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RESUMO  
 

As infecções fúngicas representam um significante problema de saúde pública 

no cenário mundial e estão aumentando em incidência, principalmente em 

hospedeiros imunocomprometidos. A micose superficial é caracterizada pela 

infecção no estrato córneo, com baixa resposta inflamatória, e corresponde a 

principal causa de doença de pele, que afeta milhões de pessoas causadas por 

fungos dermatófitos, não dermatófitos ou leveduras. A alta tolerância e 

resistência dos fungos aos antifúngicos convencionais têm sido observado, 

esses fatores implicam na procura de compostos que sejam eficazes, que 

reduzam o tempo de tratamento e não apresentem riscos ao paciente. O 

tungstato de prata é um composto de tungstênio e prata, que ao ser irradiado 

com elétrons crescem partículas de prata com ação plasmônica, tornando-o 

mais bactericida e fungicida. O objetivo deste trabalho foi realizar a síntese das 

nanoestruturas de tungstato, pelo método de coprecipitação simples. A 

atividade antifúngica, in vitro, foi avaliada por microdiluição, obtendo-se a 

Concentração Inibitória Mínima (MIC) do tungstato de prata contra linhagens 

clínicas e cepas de referências (ATCC) de Candida spp., Trichophyton rubrum, 

Trichophyton mentagrophytes e Microsporum canis, apresentando atividade 

antifúngica efetiva com valores de MIC entre 0,03-62,5 µg/mL. Cepas de C. 

krusei mostrou-se mais sensível e cepas de C. albicans mais resistentes ao 

composto sintetizado. O ensaio de toxicidade foi realizado em modelo in vivo 

usando larvas de Galleria mellonella. O teste foi executado por inoculação com 

a mesma concentração de α-Ag2WO4 usada nos testes de microdiluição 

anteriores, e não apresentou toxicidade. O ensaio de time kill foi realizado com 

cepas clínicas e referências das espécies de Candida e dermatófitos. Esses 

resultados mostram uma potencial aplicação no controle de infecções fúngicas 

inovando os protocolos terapêuticos. 

 

 

 

Palavras–chave: Infecções fúngicas. Nanoestruturas de tungstato de prata. 

Dermatófitos. Leveduras.  

 



 

 

ABSTRACT 

 

Fungal infections represent a significant public health problem worldwide and 

are on the increase, especially in immunocompromised hosts. Superficial 

mycosis is characterized by infection in the stratum corneum, with a low 

inflammatory response, and is the main cause of skin disease, which affects 

millions of people caused by dermatophyte, non-dermatophyte or yeast fungi. 

The high tolerance and resistance of fungi to conventional antifungals has been 

observed, these factors imply the search for compounds that are effective, that 

reduce the treatment time and do not present risks to the patient. Silver 

tungstate is a compound of tungsten and silver, which when irradiated with 

electrons grow silver particles with plasmatic action, making it more bactericidal 

and fungicidal. The objective of this work was to carry out the synthesis of 

tungstate nanostructures, by the simple co-precipitation method. The in vitro 

antifungal activity was evaluated by microdilution, obtaining the Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC) of silver tungstate against clinical strains and 

reference strains (ATCC) of Candida spp., Trichophyton rubrum, Trichophyton 

mentagrophytes and Microsporum canis, showing effective antifungal activity 

with MIC values between 0,03-62,5 µg/mL. C. krusei strains were more 

sensitive and C. albicans strains more resistant to the synthesized compound. 

The toxicity test was performed in an in vivo model using Galleria mellonella 

larvae. The test was performed by inoculation with the same concentration of α-

Ag2WO4 used in the previous microdilution tests, and showed no toxicity. The 

time kill assay was carried out with clinical strains and references of Candida 

species and dermatophytes. These results show a potential application in the 

control of fungal infections by innovating therapeutic protocols. 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Fungal infections. Silver tungstate nanostructures . Dermatophytes. 

Yeasts. 



