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RESUMO

A associagcdo da prata a outros compostos vem sendo estudada em uma
tentativa de acentuar as propriedades antimicrobianas e reduzir a citotoxicidade
deste metal quando em altas concentracdes. O presente estudo investigou o efeito
dos microcristais: tungstato de prata (a-Ag2WOa4) e molibdato de prata (3-Ag2M00s),
no comportamento das células gengivais em monocamada e em modelo de matriz
de colageno, simulando a reparacéo tecidual. Para isto, fibroblastos gengivais (FGH)
foram cultivados e utilizados somente entre as passagens 3 e 8 para formagéao de
monocamada e para a confeccdo do equivalente dermal em matriz de colageno em
trés dimensdes (3D). Ambos microcristais foram utilizados na concentracéo fungicida
minima (CFM) capaz de matar o fungo Candida albicans (C. albicans) e foram
definidas como C2: 7,81 pg/mL para tungstato de prata e 15,62 pg/mL para
molibdato de prata. A partir destes valores, concentracées 10 vezes concentradas
(C3) e 10 vezes diluidas (C1) foram preparadas para melhor compreender a margem
de efeito dos componentes sobre as células estudadas. Células incubadas com meio
de cultura na auséncia de microcristais foram utilizadas como controle negativo (C-)
e células incubadas com tampao de lise (TL) como controle positivo, representando
100% de morte celular. O efeito dos microcristais na morfologia, viabilidade e
proliferacdo das células foram inicialmente avaliados e direcionaram 0s
experimentos sequenciais. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
analise da integridade do DNA foram experimentos mandatérios para se conhecer o
real impacto dos microcristais quando em células humanas. Os resultados
quantitativos e qualitativos mostraram que a-Ag2WOs4 ndo afetou a atividade
enzimatica mitocondrial das células FGH cultivadas em monocamada e em matriz de
colageno, em contraste com (B-Ag2MoOs. Embora, o [(-Ag2MoOs4 nédo tenha
interferido na proliferagdo celular, este composto afetou diretamente a viabilidade
dos fibroblastos durante a confeccdo do gel em 3D. Experimentos posteriores
realizados com a-Ag2WOa4 provaram que estes microcristais na concentracado de C2
nao danificaram o DNA. O desenvolvimento de novos materiais tem sido sempre
atraente para os pesquisadores, principalmente pela possibilidade de ser utilizado
para tratamento de doencas, bem como evitar a prescricdo indiscriminada de
antibiéticos. Nossos resultados fornecem informacgdes relevantes no que diz respeito
as propriedades nao citotéxicas do a-AgoWOas para células gengivais humanas,
durante um periodo de tempo adequado para estimar-se o potencial de perigo.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Fibroblastos. Toxicidade.
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ABSTRACT

Growing interest has been reported in combining silver with other metals to
improve the antimicrobial properties, reduce silver concentration and consequently its
toxicity. Herein, this study investigated the effect of microcrystals silver tungstate (a-
Ag2WO4) and silver molybdate (B-AgzMoOas) on the gingival cells and three-
dimensional (3D) collagen matrices behavior. For all experiments, human gingival
fibroblasts cells (HGF) were used between the 3rd and 8th passage. To carry out the
experiments, lowest concentrations of a-Ag2WO4 and B-Ag2MoOas that prevents
visible growth of Candida albicans (C. albicans) planktonic cells were defined as our
test concentration (C2): 7,81 pg/mL for silver tungstate and 15,62 pg/mL for silver
molybdate. Solutions prepared from initial MFC concentration, ten-folds diluted (C1)
and ten-folds concentrated (C3), improved the knowledge about the concentration
ranging effect against human cells. Complete medium (C-) was used as a negative
control and lysis buffer (LB) served as positive control (C+), equating to 100% cell
death. The effect of the microcrystals concentration on cell morphology, viability and
proliferation of HGF cells led following experiments. Reactive oxygen species (ROS)
generation and DNA integrity analyzes were mandatories to know the real impact of
the microcrystals on human cells. The quantitative and qualitative results showed
that a-Ag2WO4 did not affect mitochondrial enzymatic activity of HGF cells cultured in
monolayer and within collagen matrices, in contrast to B-Ag2MoOa. Although, [3-
Ag2MoOs4 did not affect cells proliferation, this compound interfered directly in cell
viability during 3D gel confection. Hence, subsequent analyzes performed with a-
Ag2WO4 proved that this microcrystals in C2 concentration did not injury the genomic
DNA. The new materials development has always been attractive to researchers,
mainly by the possibility of treating diseases as well as avoiding the indiscriminate
antibiotic prescription. Our findings afford strong information about the effect of a-
Ag2WO4 o0n cells behavior, disclosing non-cytotoxic properties against human gingival
cells, during a time period adequate to measure the hazard potential.

