés
enxergaram um potencial em mim e me forgcaram a enxerga-lo, me incentivaram ao
maximo e até hoje me acompanham vibram com minhas vitérias. Serei eternamente

grata a vocés!



A minha mae de coracdo, Nilda, por seu amor, carinho e incentivo. Posso

afirmar que minha vida passou a ter mais cores depois que te conheci!

Ao meu orientador, Prof. Dr. Carlos Eduardo Vergani, por confiar em mim e
compartilhar todo o seu conhecimento comigo. Obrigada pelos desafios propostos,

eles com certeza me engrandeceram como pessoa e profissional!

As minhas “orientadoras de coracdo” Camila Foggi e Paula Barbugli, pelo
acompanhamento, pelos ensinamentos e pela amizade. Vocés foram dois anjos que

Deus colocou no meu caminho!

Aos professores da Prétese Parcial Removivel, Ana Claudia, Janaina, Paula e
Ewerton, e a professora Marlise, por todo o conhecimento compartilhado e pela 6tima

convivéncia.

Aos amigos que a Pos-Graduacdo me deu, em especial Gabriela, Suelen,
Jacqueline, Camila, Beatriz, Fernanda, Jéssica, Geise e Isabel. Vocés tornaram essa

caminhada mais leve e divertida.
A Fundacdo de Amparo & Pesquisa do Estado de S&o Paulo - FAPESP pelo
financiamento desta pesquisa através da bolsa de mestrado (Proc. 2015/13834-2) e

do CEPID (Proc. 2013/07296-2).

Aos professores da banca, por aceitarem o convite e dedicarem uma parte de

seu tempo ajudando a enriquecer o meu trabalho.

As bibliotecéarias da F.O.Ar. — UNESP, pela prontido e paciéncia em todos os

momentos em que fui buscar auxilio.

A todos os meus mais sinceros agradecimentos e minha eterna gratidao!



“Alone we can do so little, together we can do so much!”
(Helen Keller)



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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2 REVISAO DE LITERATURA

Com objetivo didatico, a revisdo da literatura abordard trés aspectos
separadamente: o primeiro fara referéncia aos trabalhos relacionados a C. albicans; o
segundo enfocara os estudos relacionados a atividade antimicrobiana (sobretudo a
atividade antifingica) de compostos contendo prata; e o terceiro abordara os estudos
relacionados a biocompatibilidade desses compostos.

2.1 Candida albicans

C. albicans € um fungo oportunista, o qual vive de maneira comensal no corpo
humano, sobretudo na cavidade oral (Avila et al.2, 2009; Shirtliff et al.3!, 2009; Shapiro
et al.?°, 2011; Salerno et al.?8, 2011). Quando a saude do hospedeiro se encontra
normal, este microrganismo ndo é capaz de causar maiores problemas. Contudo,
desequilibrios no sistema imunolégico humano permitem que C. albicans cause
infeccdes, tanto superficiais quanto invasivas, a partir da formacéo de biofilmes em
superficies sdlidas (Avila et al.’, 2009), sendo este o agente mais comum de
candidiase invasiva (Shapiro et al.?®, 2011; Salerno et al.?®, 2011). Sua alta
patogenicidade se deve a diversos fatores, como capacidade de produzir biofilmes
resistentes a drogas antifingicas (Avila et al.?, 2009; Shapiro et al.?°, 2011) e

adaptacdo metabdlica e ao estresse durante as infeccdes (Shapiro et al.?%, 2011).

Além daquelas jA mencionadas, uma das principais caracteristicas da C. albicans,
relacionada a sua viruléncia, € o seu polimorfismo, ou seja, sua capacidade de mudar
de morfologia (Sudbery et al.33, 2004; Shapiro et al.?, 2011). C. albicans pode ser
encontrada nas formas de levedura e filamentar (pseudo-hifa ou hifa). Quando na
forma filamentar, as células de C. albicans encontram-se alongadas, sendo as
diferencas entre seus dois tipos baseadas em seus tamanhos e formas. As células em
formato de hifas sdo mais estreitas e possuem paredes paralelas, sem constricdo no
local de septacdo, quando comparadas as células pseudo-hifas que sdo mais largas
e possuem constricdo entre os brotos (Shapiro et al.?%, 2011; Sudbery et al.3, 2004).
Ja as células levedurifomes possuem formato eliptico sem septacéo (Shapiro et al.?®,

2011). Algumas cepas mutantes de C. albicans que néo séao capazes de modificar sua
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forma geralmente possuem patogenicidade reduzida, o que significa que ambas as
formas de C. albicans (levedura ou filamentar) sdo importantes para sua viruléncia
(Shapiro et al.?°, 2011). Enquanto a forma filamentar é responsavel pela invaséo
tecidual (Sudbery et al.33, 2004; Avila et al.3, 2009; Shapiro et al.?%, 2011) e infecgédo
profundas, o formato de levedura é de suma importancia na disseminacéo inicial e

processos infecciosos (Sudbery et al.®3, 2004; Shapiro et al.?°, 2011).

O polimorfismo faz com que C. albicans interaja com diferentes células do sistema
imune do hospedeiro. Ja foi demonstrado que a transicdo de levedura para hifa
promove o escape de C. albicans de macrofagos e neutréfilos e, apesar das células
dendriticas serem capazes de fagocitar ambos os tipos morfolégicos de C. albicans,
isso ocorre por diferentes receptores e estimula diferentes respostas imunes (Shapiro
et al.??, 2011). Essa habilidade de C. albicans de mudar de forma é regulada por
cascatas sinalizadoras que séo controladas por diferentes estimulos do meio. Um dos
estimulos mais comuns séo os peptideoglicanos presentes no soro, os qual quando
combinados com temperaturas acima de 37°C, promovem a transformacdo de
leveduras em hifas. Outro fator ambiental importante € o pH, o qual promove a
transformacéao de células de C. albicans em hifas quando estas séo transferidas para
um meio mais alcalino combinado com temperatura elevada. Condi¢cdes onde os
nutrientes do meio séo limitados também podem causar a transformacéo das células
de C. albicans em hifas (Sudbery et al.33, 2004; Shapiro et al.?°, 2011).

2.2 Atividade Antimicrobiana Dos Compostos Contendo Prata

Nos ultimos anos tem existido uma crescente demanda por novos agentes
antimicrobianos devido ao desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos
contra as terapias medicamentosas convencionalmente utilizadas (Masia Canuto e
Gutiérrez Rodero?3, 2002; Shirtliff et al.3!, 2011; Shapiro et al.?°, 2011). Nesse
contexto, nos ultimos anos diversos compostos contendo prata em sua composicao
tém sido desenvolvidos e testados contra uma gama de microrganismos, a fim de se
instituir novas terapias antimicrobianas. Entre os compostos citados na literatura pode-
se citar o alfa tungstato de prata (a-Ag>WOQs) (Longo et al.??, 2014), beta vanadato de
prata (B-AgVOs) (Holtz et al.'’, 2012; Castro et al.®, 2014; Castro et al.”, 2016; Castro
et al.8, 2016), beta molibdato de prata (B-Ag2MoQs) (Fabbro et al.1°, 2016) e alfa
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vanadato de prata (a-AgVOs) (Oliveira et al.?®, 2017). Esta secéao ird apresentar de
maneira objetiva os resultados presentes na literatura no que diz respeito a atividade

antimicrobiana de compostos contendo prata.

A atividade antimicrobiana de microcristais de a-Ag.WOs sintetizados pelo
método hidrotermal por micro-ondas, contendo ou ndo nanofilamentos de prata (AQ)
obtidos por irradiacdo com feixe de elétrons, foi avaliada contra S. aureus resistente a
meticilina (MRSA - ATCC 33591) em suspensdo (Longo et al.??, 2014). Os
microcristais foram caracterizados através de difracdo de raios-X (DRX),
espectroscopia Raman, mensuracao da UV-visivel (UV-Vis), microscopia eletrénica
de varredura por emissao de campo (MEV-EC), microscopia eletronica de transmisséo
(MET) e microscopia eletrbnica de transmissao de alta resolucdo (MET-AR). A
atividade antimicrobiana dos microcristais foi avaliada a partir da microdiluicdo seriada
dos mesmos em placas de 96 poc¢os, onde o microrganismo foi inoculado. Apés 24
horas de incubacéo das placas, as concentracdes inibitoria (CIM) e bactericida (CBM)
minimas foram determinadas, onde foi considerada CIM a menor concentracao que
nao apresentou crescimento visivel do microrganismo, e CBM a menor concentracao
gue, apos plagueamento em Mannitol Salt Agar, ndo apresentou crescimento de
colénias. Os autores relataram que ambos 0s microcristais apresentaram efeitos
bactericida e bacteriostatico, sendo o microcristal irradiado quatro vezes mais eficiente
(CIM/CBM a-Ag2WO4 nao irradiado: 125 ug/mL; CIM/CBM a-Ag2WO; irradiado: 31

pg/mL).

Segundo os autores (Longo et al.??2, 2014), o aumento da atividade
antimicrobiana nos microcristais irradiados poderia ser atribuido a interacdo entre os
nanofilamentos de prata (mais oxidante) com a desordem superficial do semicondutor
(tungsténio), e a interacdo deste conjunto com a superficie bacteriana. Ao haver a
ligacdo entre os nanofilamentos de prata e o microcristal com a superficie da
membrana plasmatica da célula do microrganismo, podem ocorrer mudancgas na
permeabilidade devido a alteracfes na bomba de ATP. Quando no interior das células,
a prata pode agir de diversas formas, como: (1) interagir com o fésforo presente no
DNA resultando na inativacdo da replicacdo de DNA; (2) reagir com proteinas
contendo enxofre e fosforo, inibindo fungBes enzimaticas; (3) interferir na cadeia
respiratéria mitocondrial, a qual reduz a atividade desidrogenase; (4) produzir

espécies reativas de oxigénio (sobretudo radicais superéxidos), os quais podem reagir
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com lipidios, DNA, RNA e proteinas, causando consequéncias severas no

funcionamento celular (Longo et al.??, 2014).