 

 

SUMÁRIO 

 
CAPÍTULO 1 ................................................................................................................ 9 

1. INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 10 

2. REVISÃO DE LITERATURA .................................................................................. 11 

2.1 Infecções fúngicas ............................................................................................................. 11 

2.2 Agentes etiológicos e epidemiologia .............................................................................. 11 

2.3 Etiopatogênese .................................................................................................................. 13 

2.4 Manifestações clínicas das micoses superficiais .......................................................... 13 

2.5 Diagnóstico das micoses superficiais ............................................................................. 15 

2.6 Atividade antimicrobiana ................................................................................................... 15 

2.7 Tungstato de prata ............................................................................................................. 16 

3. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA .......................................................................... 18 

4. OBJETIVO.............................................................................................................. 19 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................................ 19 

5. METODOLOGIA ..................................................................................................... 20 

5.1 Síntese do tungstato de prata .......................................................................................... 20 

5.2 Irradiação por feixe de elétrons ....................................................................................... 20 

5.3 Caracterizações ................................................................................................................. 20 

5.4 Cepas Clínicas e ATCCs .................................................................................................. 21 

5.5 Determinação da Concentração inibitória mínima (MIC) ............................................. 22 

5.6 Time kill ............................................................................................................................... 23 

5.7 Ensaio de toxicidade in vivo ............................................................................................. 24 

6. CAPÍTULO 2 - Atividade antifúngica do tungstato de prata contra dermatófitos 

e Candida spp. .......................................................................................................... 26 

Introdução ................................................................................................................... 28 

Materiais e métodos.................................................................................................... 29 

Resultados e discussão .............................................................................................. 31 

Conclusão ................................................................................................................... 35 

Referências ................................................................................................................ 36 

7. CONCLUSÃO ......................................................................................................... 44 

REFERÊNCIAS .......................................................................................................... 45 

Anexo A. Representação gráfica da curva de crescimento das cepas em contato com o 

α-Ag2WO4. ................................................................................................................................. 49 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

_____________________________________________________CAPÍTULO 1  



 

 

10 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

Os fungos fazem-se presente nos mais variados habitats, sendo 

dispersos por fatores como a água, alimento, vento, animais e humanos 

(FAJARDO et al. 2017). Em geral, vivem na matéria orgânica em 

decomposição como sapróbios, comensais ou parasitas em hospedeiros 

animais, vegetais (BALAU, 2019).  

As infecções fúngicas representam um significante problema de saúde 

pública no cenário mundial. Nas últimas décadas, os fungos são responsáveis 

pela maioria das causas de infecções em paciente imunocomprometidos (LOW; 

ROTSTEIN, 2011), sendo responsável por altas taxas de morbidade e 

mortalidade na população mundial (MAGAGNIN et al., 2011).  

Os fungos dermatófitos constituem um grupo de organismos responsáveis 

por infecções frequentes na rotina dermatológica, cujos agentes mais 

prevalentes são principalmente dos gêneros Thichophyton, Microsporum e 

Epidermophyton (CRIADO, 2011).  

Além destes organismos, outros como exemplo, leveduras, são 

responsáveis por dermatomicoses, representando o gênero Candida, o de 

maior ocorrência  (KHOSRAVI et al., 2013), e, a espécie Candida albicans, o 

principal agente isolado em infecções de diferentes tecidos (ABARZÚA-ARAYA 

et al., 2014).  

Nos últimos anos, tem sido observada a alta tolerância e resistência dos 

fungos aos antifúngicos convencionais da prática clínica (COELHO, et al., 

2020; SILVA et al., 2020).  Diante desta realidade, a busca por novos agentes 

antimicrobianos passa a ser necessidade para área científica, com principal 

objetivo impedir a multiplicação ou sobrevida dos fungos (FOGGI et al., 2017).  

Estudos apontam para a efetividade da prata contra um amplo espectro 

de microrganismos, e em associação com metais, exemplo Ag2WO4 ,um 

material de interesse clínico (FOGGI et al., 2017).  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Infecções fúngicas 

 

As infecções fúngicas representam um significante problema de saúde 

pública no cenário mundial. Nas últimas décadas, os fungos são responsáveis 

pela maioria das causas de infecções em paciente imunocomprometidos (LOW; 

ROTSTEIN, 2011), sendo responsável por altas taxas de morbidade e 

mortalidade na população mundial (MAGAGNIN et al., 2011). 