Keywords: Nanoparticles. Fibroblasts. Toxicity.
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QUADROS

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

A cavidade bucal é considerada um ambiente Unico, apresentando diferentes
hébitats e condi¢cbes ecoldgicas para a colonizacdo e crescimento de bactérias,
fungos e virus (Avila et al.8, 2009; Wright et al.*®?, 2013; Krom et al.’, 2014). As
infec¢des orais sdo ocasionadas por um desequilibrio na microflora, influenciada por
fatores locais (fluxo salivar, pH, temperatura e higiene oral) (Filoche et al.4°, 2010),
sistémicos e/ou ambientais como a diminuicdo do mecanismo de defesa no
individuo, deficiéncia nutricional, habitos nocivos e uso de medicamentos (Holmstrup
et al.>?, 2003; Muzyka, Epifanio®, 2013). Este desequilibrio na cavidade oral permite
a formacéao de biofilmes, o que torna a comunidade microbiana ainda mais resistente
a agentes externos (Tuson, Weibel'?3, 2013). O biofilme é definido como uma
estrutura composta por uma diversidade de micro-organismos, embebidas em matriz
polimérica extracelular (Hall-Stoodley et al.*¢, 2009; Kolenbrander et al.?®, 2010). A
complexidade desta estrutura dificulta a penetragdo de agentes antimicrobianos e
facilita a progressdo de doencas (Hojo et al.®!, 2009; Huang et al.>®, 2011). Desta
forma, somente o controle dos fatores de risco para infeccbes ndo se mostra
suficiente, sendo necessaria a realizacdo de procedimentos para remog¢ao mecanica
de tais estruturas associadas a terapias antimicrobianas de acordo com a patologia.
Dentre as possibilidades de controle e/ou tratamento de doencas orais, a prescricao
de antibidticos e antifungicos vem sendo conduzida de forma indiscriminada, na
odontologia para situacdes tais quais: tratamento de pacientes portadores de doenca
periodontal em estagio avancado, pacientes portadores de doenca peri-implantar
(Rams et al.%8, 2014) e para tratamento de estomatite protética (Chandra et al.?’,
2001). Em relagdo a esta ultima, Candida albicans se destaca como o agente
etiolégico responsavel pelo inicio e progressédo dadoenca.

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

adaptacao/desinfecéo das préteses (Webb et al.*?7, 1998). A interrupcdo da terapia
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ou falha na acéo dos agentes quimicos utilizados podem favorecer o surgimento de
resisténcia a antifungicos, como o desenvolvimento de tolerancia a droga
(Mukherjee, Chandra®, 2004). Situacdes as quais sdo consideradas de extrema
gravidade tendo em vista o envolvimento do fungo do género Candida com
infeccdes sistémicas (Tsui et al.*??, 2016) e a possibilidade de emergéncia de Cepas
resistentes (Blankenship et al.Y’, 2006; Chandra, Mukherjee?®, 2015). N&do obstante,
0 uso indiscriminado de agentes antimicrobianos de amplo espectro em geral, pode
levar ndo somente ao desenvolvimento de micro-organismos resistentes (Soares et
al.*'3, 2012; Howard et al.>*, 2013) mas também, ao desenvolvimento de infeccdes
dificeis de erradicar (Overbye, Barrett®®, 2005; Nathan et al.8¢, 2011; Nett®’, 2014). A
seriedade deste problema tem sido discutida pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) que, recentemente, manifestou grandes preocupacgdes sobre o estado atual
da saude humana. Esta organizacdo estimou que aproximadamente um bilhdo de
pessoas serdo infectadas com o Mycobacterium tuberculosis entre os anos de 2000
e 2020, e cerca de 35 milhdes de seres humanos morrerdo como resultado do
ressurgimento da tuberculose em uma forma mais virulenta e resistente aos
antibiéticos (Shingadia, Novellit®®, 2003; Rossolini et al.1%, 2014; Ventola'?’, 2015).
Tendo em vista este problema, novas abordagens tém sido investigadas e
desenvolvidas em uma tentativa de combater doengas sem alterar o equilibrio

bioldgico, como estratégia ideal para inibir ou prevenir seucrescimento.