Microcristais de molibdato de prata (8-Ag2Mo0Qa) foram estudados pelo mesmo
grupo de pesquisa, e a atividade antifangica contra C. albicans (ATCC 90028) dos
microcristais foi avaliada (Fabbro et al.1%, 2016). Os microcristais foram sintetizados a
partir do método de coprecipitagdo com a utilizacdo de diferentes solventes (agua,
etanol e aménia), e foram caracterizados através de DRX, espectroscopia Raman,
MEV-FE, MET com espectroscopia de energia dispersiva (EDS), espectroscopia de
UV-vis e mensuracdo da fotoluminescéncia. A atividade antifingica dos trés
microcristais foi avaliada a partir da microdiluicdo seriada em placas de 96 pocos,
onde o microrganismo foi inoculado e, apos 48 horas de incubacédo a 35°C, as CIM e
CBM dos trés microcristais foram determinadas. Os autores relataram que os trés
microcristais apresentaram atividade fungicida/ fungistatica contra C. albicans, sendo
0S microcristais sintetizados com etanol e aménia (CIM/CFM 7,81 p/mL) mais

eficientes que os microcristais sintetizados com agua (15,62 pg/mL).

Os autores (Fabbro et al.°, 2016) demonstraram, a partir das imagens de MEV-
EC, que as morfologias dos microcristais sintetizados com etanol e amoénia possuem
ampla contribuicdo das superficies planas (001) e (011), quando comparados as
superficies do microcristal sintetizado com agua, onde as facetas com os atomos Ag
e O estdo expostos ao vacuo, o que sugere que 0s ions Ag estariam mais disponiveis
para se difundir no meio, aumentando seu potencial devido a maior concentracéo de
ions Ag. Os autores ainda relatam que esses resultados indicam que 0s microcristais
de B-Ag-MoO4 com defeitos estruturais sédo capazes de inativar C. albicans. Segundo
eles, uma possivel explicacdo para essa inativacdo/ destruicdo esta relacionada a
presenca de defeitos especificos (buracos) na superficie dos microcristais, que
causam a transicao de elétrons entre a banda de valéncia e a banda de conducéo, o
que acaba por gerar radicais livres (OH* e O2H*). Essas espécies reativas seriam as

responsaveis pela inibicdo do crescimento e eventual morte dos fungos.

A atividade antimicrobiana de beta vanadato de prata (3-AgVOs) foi testada
contra diferentes microrganismos em quatro diferentes estudos. No primeiro deles
(Holtz et al.'’, 2012), beta vanadato de prata (B-AgVOs) nanoestruturado foi
sintetizado através de uma reacdo de precipitacdo simples e rapida e caracterizado

através de DRX, Espectroscopia Raman, MEV e MET. Para avaliagdo da atividade
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antibacteriana deste composto foram realizados testes de CIM/CBM contra sete cepas
bacterianas diferentes (MRSA BEC 9393, MRSA Rib 1; S. aureus ATCC 29213;
Enterococcus faecalis - ATCC 21814 e ATCC 29212; Escherichia coli - ATCC 25922;
e Salmonella enterica - Typhimirium LT2); curva de morte de duas cepas (MRSA BEC
9393 e E. coli ATCC 25922) em contato com o composto na CIM; e avaliagcdo do halo
de inibicdo do discos de vidro recobertos por tinta comercial & base de &gua
incorporada com 1% (m/v) do composto. Os autores relataram que B-AgVOs
nanoestruturado apresentou atividade antibacteriana contra todas as cepas testadas,
sendo o valor encontrado como CIM para MRSA BEC 9393 (3,15 pg/mL) muito menor
guando comparado ao controle Oxacilina (maior que 100 pg/mL), um antibiético
comumente utilizado. As trés cepas de S. aureus e S. enterica apresentaram mesmo
valor de CIM (3,15 pg/mL), sendo este ligeiramente mais alto que o valor obtido com
E. coli (1 pg/mL) e ligeiramente menor que o valor obtido com as duas cepas de E.
faecalis (5 pg/mL). Os autores consideraram excelente o valor de CIM contra E.
faecalis, uma vez que algumas espécies de Enterococcus atuam em infeccoes

nosocomiais.

Quando analisadas as curvas de morte das duas cepas de bactérias, os autores
observaram que as curvas foram similares, de maneira que a CIM exibiu efeito
bacteriostatico nas duas culturas até o tempo de incubac&o de 10 horas. Apés esse
periodo, o composto néo foi efetivo na inibicdo de E. coli, contudo promoveu efeito
bacteriostatico na cultura de S. aureus até o tempo de incubacédo de 24 horas. Os
autores relataram algumas razdes que poderiam explicar essa diminuicédo na atividade
do composto em questdo: (1) mudancas na condi¢do de cultura variam com o tempo,
e residuos de produtos secretados pelos microrganismos poderiam interferir na
atividade do composto; (2) apds algumas horas B-AgVOs tende a ser depositada no
fundo do tubo, e uma camada de células bacterianas mortas pode diminuir o contato
direto da superficie do composto com as bactérias vivas, resultando em atividade

antibacteriana diminuida (Holtz et al.1’, 2012).

Ao analisarem a atividade antibacteriana de tinta a base de agua apos a
incorporacdo do composto, os autores relataram que as amostras contendo apenas a
tinta a base de agua ndo apresentaram halo de inibicdo contra MRSA (BEC 9393),
diferente das amostras contendo o composto incorporado a tinta, que apresentaram

halo de inibicdo de aproximadamente 4 mm. Esse resultado foi considerado promissor
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para o uso como aditivo em tintas a base de agua, com potencial de uso em ambientes
passiveis de contaminacgéo (banheiros, cozinhas e ambientes hospitalares) (Holtz et
al.Y’, 2012).

Um segundo estudo (Castro et al.®, 2014) avaliou a atividade antimicrobiana de
B-AgVO3z nanoestruturado em solugcdo e incorporado em resina acrilica
autopolimerizavel nas concentracdes 0%, 0,5%, 1%, 2,5%, 5% e 10% (m/v), por meio
da mensuracao do halo de inibicdo, contra quatro microrganismos (S. aureus ATCC
25923, S. mutans ATCC 25175, P. aeruginosa ATCC 27853 e C. albicans ATCC
10231). Os microrganismos testados exibiram diferentes valores de CIM onde o menor
valor foi obtido (31,25 pg/mL) quando o composto foi testado contra P. aeruginosa e
S. aureus, seguido por C. albicans (62,5 ug/mL) e, por dltimo, S. mutans (250 pug/mL).
Ao avaliarem o efeito antimicrobiano do composto incorporado, 0s autores notaram
gue o efeito foi dose-dependente, onde o maior halo de inibicdo foi observado na
amostra contendo 10% (m/v) do composto contra S. aureus (15,6+0,6). A
incorporacdo do composto na concentracdo de 10% (m/v), apresentou atividade
antimicrobiana contra todas as cepas testadas. Os autores afirmaram que, apesar das
limitacbes do estudo, resultados importantes foram obtidos, uma vez que B-AgVOs3

pode ser associado a resinas acrilicas com potencial atividade antimicrobiana.

A atividade antibacteriana da incorporagao de B-AgVOs nanoestruturado em
resina acrilica autopolimerizavel e termopolimerizavel, nas concentracdes de 0%,
0,5%, 1%, 2,5%, 5% e 10% contra P. aeruginosa (ATCC 27853) e S. aureus (ATCC
25923), foi avaliada através da mensuracdo da atividade metabdlica dos
microrganismos a partir do ensaio de XTT e do numero de colbnias viaveis,
microscopia de varredura confocal a laser complementando as andlises (Castro etal.”,
2016). Além disso, foram realizadas analises da forca de impacto de todas as
amostras. As amostras foram acondicionadas em placas de 24 pocos e biofilmes de
48 horas foram desenvolvidos. Os autores relataram que a incorporacéo de 5% e 10%
(m/v) diminuiu significantemente a atividade metabdlica de P. aeruginosa nos dois
tipos de resina acrilica, contudo o mesmo néo foi observado para o biofilme de S.
aureus. Quando avaliaram o niumero de coldnias viaveis, 0s autores observaram uma
diminuicdo significante nas amostras contendo 5% e 10% (m/v) do composto
incorporado para ambos os microrganismos. Contudo, esses percentuais de

incorporacgéo reduziram de forma significativa a forga de impacto das resinas acrilicas
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0 que se deveu, de acordo com 0s autores, aos clusters de 3-AgVOs. Ao analisar as
imagens de microscopia confocal a laser, os autores observaram alta densidade de
células e grande proporcdo da coloracdo verde no grupo controle comparado aos
demais grupos. A reducédo na viabilidade celular nas amostras contendo B-AgVOs
nanoestruturado pode ser observada nas amostras contendo 10% (m/v) do composto

incorporado.

No quarto estudo onde a atividade antimicrobiana de B-AgVOs3 nanoestruturado
foi avaliada (Castro et al.8, 2016), foi realizada a incorporacdo de 0-10% (m/v) do
composto em resina acrilica autopolimerizavel e termopolimerizavel, e a atividade
antibiofilme das amostras foi testada contra C. albicans e S. mutans através da
mensuracdo de XTT, contagem do numero de col6nias viaveis e microscopia de
varredura confocal a laser. Além disso, forca flexural, dureza, e rugosidade superficial
dos materiais foram avaliadas. As amostras foram acondicionadas em placas de 24
pocos e biofilmes de 48 horas foram desenvolvidos. Os autores relataram que a
incorporacdo de 10% (m/v) do composto reduziu significativamente a atividade
metabdlica de ambos os microrganismos estudados. A incorporacao de 10% (m/v) do
composto promoveu reducéo no numero de colbnias viaveis para C. albicans nos dois
tipos de resina avaliados. Ja para S. mutans, a reducao foi observada a partir da
incorporacao de 2,5% (m/v) do composto. A incorporacdo do composto ndo afetou as
propriedades mecanicas de dureza e rugosidade superficial, contudo a forca flexural
foi diminuida com incorporacdes acima de 1% (m/v). As imagens de microscopia
confocal a laser, demonstraram alta densidade de células e grande proporcdo da
coloracédo verde no grupo controle comparado aos demais grupos, e uma reducdo na
viabilidade celular nas amostras contendo B-AgVOs: nanoestruturado pode ser
observada nas amostras contendo 10% (m/v) do composto incorporado. Os autores
concluiram que a incorporacéo de B-AgVOs em resina acrilica pode inibir a formacéo
de biofilme dos principais microrganismos relacionados com préteses, contudo o0 uso
clinico deve ser avaliado, uma vez que algumas propriedades mecanicas foram

modificadas.