As lesões decorrentes das infecções fúngicas manifestam-se, do ponto 

de vista clínico, nas mais diversas formas, podendo ser classificadas de acordo 

com suas localizações no organismo como: superficiais, cutâneas, 

subcutâneas e sistêmicas. As micoses superficiais são caracterizadas pela 

infecção até o estrato córneo com baixa resposta inflamatória, e corresponde a 

principal causa de doença de pele afetando milhões de pessoas mundialmente 

(RICARDO CRIADO et al., 2011; INDIRA et al., 2014). 

  

2.2 Agentes etiológicos e epidemiologia 

 

As leveduras são fungos unicelulares que se reproduzem de forma 

assexuada, com perfis epidemiológicos dependentes da localização geográfica 

(SURYAWANSHI et al., 2017). O gênero Candida é um dos principais agentes 

etiológicos das micoses superficiais, com alta incidência nas dermatomicoses 

(OLIVEIRA, 2017).  Neste sentido, Candida albicans, e as espécies não-

albicans têm sido destaque em diversas patologias, como organismos 

oportunistas (CAMPOS et al., 2020). 

O gênero Trichosporon se constitui como grupo fúngico isolado das 

infecções superficiais, classificado como patógeno oportunista emergente, 

responsável pela disseminação de doenças na população imunocomprometida. 

As principais espécies incluem: T. asahii e T. asteroides (MOUBASHER; 

ABDEL-SATER; SOLIMAN, 2017). 

Os dermatófitos são fungos altamente especializados capazes de 

degradar a queratina presente em pele, unhas e cabelo causando infecções 
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denominadas dermatofitoses. São divididos em três gêneros; Trichophyton, 

Epidermophyton e Microsporum, e classificados de acordo com seu habitat 

primário em antropofílico, zoofílico e geofílico (MARTINEZ-ROSSI; PERES; 

ROSSI, 2017). Os dermatófitos antropofílicos são responsáveis pela maioria 

dos casos de dermatofitoses, seguidos por espécies zoofílicas (DIDEHDAR et 

al., 2016). Em alguns casos, as infecções superficiais por dermatófitos não se 

restringem somente a pele, evoluindo para quadro de infecções sistêmicas 

(INAOKI et al., 2015; LIANG et al., 2016). 

Estima-se que aproximadamente 25% da população mundial seja 

afetada por essas infecções, com maior incidência em pacientes 

imunocomprometidos, portadores de doenças crônicas ou acima de 50 anos 

(DE BERKER, 2013). 

 Devido às condições de temperatura e ambiente do clima tropical, que 

são ideais para a disseminação dos fungos, o Brasil é um país com alta taxa de 

infecções fúngicas. Entretanto, essas doenças não fazem parte de notificação 

compulsória no Brasil, sendo assim, são relatados poucos estudos 

fragmentados sobre a epidemiologia dessas infecções, tornando difícil estimar 

a extensão do problema (ALMEIDA FILHO et al., 2020; ALTAF et al, 2020). 

O principal agente etiológico das dermatofitoses é a espécie antropofílica 

Trichophyton rubrum, seguido por T. mentagrophytes, Microsporum canis e 

Epidermophyton floccosum (HAYETTE; SACHELI, 2015). Sua distribuição pelo 

mundo esta diretamente ligada a fatores ambientais ou relacionados ao 

hospedeiro, uma vez que alguns fungos são cosmopolitas e outros dependem 

da adaptação ao meio (DE BERKER, 2013). Sendo assim, sua epidemiologia é 

variada, segundo fatores estacionais, regionais, faixa etária, contato com 

animais, condições higiênico-sanitárias, exposições á locais públicos, dentre 

outros (AQUINO et al., 2007: DALLA, 2019). 

