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RESUMO 

 
A associação da prata a outros compostos vem sendo estudada em uma 

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

Palavras-chave: Nanopartículas. Fibroblastos. Toxicidade. 
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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 (α- 
Ag2WO4) and silver molybdate (β-Ag2MoO4) on the gingival cells and three- 
dimensional (3D) collagen matrices behavior. For all experiments, human gingival 
fibroblasts cells (HGF) were used between the 3rd and 8th passage. To carry out the 
experiments, lowest concentrations of α-Ag2WO4 and β-Ag2MoO4 that prevents  
visible growth of Candida albicans (C. albicans) planktonic cells were defined as our 
test concentration (C2): 7,81 µg/mL for silver tungstate and 15,62 µg/mL for silver 
molybdate. Solutions prepared from initial MFC concentration, ten-folds diluted (C1) 
and ten-folds concentrated (C3), improved the knowledge about the concentration 
ranging effect against human cells. Complete medium (C-) was used as a negative 
control and lysis buffer (LB) served as positive control (C+), equating to 100% cell 
death. The effect of the microcrystals concentration on cell morphology, viability and 
proliferation of HGF cells led following experiments. Reactive oxygen species (ROS) 
generation and DNA integrity analyzes were mandatories to know the real impact of 
the microcrystals on human cells. The quantitative and qualitative results showed  
that α-Ag2WO4 did not affect mitochondrial enzymatic activity of HGF cells cultured in 
monolayer and within collagen matrices, in contrast to β-Ag2MoO4. Although, β- 
Ag2MoO4 did not affect cells proliferation, this compound interfered directly in cell 
viability during 3D gel confection. Hence, subsequent analyzes performed with α- 
Ag2WO4 proved that this microcrystals in C2 concentration did not injury the genomic 
DNA. The new materials development has always been attractive to researchers, 
mainly by the possibility of treating diseases as well as avoiding the indiscriminate 
antibiotic prescription. Our findings afford strong information about the effect of α- 
Ag2WO4 on cells behavior, disclosing non-cytotoxic properties against human gingival 
cells, during a time period adequate to measure the hazard potential. 

 
Keywords: Nanoparticles. Fibroblasts. Toxicity. 
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QUADROS 

 
 
Quadro 1 Grupos experimentais e concentrações de microcristais. Foram 

estabelecidos seis grupos experimentais de acordo com a CFM de ambos 

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

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

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

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

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

 
 

A cavidade bucal é considerada um ambiente único, apresentando diferentes 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

complexidade desta estrutura dificulta a penetração de agentes antimicrobianos e 

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

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

suficiente, sendo necessária a realização de procedimentos para remoção mecânica 

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

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

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

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

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

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

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

etiológico responsável pelo início e progressão da doença. 

 
A estomatite protética afeta principalmente pacientes portadores de próteses 

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

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

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

utilização de antimicrobianos associada a manutenção da higiene bucal e 

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

resistência à antifúngicos, como o desenvolvimento de tolerância a droga 

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

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

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

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

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

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

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

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

seriedade deste problema tem sido discutida pela Organização Mundial de Saúde 

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

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

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

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

ressurgimento da tuberculose em uma forma mais virulenta e resistente aos 

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

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

desenvolvidas em uma tentativa de combater doenças sem alterar o equilíbrio 

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

 
Nas últimas décadas, o campo emergente da nanotecnologia tem desenvolvido 

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

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

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

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

utilizado em diversas áreas por apresentar baixa toxicidade quando comparada a 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

nanomateriais também pode comprometer o processo natural de proliferação celular, 

induzindo o desenvolvimento de câncer, mesmo em concentrações de AgNPs 

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

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

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

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

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

de pesquisa tem desenvolvido microcristais de tungstênio e molibdato contendo 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

síntese. (Arora et al.4, 2012). 

 
Considerando os resultados microbiológicos satisfatórios destes microcristais 

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

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

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

humana e em matriz de colágeno simulando a reparação tecidual. 
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7 CONCLUSÃO 

 
 

Baseados nos resultados obtidos e considerando a metodologia utilizada neste 

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

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

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

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

células quando em monocamadas, afetou diretamente a viabilidade dos fibroblastos 

durante a confecção da matriz de colágeno. 
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