Recentemente, a atividade antimicrobiana de microcristais de a-AgVOs foi
avaliada contra MRSA (ATCC 33591) em solucdo (Oliveira et al.?®, 2017). Os
microcristais foram sintetizados pelo método da coprecipitacdo a 10, 20 e 30°C e

caracterizados através de DRX com refinamento de Rietveld, espectroscopia Raman,
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Uv-Vis, MEV-EC, MET, EDS, e mensuracdo da fotoluminescéncia. A atividade
antibacteriana dos trés microcristais foi avaliada a partir da microdiluicdo seriada em
placas de 96 pogos, onde o microrganismo foi inoculado e, apds 24 horas de
incubacdo a 37°C, as CIM e CBM dos trés microcristais foram determinadas. Os
autores relataram que, independentemente da temperatura utilizada na sintese dos
microcristais, 0s trés compostos apresentaram atividade bactericida e bacteriostatica
contra MRSA. Além disso, nos trés microcristais, a concentragdo inibitéria minima
coincidiu com a concentracdo bactericida minima, sendo os valores dos microcristais
sintetizados a 20°C e 30°C (125 pg/mL) maiores que aquele encontrado para o
microcristal sintetizado a 10°C (62,5 pg/mL). O fato do microcristal sintetizado a 10°C
possuir maior eficiéncia antibacteriana quando comparado aos outros dois
microcristais, levou os autores a acreditarem que a atividade antibacteriana € afetada
pela morfologia das particulas. Os autores ainda relataram que o mecanismo de
atividade antibacteriana de um material semicondutor é atribuido ao estresse oxidativo
provocado pela producdo de espécies reativas de oxigénio, como OH*, O",> e OH*
(Oliveira et al.?5, 2017).

2.3 Biocompatibilidade Dos Compostos Contendo Prata

Apesar de possuir 6timas e (re)conhecidas propriedades antimicrobianas,
sabe-se que a prata pode ser toxica as células dos mamiferos a depender da
guantidade. Dessa forma, alguns estudos foram realizados com o intuito de avaliar o
efeito citotoxico de compostos contendo prata em diversas células mamiferas. A
literatura ainda é limitada no que diz respeito a estudos de citotoxicidade de
compostos contendo prata, sendo os estudos envolvendo microcristais ainda mais
escassos. Nesta secdo, serdo abordados alguns estudos sobre citotoxicidade de

compostos contendo prata em diversos tipos celulares.

Particulas de prata foram avaliadas com relagédo a sua citotoxicidade em duas
diferentes linhagens celulares: HT-1080 (fibrosarcoma humano) e A431 (carcinoma
humano de pele) através do ensaio de viabilidade celular (XTT) (Arora et al.%, 2008).
As células foram cultivadas e entédo incubadas em meio de cultura contendo de 0,76

pug/mL a 50 pg/mL de particulas de prata por 24 horas. Os resultados do ensaio de
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XTT mostraram citotoxicidade dose-dependente para os dois tipos celulares com
valores ICso (metade da concentracao inibitéria maxima) de 10,6 pg/mL e 11,6 pg/mL,
para HT-1080 e A431 respectivamente.

Outro estudo avaliou o efeito das particulas de prata em células tronco
mesenquimais humanas (hMSC), através da sua exposi¢cdo as particulas nas
concentragdes de 0,1 pg/mL, 1 pg/mL e 10 pg/mL por 1, 3 e 24 horas (Hackenberg et
al.}4, 2011). A citotoxicidade foi mensurada pelo teste de exclusdo com azul de tripan
e o teste de fluoresceina-diacetato. Nos trés periodos avaliados, efeitos citotdéxicos
significantes foram observados apenas na concentracao de 10 ug/mL, de maneira que

o percentual de células viaveis diminuiu significativamente comparado ao controle.

A analise da citotoxicidade de particulas de prata de tamanhos e revestimentos
diferentes foi realizada em células pulmonares humanas (BEAS-2B) através dos
ensaios de viabilidade celular Alamar Blue e lactato desidrogenase (LDH) (Gliga et
al.*?, 2014). As células foram expostas a particulas de prata revestidas com citrato
(10, 40 e 75 nm), particulas de prata revestidas com PVP (polivinilpirrolidona) (10 nm)
e particulas de prata sem revestimento (50 nm), nas concentracdes de 5 pug/mL, 10
pug/mL, 20 pg/mL e 50 pug/mL por 4 e 24 horas. Em ambos os ensaios de viabilidade
celular, apés 4 horas de exposicdo as particulas, nenhum sinal significativo de
citotoxicidade foi observado para nenhuma das particulas avaliadas mesmo na dose
mais alta. Citotoxicidade significativa somente foi observada nas particulas revestidas
com citrato (10 nm) e PVP (10 nm) apds 24 horas nas suas doses mais altas (20 e 50
Hg/mL no ensaio de Alamar Blue; 50 pg/mL no ensaio de LDH). Devido ao fato da
literatura relatar que algumas particulas de prata podem interagir com o ensaio de
LDH inibindo a enzima lactato-desidrogenase, os autores incubaram as particulas com
as células lisadas e detectaram atividade de LDH apo6s 0, 4 e 24 horas. A reducao na
atividade enzimatica foi mais pronunciada para as particulas de 10 nm. Por conta
desse achado, os autores sugerem cautela nainterpretacéo dos resultados de ensaios

de LDH e a possibilidade de um resultado falso-negativo deve ser considerada.

Particulas de prata foram avaliadas quanto a sua citotoxicidade em diferentes
linhagens celulares tumorais (HeLa e U937) (Kaba, Egorova®®, 2015). As particulas
utilizadas foram obtidas a partir da sintese bioquimica e caracterizadas através de
MET. A toxicidade das particulas de prata foi analisada através do ensaio de

viabilidade celular por MTT, onde as células foram cultivadas e entéo incubadas em
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meio de cultura contendo particulas de prata nas concentrac¢des 0,5 pg/mL, 1 pg/mL,
2 pg/mL, 4 pg/mL e 8 pg/mL, e incubadas por 4 e 24 horas. Para fins de comparagéo,
células também foram incubadas com nitrato de prata e com estabilizador das
particulas (AOT a 2 mM). A viabilidade das células HelLa diminuiu a partir da
concentragédo de 2 pg/mL e os resultados com relagéo ao estabilizador e nitrato de
prata demonstraram que estes ndo exerceram influéncia perceptivel na viabilidade
celular. Também foi observado um aumento na viabilidade celular na menor
concentracdo do estabilizador e de nitrato de prata (no periodo de 24 horas), indicando

uma provavel acado estimulante desses agentes.

Para as células U937 também foi observado uma diminuicdo na viabilidade
celular nos dois tempos de incubacéo (a partir de 2 pg/mL apés 4 horas de incubacao;
e a partir de 0,5 pg/mL apos 24 horas de incubacéo). Um efeito toxico significante foi
observado tanto para o as particulas quanto para o nitrato de prata, enquanto que o
estabilizador apesar de apresentar um efeito toxico pronunciado, aparentou ser menos
perigoso. Os autores sugerem que a concentracdo da particula que corresponde ao
inicio da diminuicdo da viabilidade celular poderia ser considerada como o limiar de
toxicidade, o qual pode ser utilizado como uma caracteristica da toxicidade das

particulas (Kaba, Egorova®®, 2015).
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

1 Avaliar a atividade antifangica de microcristais de a-AgVO3 sintetizados em trés
diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C) contra Candida albicans;

2 Avaliar a viabilidade e morfologia de células do tipo queratindcitos orais normais
espontaneamente imortalizados (NOK-si) apds exposi¢ao aos trés microcristais
de a-AgVOsz nas concentracdes inibitoria/fungicida minimas, além da

concentracgao inibitéria minima diluida 10 vezes e concentrada 10 vezes.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Material

Para a realizacdo da fase experimental do presente estudo, foram utilizados os

seguintes materiais de consumo, instrumentos e equipamentos:

Materiais

1 Agua destilada;

2 Agua mili-Q;

3 Alca de Drigalsky (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

4 Alca de inoculacdo 10 pL, estéril (Plastbio, Curitiba, PR, Brasil);

5 Alcool Etilico Absoluto PA 99,5 GL (Nuclear, Diadema, SP, Brasil);

6 Célula do tipo queratindcitos orais normais espontaneamente imortalizados
(Normal Oral Keratinocytes spontaneously immortalized - NOK-si) gentilmente
cedidos pelo Professor PhD Carlos Rossa Junior, Departamento de
Periodontia, Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP);

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

8 Cloreto de Sdédio (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP,
Brasil);

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

10 Cultura de C. albicans (ATCC 90028 - American Type Culture Collection,

Manassas, VA, EUA);

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

12 Garrafa para cultura Celular 75 cm? (TPP Techno Plastic Products,

Trasadingen, Suica);

13 Glicose (Labsynth Produtos para Laboratério Ltda, Diadema, SP, Brasil);

14 Glutaraldeido (Glutaron, RioQuimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil);
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15 Kit fluorimétrico Live/Dead BacLight Bacterial Viability Kit (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA);

16 Laminula de vidro circular 13 mm (Prolab, S&o Paulo, SP, Brasil);

17 L-Glutamina (Lonza, Basileia, Suica);

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

19 Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com clorofenicol (Acumedia
Manufactures, Baltimore, MD, EUA);

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

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

22 Monovanadato de aménio (NH4VO3s — 99% puro, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA);

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

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

25 Pipeta sorologica 10 mL (KASVI, Curitiba, PR, Brasil);

26 Pipeta sorologica 25 mL (KASVI, Curitiba, PR, Brasil);

27 Pipeta sorologica 5 mL (KASVI, Curitiba, PR, Brasil);

28 Placa de 24 pocos (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica);

29 Placa de 96 pocos preta estéril (ThermoScientific, Waltham, MA, EUA);

30 Placa de cultura celular 100 mm x 20 mm (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

31 Placa de Cultura Celular 150 mm x 25 mm (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

32 Placas de 96 pocos de fundo chato e estéril (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica);

33 Placas de Petri 90 x 15 mm descartaveis e estéreis (J Prolab Industria e
Comércio de Produtos para Laboratério Ltda., Sdo José dos Pinhais, PR,

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

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

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

37 Ponteiras para micropipeta 10 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

38 Ponteiras para micropipeta 5 mL (Axygen Scientific, Union City, CA, EUA);

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

40 Solucdo Azul de Tripan 0,4% (ThermoScientific, Waltham, MA, EUA);

41 Solucdo de Alamar Blue (Alamar Blue™ Cell Viability Reagent, Invitrogen,
Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA);

42 Solucao de Antibidtico/antimicotico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

43 Solucao de tripsina com EDTA 10x (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);

44 Solucado tampao de lise (Triton X-100 a 9%; Promega, Madison, WI, EUA);

45 Soro Fetal Bovino (FBS, GIBCO, Grand Island, NY, EUA);

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

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

Trasadingen, Suica).