Um estudo epidemiológico na Europa, envolvendo 16 países, 

demonstrou que 40% dos indivíduos analisados apresentavam infecção 

dermatofítica no couro cabeludo. Já, outro estudo nos Estados Unidos, com 

crianças em creches, os valores percentuais variaram entre 22% a 50% com 

esta ocorrência (SILVA, 2019).  

O dermatófito Trichophyton rubrum é o agente antropofílico mais 

frequentemente isolado na Europa, América do Sul e América do Norte 
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(AMEEN, 2010; NENOFF et al., 2014; LÓPEZ-MARTÍNEZ et al., 2010; ZHAN 

et al., 2017). Esta mesma espécie no estudo de AQUINO et al. (2007) foi a 

mais encontrada  a partir de pacientes ambulatoriais do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA),  com 69,2% dos casos de infecções, seguido de 

Trichophyton mentagrophytes com 20,3%, e pela espécie Microsporum canis 

com 5,7%. 

  Microsporum canis representa o principal agente de tinea capitis nas 

regiões Sul e Sudeste do Brasil. Por ser uma espécie zoofílica, o contato com 

animais infectados pode levar a infecção, consistindo os cães e gatos, os 

principais reservatórios (SILVA, 2019). 

 

2.3 Etiopatogênese 

  

Durante o processo de infecção, os dermatófitos remodelam o 

metabolismo do tecido hospedeiro para superar seus mecanismos de defesas, 

e este processo envolve a produção de uma ampla variedade de enzimas 

hidrolíticas como elastases, proteases, lípases, para captação de nutrientes 

(DE AGUIAR PERES et al., 2010).  

Candida albicans destaca-se como principal agente isolado das 

dermatomicoses, porém nos últimos anos C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

glabrata, C. guillermondii surgem como patógenos emergentes (ABARZÚA-

ARAYA et al., 2014). Os principais mecanismos de virulência dessas espécies 

incluem os mecanismos de adesão, filamentação e uma ampla gama de 

produção de enzimas extracelulares importantes para colonização e infecção 

(WU; FENG; SANG, 2014).   

Membros de Trichosporon spp. expressam glucuroxilomanano (GXM) 

em suas paredes celulares, um polissacarídeo que pode atenuar a capacidade 

fagocítica de neutrófilos e monócitos in vivo. Outros fatores de virulência em 

Trichosporon é a formação de biofilme, e a capacidade de secretar enzimas 

como proteases e lipases (COLOMBO et al., 2011). 

 

2.4 Manifestações clínicas das micoses superficiais 
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 Existem várias manifestações das micoses superficiais, dependendo do 

local acometido e o agente causador da micose. As infecções fúngicas do 

couro cabeludo, unhas e pele, são micoses conhecidas como tineas 

(SOMENZI, RIBEIRO, & MENEZES, 2006). Essas formas clínicas das micoses 

superficiais estão representadas na Figura 1. 

Tinea capitis é uma dermatofitose do couro cabeludo que se apresenta 

como uma dermatose descamativa com algum grau de inflamação, muitas 

vezes acompanhada por perda de cabelo por tonsura. Em algumas formas 

clínicas inflamatórias mais graves pode ocorrer alopécia. É causada por fungos 

do gênero Trichophyton e Microsporum presentes no folículo piloso do pelo e 

ao redor da pele. Mais frequente em crianças, formando áreas arredondadas 

com falhas no cabelo (DIAS et al., 2013). 

 A tinea corporis inclui todas as infecções superficiais de pele, excluindo 

mãos, pés, couro cabeludo, barba, rosto. As lesões são circulares, geralmente 

irregulares, podendo ser múltiplas, a margem é bem delimitada (BOLOGNIA, 

JORIZZO, & RAPINI, 2015). 

 Onicomicose ou tinea ungueal é uma infecção que acomete as unhas, 

podendo ocasionar deslocamento parcial ou queda da unha. Essas infecções 

se iniciam pela extremidade proximal com manchas brancas ou amareladas. 

São ocasionadas, na maioria das vezes, por Trichophyton rubrum, T. 

mentagrophytes e leveduras do gênero Candida spp (PIRACCINI; 

ALESSANDRINI, 2015; KHOSRAVI et al., 2013). 