Nas ultimas décadas, o campo emergente da nanotecnologia tem desenvolvido
novos materiais em nivel de nanoescala (Murray et al.4, 2000), com inumeraveis
aplicacoes na area de saude e tecnoldgicas. Dentre os materiais descritos na
literatura, a prata tem se destacado devido as propriedades fisico-quimicas e
antimicrobianas inerentes a este metal. A prata € um metal ndo corrosivo e muito
utilizado em diversas areas por apresentar baixa toxicidade quando comparada a
outros metais, além de possuir propriedades bactericidas e bacteriostaticas de amplo
espectro (Azam et al.?, 2012; Qin et al.®6, 2014). Interessantemente, a literatura
relata que este metal foi muito utilizado como um dos principais agentes terapéuticos
para queimaduras, feridas e infecdes bacterianas (Mahendra et al.”4, 2009), até o
descobrimento dos antibidticos. Considerando que a prata é eficaz contra as

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

proteinas e morte celular (Vazquez-Munoz et al.1?%,2014).

De acordo com outros pesquisadores, estas AgQNPs penetrariam no interior das
bactérias interrompendo a replicacdo do DNA (Panacek et al.®t, 2006; Sintubin et
al.''2, 2011). Em ambas as situacdes, para que este nanomaterial desempenhe a
sua funcéo, é necessario o rompimento da parede celular das bactérias (Liu et al.”3,
2014). Em relacdo a atividade antimicrobiana, alguns estudos reportaram que
algumas espécies de bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), foram menos susceptiveis as AgNPs quando em
comparacao com espécies Gram-negativas, como por exemplo, a Escherichia coli
(Kim et al.®1, 2007). Além disso, o potencial de citotoxicidade destes nanomateriais
as células eucaridticas ainda € uma preocupacao e um desafio no meio cientifico
(Ahamed et al.%, 2012). A literatura tem reportado as consequéncias da intoxicacdo
por AgNPs como possiveis alteracdes nas funcdes cognitivas, sensoriais, motoras,
além de danos cerebrais e hepaticos (Kim et al.?*, 2009; Liu et al.”2, 2010; Sharma et
al.t04 2012; Hwang et al.’®, 2012). Além destas injurias, a exposicdo a estes
nanomateriais também pode comprometer o processo natural de proliferacao celular,
induzindo o desenvolvimento de cancer, mesmo em concentracdes de AgNPs
menores de 0,5 mg/L (Carlson et al.?3, 2008; Choi, Hu3!, 2008; Kawata et al.®°, 2009;
Beer et al.'3, 2012; Horie et al.>3, 2012).

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

concentracdo de ions disponiveis, a prata vem sendo sintetizada na presenca de
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outros metais com funcdo carregadora, e a literatura tem reportado resultados
promissores (Cao et al.??, 2011; Foggi et al.*!, 2017). Neste contexto, Nn0SSO grupo
de pesquisa tem desenvolvido microcristais de tungsténio e molibdato contendo
nanoparticulas de prata, como proposta para futuras aplicacbes na area da saude.
Estes microcristais exibem uma estrutura em forma de rede complexa composta por
radicais, 0s quais interagem entre si e formam uma nuvem de elétrons, cujos
espectros de vibracdo interna geram atividade antimicrobiana (Cavalcante et al.?®,
2012; Gouveia et al.**, 2014). No caso do tungstato de prata (Ag2WOQas), a variedade
de polimorfismo, decorrente da estrutura ortorrbmbica e do meétodo de sintese
utilizado, interage formando aglomerados ([AgO7], [AgOs], [AgOa4], e [AgO2]) por meio
de diferentes angulos de ligagdo com O-Ag-O na rede cristalina (Cavalcante et al.?°,
2012). O mesmo corre com o molibdato de prata. Este ultimo éxido é capaz de exibir
estruturas tetragonal (fase a) ou cubica (fase B), dependendo da presséo utilizada na

sintese. (Arora et al.#, 2012).

Considerando os resultados microbiol6gicos satisfatérios destes microcristais
(Longo et al.”¥, 2014; Fabbro et al.3?, 2016), no que se refere a propriedade
antimicrobiana, propusemos, neste estudo, a avaliar o efeito do a-Ag2WOa4 e [3-
Ag2Mo0O4 em solugéo, sobre culturas celulares em monocamada de mucosa oral

humana e em matriz de colageno simulando a reparacao tecidual.
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7 CONCLUSAO

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

durante a confeccdo da matriz de colageno.
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