Instrumentos

1 Béquer graduado (Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil);

2 Bico de Bunsen (J.Prolab Industria e Comércio de Produtos para Laboratoério
Ltda., S&o José dos Pinhais, PR, Brasil);

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

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

5 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, Pol6onia);

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

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

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

Equipamentos

1

8
9

Agitador de tubos Modelo: AP 56 (Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, SP, Brasil);

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

Balanca de precisdo Modelo: BG 400 No 016450 (Gehaka — Industria e
Comeércio Eletro Eletrénica Gehaka Limitada, Sdo Paulo, SP, Brasil);

Banho Maria Modelo 1102 (Fanem, Sao Paulo, SP, Brasil);

Bomba a vacuo (Fanen, Sédo Paulo, SP, Brasil);

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

Camara de Neubauer (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil);

Centrifuga de tubos Falcon Modelo 80-2B 15 mL (Centerbio, EUA);

10 Centrifuga de tubos Falcon Modelo: 5810R (Eppendorf AG, Hamburg,

Alemanha);

11 Contador manual 4 digitos (Vonder, Curitiba, PR, Brasil);

12 Espectrofotdbmetro — Biospectro Modelo: SP-220 (Equipar Ltda, Curitiba, PR,

Brasil);

13 Estufa bacteriol6gica Modelo — MA 0324 (Marconi Equipamentos Laboratoriais

Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);
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14 Estufa para secagem e esterilizacdo Modelo: MA 033 (Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, SP, Brasil);

15 Fluorsokan Modelo Ascent FL (ThermoScientific, Waltham, MA, EUA);

16 Freezer -80°C (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA);

17 Incubadora Modelo Forma Series 1l Water Jacket CO: incubator
(ThermoScientific, Waltham, MA, EUA);

18 Microscoépio de bancada invertido (Optiphase, Van Nuys, CA, EUA);

19 Microscopio eletronico de varredura Modelo JSM-6610LV (JEOL, Akishima,
Toquio, Japao);

20 Ultrassom (Kondortech, Séo Carlos, SP, Brasil).

21 Microscopio de Fluorescéncia Modelo DFC310 FX (Leica, Wetzlar, Alemanha)

4.2 Método

421 Sintese dos microcristais

Esse projeto inseriu-se no Centro de Pesquisa para o Desenvolvimento de
Materiais Funcionais, um dos CEPIDS (Centros de Pesquisa, Inovacdo e Difusao)
apoiados pela FAPESP, coordenado pelo Prof. Dr. Elson Longo (Instituto de Quimica,
UNESP, Araraquara, SP). Dessa forma, a sintese e a caracterizacdo dos Oxidos
ceramicos contendo prata foram realizadas no Instituto Nacional de Ciéncias dos
Materiais em Nanotecnologia (INCTMN) e Nucleo de nanomateriais e hanotecnologia
da UNESP (NNNT), pela aluna de doutorado Regiane Cristina de Oliveira, sob a
supervisao do referido professor.

Os microcristais de a-AgVOs foram obtidos através do método de co-
precipitacdo (CP) em diferentes temperaturas. Os precursores utilizados nestas
sinteses foram nitrato de prata (AgNOz — 99% puro, Synth) e monovanadato de
amonio (NH4VO3 — 99% puro, Sigma-Aldrich). Inicialmente, 1x10° mol de NH4VO3 e
1x10% mol de AgNOs foram dissolvidos separadamente em 35 mL de &gua destilada
a 30°C, sob agitacdo magnética por 15 minutos. As duas solugbes foram entdo
misturadas rapidamente, de forma a promover a formacao instantanea de precipitados

sélidos de a-AgVOs (coloracdo amarela — Figura 1). A CP foi realizada nas
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temperaturas de 10, 20 e 30°C. O precipitado foi centrifugado, lavado com &gua
destilada diversas vezes e seco em forno convencional a 60°C por 12 horas. A
caracterizacdo dos microcristais (metodologia e resultados) encontra-se no
APENDICE A.

Figura 1 — Foto dos microcristais sintetizados armazenados em microtubos. Araraquara, 2017.

Fonte: Elaboracéo propria.

4.2.2 Ensaio microbiologico

42.2.1 Microrganismo e condi¢cdes de cultivo

Foi utilizada uma cepa padrdo de C. albicans (American Type Culture Collection
90028). O microrganismo foi cultivado de acordo com curva de crescimento
preestabelecida pelo laboratério de microbiologia aplicada da Faculdade de
Odontologia de Araraguara da UNESP. Brevemente, o microrganismo que se
encontrava congelado a -80°C foi reativado numa placa de Petri contendo Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) suplementado com 5 pg/mL de cloranfenicol, e foi mantido em
estufa a 37°C por 48 horas para que houvesse o crescimento de coldnias. Apds esse
periodo, o pré-inoculo foi formado da seguinte forma: 5 colénias isoladas e de
tamanhos similares foram coletadas com o auxilio de uma alca de inoculacdo de 10
uL e inoculadas em um tubo do tipo falcon de contendo 10 mL de Yeast Nitrogen Base

(YNB) com dextrose. O tubo foi agitado vigorosamente com o auxilio de um vértex de
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bancada por 10 segundos, de maneira que as colbnias fossem dispersas
homogeneamente no meio, e entdo foi mantido em estufa a 37°C por um periodo
overnight (16 horas) com a tampa ¥4 de volta aberta para que houvesse a troca de
gases entre o interior do tubo e a estufa. Passado esse periodo, o tubo foi
vigorosamente agitado por 10 segundos com o auxilio de um vértex de bancada para
homogeneizacao do pré-indculo, e uma aliquota de 500 pL deste tubo foi transferida
para um novo tubo do tipo falcon contendo 9,5 mL de meio YNB fresco e aquecido
(37°C), formando-se entdo o indculo. Este tubo foi agitado por 10 segundos com o
auxilio de um voértex de bancada para homogeneizacdo do seu contedudo e uma
aliquota de 1 mL foi transferida para uma cubeta de poliestireno de 1,5 mL e a leitura
da densidade dtica (DO) inicial foi realizada através da absorbéancia em
espectrofotometro com comprimento de onda de 540 nm (blank: cubeta contendo 1
mL de meio YNB a 37°C). O tubo contendo o inoculo foi entdo mantido em estufa a
37°C por 9 horas com a tampa % de volta aberta, para que o microrganismo atingisse
a fase mid-log (fase de maior atividade metabdlica). Apos esse periodo, o contetudo
do tubo foi novamente homogeneizado e uma nova leitura da DO foi realizada. A DOsao
nm final (0,55 + 0,08) foi confirmada subtraindo-se o valor da primeira leitura da
segunda leitura. O tubo falcon foi entdo levado a centrifuga (4°C, 5000 xg, por 5
minutos) para que houvesse a formacéao do pellet de microrganismos. O sobrenadante
foi descartado, pellet foi lavado com 5 mL de solucéo salina tamponada (PBS; pH 7,2),
e o tubo foi levado novamente para centrifuga (4°C, 5000 xg, por 5 minutos). Esse
procedimento foi realizado duas vezes, e ap0s a ultima centrifugacéo o microrganismo
foi ressuspenso em meio YNB no mesmo volume inicial (8 mL). O microrganismo foi
entdo diluido seriadamente em YNB para que sua concentracdo diminuisse de 10°
UFC/mL para 0,5 — 2,5 x 10° UFC/mL (de acordo com o que estabelece o Clinical and
Laboratorial Standards Institute (CLSI — M27 A2°).

4.2.2.2 Ensaios de concentracdes inibitoria (CIM) e fungicida (CFM)

minimas

Para os ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Fungicida Minima
(CFM), os trés microcristais foram pesados em tubos do tipo falcon com o auxilio de

uma balanca de precisdo e entdo diluidos em PBS estéril na concentracdo de 2
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mg/mL. Os trés tubos foram mantidos em ultrassom por 24 minutos (3 ciclos de 8
minutos cada), para que houvesse uma melhor dispersdo das particulas. Os
microcristais foram entdo inoculados em placas de 96 poc¢os da seguinte forma: no
primeiro poco foram inoculados 200 pL da suspenséo de microcristais € nos pogos
seguintes (2 a 12) foram inoculados 100 pL de meio YNB; foi entdo realizada uma
diluicdo seriada dos microcristais transferindo-se 100 pL do contetido do primeiro pogo
para o segundo poco, e assim sucessivamente, de maneira que a concentracao dos
microcristais caisse sempre pela metade (concentracdo inicial: 1000 pg/mL;
concentracdo final: 0,488 pg/mL), até o 12° poco, onde 100 uL foram descartados.
Desta forma, ao final da diluicAo seriada dos microcristais, todos 0s pocos
apresentavam-se com 100 pL de microcristais diluidos em meio/PBS e estavam
prontos para a inoculacéo dos microrganismos. Uma aliquota de 100 pL da suspenséao
de microrganismos previamente preparados foi adicionada a cada poco contendo os
microcristais. Po¢os contendo apenas microrganismo em meio de cultura foram
utilizados como controle positivo; e pogcos contendo apenas 0 meio de cultura foram
utilizados como controle negativo. O experimento foi realizado em triplicata em trés
ocasides distintas (N=9). As placas foram entdo envoltas em filme PVC (para evitar a
evaporacao de todo o contetdo dos po¢os) e mantidas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apbs o periodo de incubacao, a CIM foi determinada através de inspecao visual,
no qual foi considerada a menor concentracdo de microcristal onde ndo houve
crescimento aparente do microrganismo. Para determinacdo da CFM, foi realizado
plagueamento de todos 0s pocos, de maneira que Nnos po¢os que nNao apresentaram
crescimento visual do microrganismo, o plaqueamento foi feito retirando-se uma
aliquota diretamente do poco; ja nos pocos referentes ao CIM e no poco seguinte
(primeiro poco com crescimento visual de microrganismo) foram realizadas diluicdes
seriadas decimais do contetudo dos pocos (até a diluicdo -6) e entdo foi realizado o
plagueamento de todas as diluicbes além do conteudo retirado diretamente do poco.
A técnica de plagueamento escolhida foi a da microgota, onde uma aliquota de 10 pL
€ inoculada numa placa de SDA, formando um circulo. Todo o plagueamento foi
realizado em duplicata.

As placas de SDA foram mantidas em estufa a 37°C por 24 horas e ap0s esse
periodo foi realizada a contagem de colénias. O valor encontrado foi transformado
para logio (UFC/mL). Esse experimento foi realizado em triplicata e em trés ocasides

distintas.