 

Figura 1: Formas clínicas das micoses superficiais: (A) tinea capitis; (B) tinea 
corporis; (C) tinea ungueal. 

                                                                                                     

Fonte: (CARVALHO et al., 2016; RODRIGUES et al., 2010; PIRACCINI; ALESSANDRINI, 

2015) modificado. 

A B C 
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2.5 Diagnóstico das micoses superficiais 

 

 O diagnóstico das micoses inicia pela apreciação médica, das 

manifestações clínicas das lesões.  O diagnóstico laboratorial, objetiva 

identificar o agente etiológico, para fins epidemiológicos, bem como para 

condução subsequente dos fármacos como agentes terapêuticos (FEUILHADE 

DE CHAUVIN, 2005; REISBERGER et al., 2003). 

 Consideram-se os exames principais para rotina laboratorial, a 

microscopia direta (MD) e a cultura (C). A MD é um exame de baixo custo, 

onde o material coletado é depositado em uma lâmina, introduzido uma gota de 

hidróxido de potássio (KOH) preparado para que os debris celulares sejam 

dissolvidos, facilitando a visualização de estruturas fúngicas. Apesar de ser 

prático, este recurso laboratorial não permite a identificação do agente 

etiológico (FEUILHADE DE CHAUVIN, 2005; GRUPTA; PAQUET, 2015). 

Assim, a cultura pode ser realizada como melhor alternativa, a partir de meios 

sólidos ou líquidos. Após crescimento das colônias em Ágar Sabouraud 

Dextrose, as culturas são direcionadas para identificação por características 

morfológicas, macro e microscópicas, além das adicionais provas bioquímicas, 

para reconhecimento das espécies fúngicas (ELY; ROSENFELD; STONE, 

2014). 

 

2.6 Atividade antimicrobiana 

 

A alta tolerância e resistência dos fungos aos antifúngicos convencionais 

têm sido observados nos últimos anos (COELHO, et al., 2020; SILVA et al., 

2020). O desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos passa a ser 

prioridade para área científica, com principal objetivo impedir a multiplicação ou 

sobrevida dos fungos (FOGGI et al., 2017).  

Estudos apontam para a efetividade da prata contra um amplo espectro 

de microrganismos, e em associação com metais, exemplo Ag2WO4, um 

material de interesse clínico (FOGGI et al., 2017). No estudo de Longo et al. 

(2013), confirmaram que o material tem potencial para uso em dispositivos 

ópticos, sensores, aplicações biológicas, plasmônicas e catalíticas. 
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Um estudo realizado por Longo et al. (2013) demonstrou, pela primeira 

vez, o crescimento in situ de nanofilamentos de Ag metálica, a partir de cristais 

de tungstato de prata. Nesse estudo, os autores avaliaram o efeito 

antimicrobiano do α-Ag₂WO obtido pelo método de tratamento hidrotérmico 

convencional e o α-Ag2WO4 com filamentos de prata obtido por irradiação de 

elétrons. As duas amostras apresentaram efeito bacteriostático e bactericida 

contra Staphylococcus aureus, sendo que, as constituídas por filamentos de 

prata, foram as mais efetivas (LONGO et al., 2013). 

Foggi et al. (2017) sintetizaram o α-Ag2WO4 pelo método de 

coprecipitação simples e avaliaram a atividade antifúngica frente à espécie 

Candida albicans. Os microcristais de α-Ag2WO4 foram capazes de inibir as 

colônias com concentração inibitória mínima (CIM) igual a 0,0625 mg/mL 

(FOGGI et al., 2017). 

 

2.7 Tungstato de prata 

 

Têm-se notado nos últimos anos, o interesse da comunidade cientifica 

nos estudos envolvendo as propriedades ópticas e eletrônicas do tungstatos de 

prata (Ag2WO4), tendo em vista a facilidade de obtenção, por diversos métodos 

de síntese, controle de morfologia, tamanho de partícula, baixo custo, 

propriedades ópticas, eletrônicas e, pelas propriedades antimicrobianas 

(PERRIN et al., 2014)  

Os tungstatos metálicos compreendem uma classe de óxidos 

semicondutores com várias aplicações, constituídos por ligações covalentes, 

iônicas e metálicas (ANDRÉS et al., 2014). O polimorfismo é observado 

especialmente por três tipos de estruturas: α-ortorrômbica cujo grupo espacial é 

Pn2n, β-hexagonal pertencendo ao grupo espacial p63/m e γ-cúbica com grupo 

espacial Fd3m. As fases β-hexagonal e γ-cúbica são metaestáveis e são 

facilmente convertidas para a fase α. A fase α-Ag₂WO4 é termicamente estável 

e tem sido considerada como importante material, devido ao crescimento de 

filamentos de prata (Ag) na sua superfície, quando exposto à irradiação com 

elétrons (DA SILVA et al., 2014). 
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O tungstato de prata apresenta aplicações na quebra oxidativa de 

compostos orgânicos, na área dielétrica, optogenética/eletrofisiologia, 

propriedades fotoluminescentes e fotocatalíticas, bem como para sensores de 

gás e bactericidas (FOGGI et al., 2017). 

Outras propriedades do Ag2WO4 tem sido observadas, como um sistema 

catalisador bifuncional altamente eficiente para fixação química de CO2 

atmosférico com álcoois propargílicos, para fornecer carbonatos cíclicos de α-

alquilideno sob condições neutras e livres de solventes, de modo a eliminar o 

uso de grandes quantidades de soda cáustica ou solventes orgânicos 

inflamáveis na indústria química (SONG et al., 2014). 
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3. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 As infecções fúngicas são responsáveis por altas taxas de morbidade e 

mortalidade na população mundial, representando um significante problema de 

saúde pública.  

 Devido às condições de temperatura e ambiente do clima tropical, que 

são ideais para a disseminação dos fungos, o Brasil é um país com grande 

probabilidade de infecções fúngicas. Entretanto, por não ser doença de 

notificação compulsória, seus números epidemiológicos de incidência podem 

ser subestimados. 

 O tratamento é longo, e a partir de observações clínicas, percebe-se que 

os antifúngicos disponíveis comercialmente são, por vezes, muito dispendiosos 

e, em alguns casos, podem desencadear reações adversas. Além disso, os 

dermatófitos vêm desenvolvendo cada vez mais resistência à terapêutica 

antifúngica convencional, o que ocasiona um aumento progressivo do número 

de recidivas e ausência de resposta aos fármacos convencionais.  

 Faz-se necessário então o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos, com o objetivo de impedir a multiplicação ou sobrevida desses 

microrganismos.  
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4. OBJETIVO 

 

Avaliar o efeito antifúngico da molécula tungstato de prata contra fungos 

dermatófitos e leveduriformes isolados de doença fúngica superficial. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Síntese e processamento da molécula tungstato de prata pelo método 

coprecipitação simples; 

b) Avaliar a Concentração fungicida e fungistática do tungstato de prata; 

c) Avaliar toxicidade do tungstato de prata, in vivo, com modelo 

invertebrado de Galleria mellonella; 

d) Avaliar time kill das cepas de leveduras e dermatófitos, frente ao 

tungstato de prata. 
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5. METODOLOGIA 

  

5.1 Síntese do tungstato de prata 

 

Primeiramente, α-Ag2WO4 foi sintetizado por meio do método de 

coprecipitação simples em meio 1:1 v/v de água e etanol, pois testes iniciais 

mostraram que este processo faz com que o potencial bactericida das 

micropartículas seja elevado em relação à síntese nos solventes separados. 

Estas amostras foram obtidas por simples mistura da solução de Ag (AgNO3, 

Cennabras, 98.0%) na solução do formador de rede WO4
2- (Na₂WO₄.2H₂O, 

Aldrich, 99.9%), sob agitação constante e temperatura de 70° C. Após a 

mistura, a solução foi deixada nas condições anteriores por 20 minutos, a fim 

de se obter uma maior homogeneização do sistema. As amostras foram 

lavadas até pH neutro e secas a 60°C em estufa. 