32

4.2.2.3 Microscopia de fluorescéncia

Com o objetivo de verificar se as concentracdes determinadas como CIM e CFM
realmente condiziam com diminuigdo do crescimento e morte do microrganismo, foi
realizada a microscopia de fluorescéncia. Para obtencdo das imagens em microscopio
de fluorescéncia, os microrganismos foram incubados juntamente com o0s
microcristais conforme descrito anteriormente (item 2.2), contudo, somente nas
concentracgdes inibitoria e fungicida minimas. O plaqueamento foi realizado em placa
de 24 pocos. Apos 24 horas de contato do microrganismo com 0s microcristais, foram
acrescentados 0,5 pL de cada um dos reagentes (Syto9 e iodeto de propidio)
presentes no Kit LIVE/DEAD, diretamente nos poc¢os da placa de cultura. A placa foi
mantida em local escuro por 15 minutos para que as células fossem coradas. Apos
esse periodo, foi realizada a andlise dos pocos e aquisicdo das imagens em
microscopio de fluorescéncia. Esse experimento foi realizado em duplicata, em uma

Unica ocasiao.

4.2.3 Ensaios de biocompatibilidade in vitro

42.3.1 Célula e condicdes de cultivo

Para a realizacdo dos ensaios de biocompatibilidade in vitro foram
selecionados queratindcitos orais normais espontaneamente imortalizados (Normal
Oral Keratinocytes spontaneously immortalized - NOK-si), os quais foram gentilmente
cedidos pelo Professor Dr. Carlos Rossa Junior, Departamento de Diagndstico e
Cirurgia, Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP).

Para cada experimento, as células foram descongeladas e cultivadas em
meio de Eagle modificado por Dulbecco, suplementado com 2,0 mmol.L! de
glutamina; 10% de soro de bovino fetal, 1% de antibi6tico/antimicético (penicilina G -
10 000 pyg.mL™?, estreptomicina - 10 000 ug.mL* e anfotericina B - 25 ug.mL) em
incubadora com 5% de CO», a 37°C, em atmosfera imida. O crescimento celular foi
monitorado diariamente com o auxilio de um microscopio de bancada invertido.

As células foram cultivadas até atingirem 90% de confluéncia, lavadas com
tampéo PBS, retiradas da placa com solucéo de tripsina (0,005%)/EDTA (0,53 mmol.L"

1) e entdo submetidas a centrifugacdo a 400 xg por 5 minutos. As células foram
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ressuspendidas em meio DMEM e replaqueadas. Para os experimentos, as células
foram contadas em camara de Neubauer e plaqueadas de acordo com o numero de
células estabelecido para cada protocolo experimental. Para todos os experimentos

foram usadas células entre a 32 e a 122 passagem.

4.2.3.2 Ensaio de viabilidade celular (Ensaio de Alamar Blue)

Para analise da viabilidade celular foi utilizado o ensaio de Alamar Blue. Este
método € baseado na reacdo da resazurina, um corante ndo fluorescente azul
arroxeado, soluvel em agua, estavel em meio de cultura, ndo téxico, que pela acéo da
atividade metabdlica das mitocondrias de células viaveis, é reduzido em resorufina,
substancia rosa e altamente fluorescente.

Para este ensaio, as células foram plagueadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 10.000 células/poco (num volume de 200 pL/poco). As placas foram
entdo mantidas em incubadora a 37°C, contendo 5% de CO», numa atmosfera umida
por aproximadamente 40 horas para que houvesse a formacdo da monocamada de
células. Apds esse periodo, 0 meio no qual as células se encontravam foi removido e
um novo meio contendo 0s microcristais nas concentracdes de interesse (CIM
concentrada 10 vezes - 39 ug/mL, CFM - 15,62 pug/mL, CIM - 3,9 ug/mL — e CIM diluida
10 vezes - 0,39 pug/mL) foram adicionados aos grupos experimentais. Como controle
positivo, foram utilizados pocos contendo células em condi¢ces padréao de cultivo, e
como controle negativo, foram utilizados pocos contendo células em meio DMEN
contendo 2 pL/poco de solucdo tampdo de lise. Em toda a placa experimental, o
volume final em cada poco foi mantido em 200 uL nos quais foram acrescentados 20
uL de solucdo de Alamar Blue. As células foram mantidas em estufa de cultivo e as
leituras da emissao de fluorescéncia foram realizadas com o auxilio do equipamento
Fluoroskan com filtros de excitacdo em 544 nm e emissdo em 590 nm, nos tempos de
4, 6, 8, 12 e 24 horas. Para cada condicdo experimental, foi realizado um branco
correspondente, na auséncia de células. Este experimento foi realizado em

sextuplicata e em trés ocasifes distintas.
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4.2.3.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analisar a morfologia das células em contato com 0s microcristais nas
concentragbes avaliadas, realizou-se a microscopia eletronica de varredura. Para
tanto, as células foram plagueadas sobre laminulas de vidro de 13 mm de diametro
acondicionadas em placa de 24 pocos na concentracéo de 100.000 células/poco (num
volume de 500 uL/poco). A placa foi mantida em incubadora a 37°C, contendo 5% de
CO-, numa atmosfera Umida por 24 horas para formagcdo da monocamada de células.
ApoGs esse periodo, 0 meio no qual as células se encontravam foi removido e um novo
meio contendo 0s microcristais nas concentragdes de interesse (39 pg/mL, 15,62
pug/mL, 3,9 ug/mL e 0,39 pg/mL) foram adicionados aos grupos experimentais. Como
controle positivo de células vivas foram utilizadas células em condi¢bes padréo de
cultivo (DMEM), e como controle negativo a morte celular foi induzida por 03
reagentes: (1) 5 pL de Triton X-100 a 9% em 500 pL de DMEM para inducdo de
necrose?®; (2) 250 pL de H2O2 a 30% em 250 L de PBS para inducéo de necrose?*;
(3) 500 pL de DMEM suplementado com 10 pL de camptotecina a 1mM para inducao
de apoptose®. As laminulas referentes aos grupos experimentais e controle positivo
foram incubadas por 24 horas em incubadora a 37°C, com 5% de CO2, em atmosfera
umida. As laminulas referentes ao controle negativo foram incubadas nas mesmas
condicBes, contudo em tempos diferentes (tampao de lise: 5 minutos; camptotecina:
4 horas; H202: 20 minutos).

Decorrido o periodo de incubacéo estabelecido para cada amostra, as mesmas
foram preparadas para analise em MEV. Para isso, as células foram fixadas nas
laminulas com 500 pL de glutaraldeido a 2,5% por 1 hora em temperatura ambiente.
Em seguida foram realizadas trés lavagens com 500 pL de PBS e entdo procedeu-se
com a desidratacdo gradual das amostras, primeiro com 500 uL de alcool 70% (por 1
hora), entdo com 500 pL de alcool 90% (por 1 hora) e por fim 500 uL de alcool absoluto
(5 vezes por 30 minutos). As amostras foram entdo mantidas em dessecador a vacuo
contendo silica por 5 a 7 dias para, entdo, serem analisadas em MEV. No dia das
analises, as amostras foram posicionadas e fixadas em stubs metalicos e recobertas
com ouro. Esse experimento foi realizado com amostras Unicas e em duas ocasifes

distintas.
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4.2.4 Andlise estatistica

No presente estudo experimental in vitro foram consideradas para andlise as
seguintes variaveis dependentes de interesse:
v" Numero de colbnias viaveis (UFC/mL; CFM)
v' Emissao de fluorescéncia da atividade metabolica (Alamar Blue)

O fator de variagéo (variavel independente) considerado nas andlises deste
estudo foram:

v' Concentragdo dos microcristais (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125
pug/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL, 7,81 pg/mL, 3,90 pg/mL, 1,95
pg/mL, 0,97 pg/mL e 0,488 pug/mL para os ensaios de CIM e CFM por meio de
UFC/mL; e 39 pg/mL, 15,62 pug/mL, 3,9 pg/mL e 0,39 pg/mL para o ensaio de
Alamar Blue);

Para a andlise estatistica os resultados referentes a contagem do nimero de
col6nias viaveis foram previamente transformados em logaritimo na base 10 (Logio
UFC/mL) para que a distribuicdo dos dados fosse normalizada. Todos os resultados
obtidos foram avaliados com relacdo a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (a =
.05).

Para o ensaio microbiologico (CFM) e o ensaio de Alamar Blue em tempos
separados, apenas um fator de variacao foi considerado: a concentragao de a-AgVOs.
Como os pressupostos de normalidade ndo foram atingidos, foi realizado o teste
estatistico ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste “post-hoc” de Dunn para
analise de multiplas comparagdes (a = .05).

Todos os testes do presente estudo foram realizados utilizando-se o software
GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., California, USA). O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Ensaios De Concentracdes Inibitdria (CIM) e Fungicida (CFM) Minimas.

A determinacdo dos valores de CIM foi feita por inspecéo visual, onde foi
considerado o po¢co com menor concentracdo de microcristais onde ndo houve
crescimento visual do microrganismo, ou seja, 0 meio presente no po¢o encontrava-
se translucido. O valor da CIM para os trés microcristais (a-AgVOs a 10, 20 e 30°C)
foi exatamente o mesmo: 3,9 pyg/mL.

A determinacéo dos valores de CFM foi realizada através da contagem de colénias
viadveis apos o plaqueamento onde foi considerada como CFM a menor concentracao
onde nao houve crescimento de colénias. O valor de CFM para os trés microcristais
(a-AgVOs a 10, 20 e 30°C) foi exatamente o mesmo: 15,62 ug/mL (Figura 2). Contudo,
nas concentracdes 7,81 pg/mL e 3,9 pg/mL (CIM), € possivel notar reducéo no valor
de UFC/mL.

5.2 Microscopia De Fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada para avaliar a viabilidade celular
das suspensodes celulares de C. albicans apdés 24 horas de contato com os trés
microcristais de a-AgVOz3 nas concentracdes previamente determinadas como CIM e
CFM. Todas as imagens obtidas estavam de acordo com os achados prévios de CIM
e CFM. E possivel notar que nas imagens referentes a CIM (Figura 3), existem
algumas células vivas de C. albicans, enquanto que nas imagens referentes a CFM

(Figura 4) néo foi possivel identificar nenhum microorganismo vivo.
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Figura 2 - Valores médios de logioc (UFC/mL) de suspensfes de C. albicans tratadas com
diferentes concentragdes de a-AgVOs obtidas a 10°C (grafico superior a esquerda); 20°C
(gréfico superior a direita); 30°C (gréfico inferior). Barras de erro: desvio padrao. (N = 9); * p
<0,0001 foi considerado estatisticamente significante quando comparado ao controle (C +).

Araraquara, 2017.
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Figura 3 - Microscopia de fluorescéncia de C. albicans apés 24 horas em contato com 0s
microcristais na CIM. (A) Controle positivo (C. albicans em meio de cultura); (B) Controle
negativo; (C e D) a-AgVOs; a 10°C; (E e F) a-AgVOs a 20°C; (G e H) a-AgVOs a 30°C.
(ampliacédo de 40x).

SYTO9 lodeto de propidio
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a-AgVO, 4 30°C

Fonte: Elaboracgéo propria.
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Figura 4 - Microscopia de fluorescéncia de C. albicans apds 24 horas em contato com 0s
microcristais na CFM. (A) Controle positivo (C. albicans em meio de cultura); (B) Controle
negativo; (C e D) a-AgVOs; a 10°C; (E e F) a-AgVOs a 20°C; (G e H) a-AgVOs a 30°C.
(ampliacédo de 40x).

SYTO9 lodeto de propidio

o -AgV0, a20°C o -AgVv0, a 10°C Controles

a-AgVO, 4 30°C

Fonte: Elaboracgéo propria.
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5.3 Ensaio de Viabilidade Celular (Ensaio de Alamar Blue)

A partir da andlise estatistica dos resultados de viabilidade celular com o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis foi possivel observar que, nos trés microcristais, as
concentragfes de interesse, 3,9 ug/mL e 15,62 pg/mL, correspondentes a CIM e CFM
respectivamente, ndo foram capazes de reduzir o metabolismo celular nos tempos 4
e 24 horas (Figuras 5 e 9). Quando avaliou-se os tempos de 6, 8 e 12 horas, foi
possivel notar diferenca estatisticamente significante com relacdo ao controle na
concentragao de 15,62 pg/mL (Figuras 6, 7 e 8) (AgVOs sintetizado a 10°C: p=0,0163;
p=0,0421; p=0,0150, respectivamente; AgVOsz sintetizado a 20°C: p=0,0269;
p=0,0147; p=0,0133, respectivamente), exceto no microcristal sintetizado a 30°C
(p=0,9999; p=0,5177; p=0,2753, respectivamente). Em todos os periodos avaliados
foi possivel verificar que a concentracéo 39 pug/mL (CIM concentrada em 10 vezes)
apresentou ampla reducédo da viabilidade celular (p<0,0001), e a concentracédo 0,39
pug/mL (CIM diluida em 10 vezes) nao alterou em nunhum dos tempos avaliados o
metabolismo celular (p>0,9999) (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9). Na Figura 10 estdo
representadas as imagens da placa de 24 poc¢os contendo as células em contato com
0s microcristais em diferentes concentracdes nos diferentes tempos. Nota-se a

degracao da rezasurina em resorufina ao longo do tempo de incubacéo.
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Figura 5 - Valores médios de emisséo de fluorescéncia das células NOK-si apds 4 horas de
contato com os microcristais a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentragées 0,39
pg/mL (CIM 10 vezes diluida), 3,9 pg/mL (CIM), 15,62 pg/mL (CFM) e 39 pg/mL (CIM 10 vezes
concentrada). DMEM é o controle negativo (meio de cultura celular); TL é o controle positivo
(tampéo de lise:Triton X-100 0,2%). Barras de erro: desvio padrdo. (N = 18); * p <0,0001 foi
considerado estatisticamente significante quando comparado ao controle negativo (DMEM).

Araraquara, 2017.
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Figura 6 - Valores médios de emissao de fluorescéncia das células NOK-si apds 6 horas de
contato com os microcristais a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentragées 0,39
pg/mL (CIM 10 vezes diluida), 3,9 pg/mL (CIM), 15,62 pg/mL (CFM) e 39 pg/mL (CIM 10 vezes
concentrada). DMEM é o controle negativo (meio de cultura celular); TL é o controle positivo
(tampéo de lise:Triton X-100 0,2%). Barras de erro: desvio padrdo. (N = 18); * p<0,0001; **
p=0,0163; *** p=0,0269 foi considerado estatisticamente significante quando comparado ao
controle negativo (DMEM). Araraquara, 2017.
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Figura 7 - Valores médios de emissao de fluorescéncia das células NOK-si apds 8 horas de
contato com os microcristais a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentragées 0,39
pg/mL (CIM 10 vezes diluida), 3,9 pg/mL (CIM), 15,62 pg/mL (CFM) e 39 ug/mL (CIM 10 vezes
concentrada). DMEM é o controle negativo (meio de cultura celular); TL é o controle positivo
(tampéo de lise:Triton X-100 0,2%). Barras de erro: desvio padrdo. (N = 18); * p<0,0001; **
p=0,0421; *** p=0,0147 foi considerado estatisticamente significante quando comparado ao
controle negativo (DMEM). Araraquara, 2017.
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Figura 8 - Valores médios de emisséao de fluorescéncia das células NOK-si apés 12 horas de
contato com os microcristais a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentragées 0,39
pg/mL (CIM 10 vezes diluida), 3,9 pg/mL (CIM), 15,62 pg/mL (CFM) e 39 pg/mL (CIM 10 vezes
concentrada). DMEM ¢€ o controle negativo (meio de cultura celular); TL é o controle positivo
(tampéo de lise:Triton X-100 0,2%). Barras de erro: desvio padrdo. (N = 18); * p<0,0001; **
p=0,0150; *** p=0,0133 foi considerado estatisticamente significante quando comparado ao

controle negativo (DMEM). Araraquara, 2017.
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Figura 9 - Valores médios de emisséao de fluorescéncia das células NOK-si apds 24 horas de
contato com os microcristais a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentragées 0,39
pg/mL (CIM 10 vezes diluida), 3,9 pg/mL (CIM), 15,62 pg/mL (CFM) e 39 pg/mL (CIM 10 vezes
concentrada). DMEM é o controle negativo (meio de cultura celular); TL é o controle positivo
(tampéo de lise:Triton X-100 0,2%). Barras de erro: desvio padréo. (N = 18); * p<0,0001 foi
considerado estatisticamente significante quando comparado ao controle negativo (DMEM).

Araraquara, 2017.
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Figura 10 — Imagens das placas de 24 pocos contendo as células NOK-si em contato com os
microcristais em diferentes concentragdes nos diferentes tempos avaliados. (Linhas A, B e C)
coluna 1: a-AgVOs3; a 10°C na concentragdo de 0,39 pg/mL; coluna 2: a-AgvVOs a 10°C na
concentracao de 3,9 pg/mL; coluna 3: a-AgVOs; a 10°C na concentracdo de 15,62 pg/mL;
coluna 4: a-AgVOs; a 10°C na concentracao de 39 pg/mL; coluna 5: a-AgVOs a 20°C na
concentracao de 0,39 ug/mL; coluna 6: a-AgVOs a 20°C na concentragdo de 3,9 pg/mL; coluna
7: a-AgVOs; a 20°C na concentracdo de 15,62 pg/mL; coluna 8: a-AgVOs; a 20°C na
concentracao de 39 pug/mL; coluna 9: a-AgVO3 a 30°C na concentragao de 0,39 pg/mL; coluna
10: a-AgVOs; a 30°C na concentracdo de 3,9 pg/mL; coluna 11: a-AgVOs; a 30°C na
concentracao de 15,62 pg/mL; coluna 12: a-AgVOs a 30°C na concentracao de 39 pg/mL;
(Linhas F, G e H) coluna 1: DMEM - controle negativo (meio de cultura celular); coluna 2: TL

- controle positivo (tampéo de lise: Triton X-100 0,2%).
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5.4 Microscopia Eletronica De Varredura (MEV)

A morfologia das células analisadas por MEV apresentaram padrdo
diretamente relacionado aos resultados obtidos pelo ensaio de Alamar Blue. Nota-se
gue nas concentra¢fes 0,39 pg/mL, 3,9 ug/mL e 15,62 pg/mL, (CIM diluida 10 vezes,
CIM e CFM, respectivamente) a morfologia celular se mostrou muito semelhante ao
controle positivo de células vivas (DMEM - Figura 11), o que sugere a
biocompatibilidade dos microcristais nas condi¢cdes estudadas, mesmo apos 24 horas
de contato (Figuras 12a, 12b, 12c, 13a, 13b, 13c, 14a, 14b e 14c). As células expostas
a concentragdo toxica dos microcristais revelada pelo Alamar Blue, 39 pg/mL (CIM
concentrada 10 vezes) (Figuras 12d, 13d e 14d), apresentaram morfologia muito
sugestiva de morte celular por necrose, devido a grande similaridade com a morfologia
de necrose celular induzida pelos controles Triton X-100 e H2O (Figura 15); neste
caso foi possivel observar alteracdes celulares caracteristicas do processo necroético
como aumento do volume citoplasmatico, nacleo picnético (o nucleo celular apresenta
volume reduzido e cromatina condensada), em cariorrexe (fragmentacdo do nucleo
picnotico) ou em caridlise (dissolugdo da cromatina), membrana celular danificada e
extravasamento celular. Por outro a morte celular apoptotica induzida pelo controle
camptotecina foi caracterizada por células com membrana integra, citoplasma

reduzido e formacédo de corpos apoptoticos.

Figura 11 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) de células NOK-si cultivadas em meio
DMEM. (Ampliacdo de 200x). Araraquara, 2017.
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Figura 12 — Imagens de Microscopia eletronica de varredura de células NOK-si apos 24 horas
de contato com diferentes concentracdes de a-AgvVO3 a 10°C. Em (a) células incubadas com
microcristal na concentragéo de 0,39 pg/mL (CIM diluida 10 vezes); em (b) células incubadas
com microcristal na concentragdo de 3,9 pg/mL (CIM); em (c) células incubadas com
microcristal na concentracdao de 15,62 pg/mL (CFM); em (d) células incubadas com
microcristal na concentracdo de 39 pg/mL (CIM concentrada 10 vezes). Setas em azul indicam
o rompimento da membrana plasmatica; tracejados amarelos indicam o aumento de volume

do citoplasma. (Ampliagao de 200x). Araraquara, 2017.
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Figura 13 - Imagens de Microscopia eletrénica de varredura de células NOK-si ap6s 24 horas
de contato com diferentes concentracdes de a-AgvVO3 a 20°C. Em (a) células incubadas com
microcristal na concentragéo de 0,39 pg/mL (CIM diluida 10 vezes); em (b) células incubadas
com microcristal na concentracdo de 3,9 pug/mL (CIM); em (c) células incubadas com o
microcristal na concentracdao de 15,62 pg/mL (CFM); em (d) células incubadas com
microcristal na concentracéo de 39 pug/mL (CIM concentrada 10 vezes). Setas em azul indicam
o rompimento da membrana plasmatica, setas em verde indicam nucleo celular picnético;

tracejados amarelos indicam o aumento de volume do citoplasma. (Ampliagdo de 200x).