 

5.2 Irradiação por feixe de elétrons   

     

 Para irradiar o material com elétrons, foi utilizado um microscópio 

eletrônico de varredura de alta resolução (MEV) empregando o equipamento 

de modelo Supra 35-VP (Carl Zeiss, Alemanha) com tensão de aceleração de 

15 kV. Utilizando esse método, foi observado, pela primeira vez, por Longo et. 

al, o crescimento inédito in situ em tempo real do crescimento de filamentos 

metálicos Ag a partir da Ag2WO4, ao submeter o cristal á irradiação de elétrons 

a partir da microscopia eletrônica (LONGO et al., 2016). 

 

5.3 Caracterizações 

 

As amostras foram caracterizadas estruturalmente em um Difratômetro 

de Raio X de marca Rigaku, modelo DMax2500PC. O equipamento foi operado 

nas condições de 40 kV e 150 mA, a radiação utilizada para as medidas foi a 

do Cu-Ka (λ = 1.5406 Å). Foi empregada uma taxa de varredura de 2º/min no 

intervalo de 2q de 5 a 110°. Os difratogramas dos pós foram comparados com 

os padrões de difração segundo as fichas cristalográficas JCPDS (Joint 
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Committee on Powder Diffraction Standards) e ICSD (Inorganic Crystal 

Structure Database). 

A espectroscopia Raman foi utilizada como técnica complementar à 

DRX, devido a esta ser mais sensível às mudanças de parâmetros de ordem 

local. A espectroscopia Raman forneceu informações do retículo cristalino, 

assim, tornando as duas técnicas (RAMAN e DRX) complementares na análise 

de formação de fases por meio desta técnica. Os dados de espectroscopia 

Raman foram obtidos em um equipamento RFS/100/S Bruker FT-Raman. 

A análise por espectroscopia óptica nas regiões das radiações 

ultravioleta e visível (UV-Vis) é um tema muito importante para estudos de 

bandas de absorção óticas. Sendo possível à observação de efeitos quânticos 

relacionados a alterações na energia do gap com relação à desordem 

estrutural e influência da dopagem sobre as absorções. As caracterizações por 

UV-Vis foram realizadas em um equipamento Cary, modelo 5G pelo método de 

refletância difusa total utilizando uma esfera integradora. 

 Para a determinação de forma, tamanho, distribuição das partículas, 

textura, topografia e superfície, foi essencial o uso da microscopia eletrônica de 

varredura por força de campo (FEG-SEM). Neste trabalho foi utilizado um 

microscópio eletrônico com fonte de emissão eletrostática (“Field Emission 

Electron Guns”) FEG-MEV - LEO 1550 (SILVA et al., 2016). 

5.4 Cepas Clínicas e ATCCs 

 

Neste estudo, foram utilizados isolados clínicos de C. albicans (CA1 - 

CA10), C. parapsilosis (CP1 - CP10), C. krusei (CK1 – CK10), C. tropicalis 

(CT1 - CT10), T. rubrum (TR1- TR10), T. mentagrophytes (TM1 - TM10), M. 

canis (MC1- MC10), além de cepas referências ATCCs (American Type Culture 

Colection) de C. albicans (ATCC 90028), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. 

krusei (ATCC 40147) e C. tropicalis (ATCC 13803); T. mentagrophytes (ATCC 

11481), M. canis (ATCC 9865) e CBS (Fungal Biodiversity Centre) T. rubrum 

(CBS 118892), cadastrados no SISGEN e pertencentes á coleção do 

Laboratório de Microbiologia da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto, SP – Brasil.  
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5.5 Determinação da Concentração inibitória mínima (MIC) 

 

A diluição seriada do α-Ag2WO4 permite determinar a concentração 

mínima de inibição que mata a célula fúngica. A análise da atividade 

antifúngica do α-Ag2WO4 foi realizada em duplicata de acordo com as 

instruções do método M27-A3 e M38 A-2 da CLSI. Cada inóculo foi ajustado de 

acordo com os respectivos protocolos do CLSI.   