Araraquara, 2017.
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Figura 14 - Imagens de Microscopia eletrénica de varredura de células NOK-si ap6s 24 horas

de contato com diferentes concentracdes de a-AgvVO3 a 30°C. Em (a) células incubadas com

microcristal na concentragéo de 0,39 pg/mL (CIM diluida 10 vezes); em (b) células incubadas

com microcristal na concentragdo de 3,9 pg/mL (CIM); em (c) células incubadas com

microcristal na concentracdao de 15,62 pg/mL (CFM), em (d) células incubadas com

microcristal na concentracéo de 39 pug/mL (CIM concentrada 10 vezes). Setas em azul indicam

o rompimento da membrana plasmatica, setas em vermelho indicam nudcleo celular em

cariélise; tracejados amarelos indicam o aumento de volume do citoplasma. (Ampliacéo de

200x). Araraquara, 2017.
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Figura 15 — Imagens de Microscopia eletrénica de varredura de células NOK-si apés apés
contato com camptotecina (a, b); H20- (c, d); e Triton X-100 (e, f). Setas amarelas indicam

corpos apoptoticos, setas brancas indicam a manutencgéo da integridade da membrana, setas

azuis indicam o rompimento da membrana plasmatica, setas pretas indicam ndcleo em
cariorrexe, tracejados amarelos indicam o aumento de volume do citoplasma. (Ampliacédo de
200x na primeira coluna e de 800x na segunda coluna). Araraquara, 2017.
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6 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, 0os microcristais contendo prata tém sido amplamente
estudados devido as suas qualidades melhoradas quando comparados com
nanoparticulas contendo prata, especialmente no que se refere a biocompatibilidade.
Essas particulas de metais em maior tamanho contendo prata conseguiram manter as
propriedades positivas das nanoparticulas de prata, como ac¢do contra fungos e
bactérias, e possibilitaram a melhora na biocompatibilidade dos compostos, uma vez
gue a quantidade de prata foi reduzida para a minima necessaria e, devido ao maior

tamanho das particulas, menor permeabilizacéo para o interior das células mamiferas

10, 11, 22, 25

Sabe-se que a prata vem sendo utilizada em diversos campos desde a
antiguidade, como por exemplo na medicina, em utensilios de cozinha, joias, roupas
e até mesmo para melhorar a qualidade da agua, tendo os estudos para avaliar seus
efeitos em microrganismos e em células mamiferas sido intensificados nos ultimos
anosl 2 6810-12, 14, 17, 19, 22, 25 A grande maioria dos estudos publicados aborda a
atividade antimicrobiana e biocompatibilidade de nanoparticulas de prata, sendo os
estudos sobre microcristais ainda escassos. Gliga et al.*? (2014), chamam a atencéo
para um fato importante: a compararacao entre os achados da literatura deve ser feita
com muita cautela pois os materiais investigados séo diferentes em cada estudo
(fabricados de diferentes formas e grau de pureza, com diferentes tamanhos, testados
em linhagens celulares diferentes sob diferentes condi¢des de cultivo e, muitas vezes,
sem o0 uso de materiais de referéncia). Devido a esses diversos fatores, sao
reportados na literatura achados contraditorios no que diz respeito as concentracdes
efetivas contra microrganismos e concentracfes que podem ser consideradas

biocompativeis.

Neste estudo, microcristais a-AgVOs3 foram sintetizados através do método
de CP sob trés diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C) e a atividade antifungica dos
trés compostos foi avaliada contra C. albicans (90028) em suspensao. Além disso, a
biocompatibilidade foi testada em células do tipo queratinécitos orais normais (NOK-

si).

Embora os microcristais tenham sido sintetizados em diferentes temperaturas,

o que lIhes conferiu diferentes morfologias, o0s trés apresentaram os mesmos valores
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de CIM e CFM (3,90 pg/mL e 15,62 pg/mL, respectivamente). Esse achado foi
interessante, uma vez que diferencas morfoldgicas relatadas na literatura tendem a
produzir diferentes respostas microbioldgicas. Num estudo recentemente publicado
pelo grupo de pesquisa em que estamos inseridos?®, os mesmos microcristais aqui
utilizados foram testados contra S. aureus resistente a meticilina e apresentaram
diferentes valores de concentracao inibitéria (CIM) e bactericida (CBM) minimas de
acordo com as diferentes morfologias dos microcristais. O valor de CIM/CBM, quando
testados os microcristais sintetizados a 10°C, de formato filamentoso, se apresentou
menor (62,5 pg/mL) quando comparado aos valores de CIM/CBM (125 pg/mL) dos
microcristais sintetizados a 20°C e 30°C, morfologicamente semelhantes a flores 3D.
Diferencas entre os valores de CIM e CFM/CBM encontrados para os dois
microrganismos estudados podem ser explicadas devido as diferencas morfolégicas
e estruturais entre os dois microrganismos. Em bactérias Gram-positivas, como o
SARM, ndo ha membrana externa, a parede celular de peptidoglicano é espessa,
variando em torno de 20-50 nm, e cadeias de acido teiclico atravessam a parede
celular®> %5, Essa espessura pode ter contribuido para a maior resisténcia desse
microrganismo contra o tratamento utilizado. Além disso, devido as concentracdes
necessarias para eliminar C. albicans serem menores, possivelmente a diferenca
entre os trés microcristais pode néo ter sido detectada.

De acordo com a literatura, os radicais OH*, O, e HO,, sdo 0s principais
responsaveis pela morte microbiana de culturas submetidas a tratamento com
microcristais associados a prata?®. Esses radicais gerados atuam sobre componentes
importantes do microrganismo, como polissacarideos, lipideos e proteinas da
membrana celular, alterando sua integridade, fator fundamental para a sobrevivéncia
do microrganismo?2. No caso do a-AgVOs, esses radicais sdo formados quando os
“clusters” complexos transferem um buraco para a molécula de agua presente no
meio, que se decompde em radicais hidroxila e protons (OH* e H*). Simultaneamente,
0s “clusters” carregados com elétrons o transferem para as moléculas de oxigénio
(0,), formando 0}, que interage com o préton, formando o radical HO,. Oliveira et al.?®
(2017) propuseram um mecanismo de acdo de inativacdo de microrganismos,
baseado em calculos teéricos da energia especifica das superficies (001) e (011) dos
cristais. De acordo com a representacdo de Wulff, essas faces especificas
apresentam baixas energias superficiais (Esur = 0,24 J/m? e 0,12 J/m?,

respectivamente), sendo, portanto, mais facilmente polarizadas, permitindo a
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formacao de espécies reativas, e eliminando o microrganismo SARM de maneira mais
eficaz?®. No presente trabalho, ndo foi encontrada correlacdo entre diferentes
morfologias dos microcristais e atividade antifangica contra C. albicans.

Atualmente, um numero reduzido de estudos que avaliem a atividade
antifingica de microcristais contendo prata pode ser encontrado na literatura. Um
estudo publicado em 2016 por autores do nosso grupo de pesquisal® avaliou a
atividade de microcristais de 3-Ag2MoQO4 contra C. albicans. Os autores relataram que
houve inibicdo do crescimento e acéo fungicida quando o microcristal em questao
encontrava-se numa concentragédo de 15,62 pg/mL. Outro estudo de pesquisadores
do nosso grupo?! investigou a agdo de microcristais de a-Ag2WO. contra C. albicans
com a mesma metodologia utilizada neste trabalho. Os autores verificaram que a CIM
e a CFM foram as mesmas (7,81 pg/mL). Estudos que abordem a atividade antifungica
dos microcristais de a-AgVOs nao foram encontrados na literatura. A particula
guimicamente mais semelhante relatada na literatura, B-AgVOs3 (Castro et al., 2014)8,
inibiu o crescimento de C. albicans na concentragéo de 62,5 ug/mL. E provavel que
essa alta concentracdo implique em maior toxicidade, contudo os autores do estudo
nao realizaram esta analise. No presente estudo, o microcristal apresentou CIM 16
vezes menor do que o encontrado no estudo de Castro et al. ¢ (2014).

Os achados na microscopia de fluorescéncia estavam de acordo com o0s
achados nos ensaios microbioldgicos, onde na CIM dos trés microcristais foi possivel
notar reducao no numero de células quando comparadas ao controle. Ja nas imagens
dos microcristais na CFM em contato com o microrganismo, foi possivel notar a
auséncia de células viaveis, o que também corroborou com os resultados dos ensaios
microbioldgicos.

O efeito destes trés microcristais sobre a biocompatibilidade in vitro nos
gueratinécitos orais (NOK-si) foi avaliada, inicialmente, pela viabilidade celular pelo
ensaio de Alamar Blue. Nestes experimentos, 0s trés microcristais se mostraram
biocompativeis com o tipo celular estudado, nas concentracdes de interesse (3,9
pug/mL e 15,62 pg/mL, CIM e CFM respectivamente). Nao houve qualquer diminuicao
da viabilidade celular apos contato com os microcristais na CIM em todos os tempos
analisados (Figuras 5, 6, 7, 8 e 9). J4 na CFM, os microcristais foram biocompativeis
nos tempos de 4 e 24 horas (Figuras 5 e 9). Isto pode ser devido, primeiramente a um
curto periodo de exposicao (4 horas), o qual seria insuficiente para indu¢do da morte

celular com 15,62 pg/mL de microcristais; e pela recuperacdo das células com 24
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horas de contato com os microcristais, ou seja, a diminuicdo da viabilidade celular
induzida pela concentracdo fungicida estaria mais relacionada a diminuicdo do
metabolismo celular do que a inducao de morte propriamente dita. Por outro lado, a
concentragdo 39 pg/mL (CIM concentrada 10 vezes) apresentou-se altamente
citotoxica para os queratindcitos estudados, em todos os tempos analisados (Figuras
5, 6, 7, 8 € 9). Em termos comparativos, atualmente nao existem estudos na literatura
gue abordam o efeito citotoxico de microcristais de a-AgVOs em suspensao
(associados ou ndo a prata).

Num estudo realizado recentemente pelo nosso grupo de pesquisal®, a
viabilidade celular de células do tipo fibroblasto gengival humano (FGH) foi avaliada
apos o contato destas células com dois diferentes microcristais: a-AgWOs e B-
Ag>Mo0Os4. Nas concentragdes de interesse (7,81 ug/mL para a-Ag>WO4; 15,62 pug/mL
para -Ag2MoQOs), ambos 0s microcristais se apresentaram citocompativeis com o tipo
celular estudado. As concentracfes de interesse utilizadas nestes estudos foram
referentes as CIM/CFM destes microcristais contra C. albicans (ATCC 90028),
determinadas em outros dois estudos do grupo®t.

A literatura existente aborda o efeito citotoxico de nanoparticulas de prata, de
forma que uma comparacédo direta com os resultados obtidos neste estudo se torna
dificil de ser realizada. Além disso, a literatura ndo apresenta concordancia no que diz
respeito a citotoxicidade dos materiais em questdo. Outros estudos presentes na
literatura abordam o efeito cititbxico de nanoparticulas de prata em diferentes
linhagens celulares. Em 2008, Arora et al.l, avaliaram o efeito de nanoparticulas de
prata em dois diferentes tipos de células (HT-1080 e A431, células derivadas da derme
humana e epiderme humana, respectivamente). Os autores demosntraram que 0s
valores de ICso eram 10,6 pyg/mL e 11,6 pg/mL para HT-1080 e A431, respectivamente.
Hackenberg et al.'4 (2011) demonstraram que apds a exposi¢do a nanoparticulas de
prata durante 1, 3 e 24 horas, a viabilidade celular de células tronco mesenquimais
humanas (hMSCs) diminuiu significativamente em relacdo ao controle e efeitos
citotoxicos significativos foram observados na concentracdo de 10 pug/mL. Kaba e
Egorova'® (2015) estudaram os efeitos toxicos de nanoparticulas de prata em dois
tipos de células diferentes: HeLa e U937 (linhagens de células tumorais). Foi
observado que a viabilidade celular diminuiu em concentragdes muito baixas de
nanoparticulas de prata (2 ug/mL), apos incubacéo de 4 horas e que, apés 24 horas,

a concentracdo de nanoparticulas que diminuiu a viabilidade celular para as células
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Hela foi a mesma (2 pg/mL), enquanto que aquela para as células U937 diminuiu (0,5
pg/mL).

Morfologicamente, os queratindcitos se apresentam como células poligonais
em monocamada, com citoplasma e nucleo preservados. Essas caracteristicas estao
evidentes nas microscopias eletronicas de varredura realizadas neste estudo, onde a
monocamada de células NOK-si mantiveram suas caracteristicas quando em contato
com os microcristais de a-AgVOs sintetizados a 10, 20 e 30°C, nas concentracdes de
interesse (3,9 ug/mL e 15,62 pg/mL). E possivel, entretanto, notar a ocorréncia de
alteracdes morfolégicas ao manter as células NOK-si em contato com a concentragéo
de microcristais mais elevada (39 pg/mL). Nesta Ultima concentracdo, as células se
apresentaram tumeficadas e com a membrana plasmatica rompida, caracteristicas
consistentes com morte celular por necrose (representada pelas imagens de inducéo
de morte celular com H20: e solucado tampéo de lise — Triton X-100). Este tipo de
morte celular € um processo patologico e desordenado, onde os fatores responsaveis
pela morte resultam em lesdo celular irreversivel, com aumento no volume
citoplasmatico, ruptura da membrana celular, inchaco de organelas citoplasmaticas,
perda dos componentes intracelulares e moderada condensacdo da cromatina??.
Diferentemente da morte celular por necrose, na morte celular por apoptose
(representada pelas imagens de induc&o de morte celular com camptotecina), a célula
se apresenta arredondada, com retracdo dos pseudépodes, reducdo do volume
celular (picnose), cromatina condensada, e blebbing (formacdo de bolhas) da
membrana plasmatica, mantendo sua integridade até o estagio final de morte?*.

Apesar dos resultados promissores aqui relatados, esse estudo possui algumas
limitacGes. Por se tratar de um estudo in vitro inicial S&o necessarios outros ensaios
mais complexos para melhor compreender o mecanismo de acdo dos microcristais
aqui estudados. A avaliacdo da acdo destes microcristais em biofilmes simples e
mutiespécie, bem como sua acdo sobre células em tecido devem ser realizadas.
Estudos futuros devem focar na avaliacdo destes microcristais in vivo, bem como no
seu mecanismo de acao.

Para que haja um avanco consideravel no campo de materiais em
microescala, ja que as pesquisas nesta area ainda sao incipientes, € preciso que haja
uma padronizacdo no que diz respeito aos ensaios a serem realizados (quer seja com
microrganismos, quer seja com células mamiferas), maior transparéncia com relacao

as metodologias e materiais utilizados, além de adequadas caracteriza¢cdes dos
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compostos a serem avaliados, de forma que os achados relatados por um grupo de

pesquisa possam ser extrapolados para outros grupos.
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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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APENDICE A

1 CARACTERIZACAO DOS MICROCRISTAIS

1.1 Metodologia

Os trés microcristais foram caracterizados por difragdo de raios-X (DRX) utilizando
um sistema Rigaku-DMax / 2500PC (Japao) com radiacdo Cu Ka (A = 1,5406 A) para
o intervalo de 28 de 10° a 80°, com uma velocidade de varrimento de 0,02°/min. As
morfologias foram investigadas através de microscopia eletrénica de varredura por
emissao de campo (MEV-EC) Supra 35-VP Carl Zeiss (Alemanha) operado em 15 KV.
A espectroscopia Raman foi realizada em espectrémetro (Horiba Jobin-Yvon, Japéo)
acoplado a um detector CCD Synapse e um laser de ions de argbnio, operado a 532
nm, com poténcia maxima de 1,2 mW. Os espectros foram mensurados para o
intervalo de 5 cm® a 1000 cm™. Todas as caracterizacdes foram realizadas a

temperatura ambiente?®.

1.2 Resultados

Os padrbes de DRX dos microcristais de a-AgVOs obtidos por CP em diferentes
temperaturas sdo apresentados na Figura Al. As amostras preparadas a 10, 20 e
30°C apresentaram picos analogos, que foram indexados como fase monoclinica do
a-AgVOs, de acordo com o Inorganic Crystal Structure Database (ICSD) n. 50645. A
partir da analise das imagens obtidas dos padroes de DRX foi possivel observar
elevada pureza de fase nas trés amostras, uma vez que 0s picos das amostras
preparadas se apresentavam analogos. A baixa resolucéo dos picos demonstra que
todos os microcristais de a-AgVOs obtidos pelo método da CP nédo foram totalmente

cristalizados e, portanto, apresentam disturbios estruturais a longo alcance.



64

Figura A1 — Padrbes de DRX dos microcristais de a-AgVOs obtidos pelo método de co-
precipitacdo a 10, 20 e 30°C.
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Fonte: Oliveira RC, Foggi CC, Teixeira MM, Silva MDP, Assis M, Francisco EM et al.,
Mechanism of antibacterial activity via morphology change of a-AgVOs: Theoretical and

Experimental Insights. ACS Appl. Mater. Interfaces. 2017 2°

A morfologia das estruturas de a-AgVOsz foram investigadas e s&o
apresentadas na Figura A2. Pode-se observar diferenca na estruturacdo e tamanho
das particulas, de acordo com as temperaturas utilizadas na sintese. Quanto maior a
temperatura utilizada, mais organizados os microcristais se apresentam. A Figura A2
indica a formacao de uma grande quantidade de microbastdes de a-AgVOs na sintese
realizada a 10°C. Estes cristais tem faces definidas e sdo alongados no eixo y na
direcdo [110]. O didametro dos bastbes é uniforme em todos os seus comprimentos.
Nos microcristais sintetizados a 20°C, pode-se ver que 0s microbastées comecam a
se aglomerar, e algumas microesferas sdo formadas devido a interacbes moleculares.
Nos microcristais sintetizados a 30°C, cristais de a-AgvVOs: com morfologias

semelhantes a flores aparecem em predominancia.



Figura A2 — Imagens de MEV-EC dos microcristais de a-AgVOs3 obtidos pelo método da co-
precipitacdo a 10, 20 e 30°C.

Fonte: Oliveira RC, Foggi CC, Teixeira MM, Silva MDP, Assis M, Francisco EM et al.,
Mechanism of antibacterial activity via morphology change of a-AgVOs: Theoretical and

Experimental Insights. ACS Appl. Mater. Interfaces. 2017 %,
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A Figura A3 mostra os espectros de Raman onde foram observados 18 modos
Raman ativos. O pico mais forte em 919 cm™ pode originar-se do alongamento entre
as vibracdes V-O-Ag ou O-V-O. A banda a 896 cm™ pode ser ligada as vibracdes de
estiramento das ligacdes Ag-O-Ag, enquanto as bandas em 886 e 873 cm™ podem
ser ligados a vibracdes de estiramento das ligagcoes V-O-Ag. As ligacdes entre V-O-V
estdo relacionadas as bandas que aparecem em 849, 826, 761, 730, 624, e 526 cm™,
relacionados aos modos de alongamento assimétrico e simétrico. A Figura A4
apresenta os dados experimentais e os modos Raman ativos comparados com a
literatura. Pode-se observar que ambos apresentam concordancia, porém pode-se
observar uma pequena diferenca entre os dados apresentados na literatura e neste
estudo.

Figura A3 — Espectroscopia Raman dos microcristais de a-AgVOs obtidos pelo método da co-

precipitacdo a 10, 20 e 30°C.
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Os espectros de Raman experimentais dos microcristais de a-AgVOs estdo em
concordancia com a literatura®® %2, porém, pode-se observar uma pequena diferenca
entre os dados apresentados na literatura e neste estudo, provavelmente por conta
das diferentes temperaturas utilizadas durante a sintese dos microcristais. Ao analisar
as imagens de MEV-EC, foi possivel observar uma diferenca na morfologia e tamanho
das particulas, quando sintetizadas nas diferentes temperaturas. A formacéao de flores
e estruturacdo de a-AgVOs pode ter sido influenciada pelo solvente (H20), precursores

(NHf e NO3), e temperatura envolvida na reacéo?°.

Figura A4 — Comparacao entre os espectros de Raman de a-AgVOs; Experimentais e Tedricos.
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