As suspensões de inóculos de fungos filamentosos foram preparadas a 

partir de culturas com 7 dias de crescimento em Agar Batata Dextrose (PDA), 

incubadas a 28° C para indução de esporulação. As superfícies das colônias 

cobertas com 5 mL de salina estéril (0,85%), foram raspadas com alça estéril. 

A mistura de conídios e fragmentos de hifas foi transferida para um tubo estéril, 

permitindo a precipitação de estruturas mais pesadas. Posteriormente o 

sobrenadante foi transferido para novo tubo estéril e homogeneizado em vórtex 

por 15 segundos. Os inóculos foram ajustados em espectrofotômetro com 

leitura a 530 nm, seguido de diluição das amostras na concentração 1:50.  

Os inóculos das leveduras foram preparados com colônias crescidas de 

24 horas em Agar Sabouraud Dextrose. As colônias foram suspensas em 5 mL 

de salina estéril a 0,85%. Essa suspensão foi homogeneizada e a densidade 

das células ajustadas em espectrofotômetro, em 530 nm, com transmitância de 

85% a 95%, correspondente à escala 0,5 de McFarland. Esse inóculo foi então 

diluído 1:100 em salina e, seguidamente, 1:20 em meio RPMI-1640. 

Inoculou-se 0,1 mL de cada suspensão de conídios ou leveduras em 

placas de poliestireno de 96 poços, contendo meio RPMI-1640 nas diferentes 

concentrações do tungstato de prata testados. Foram preparados poços 

controles de esterilidade (contendo 0,2 mL de RPMI) e de crescimento 

(contendo apenas inóculo e RPMI). 

As placas foram mantidas a 35° C, com leitura após 120 horas 

(dermatófitos) ou 24 horas (leveduras). A determinação da CIM foi feita por 

análise visual e por análise de absorbância com leitor ELISA. 

Para a determinação da concentração fungicida mínima (MFC), uma 

alíquota de cada poço foi transferida para placas contendo Ágar Sabouraud 

Dextrose (ASD) com o auxílio de hastes estéreis de madeira. A MFC foi 
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determinada através da concentração mínima que inibiu crescimento visível no 

meio de cultura. 

 

Figura 2: Esquema ilustrativo da placa de 96 poços para a realização da MIC. 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: o autor. 

 

5.6 Time kill 

 

O ensaio foi conduzido usando uma modificação do método descrito por 

Klepser et al. (1998), com dez isolados de cada espécie de Candida e três de 

cada espécie de dermatófito. Valores do MIC obtidos por microdiluição em 

caldo foram usados nos estudos de tempo de morte. Os inóculos de leveduras 

foram preparados a partir de colônias repicadas em ASD com crescimento de 

24 horas. Uma alíquota de 50 µl foi adicionada em tubo Falcon contendo 4,95 

mL de Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) na concentração de 105 células por 

mL. Posteriormente 250 µl foram transferidos para novo tubo contendo 4,75 mL 

de CSD. Os inóculos de filamentosos foram preparados a partir de cultura de 7 

dias em Agar Batata Dextrose (ABD) para indução de esporulação. 

Suspensões de 50 µL foram adicionadas em 4,95 mL de CSD. Após a 
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preparação dos inóculos, realizou-se diluição 1:1 (1 mL da solução do α-

Ag2WO4 na concentração 2x o MIC com 1 mL do inóculo). 

Um tubo sem α-Ag2WO4 foi incluído como controle de crescimento para 

cada isolado. Em pontos de tempo predeterminados (8, 12 e 24h) para 

leveduras e (8, 24 e 48h) para dermatófitos, uma alíquota de 10 µl foi retirada 

de cada amostra, e semeada em placas de ASD, com auxílio de alça Drigalski, 

incubadas a 30° C. As contagens de colônias foram determinadas após 24h 

(leveduras) e 120h (dermatófitos) e expressas como número de unidades 

formadoras de colônias (UFC/mL). A porcentagem de inibição foi calculada por 

comparação com o controle de crescimento usando o método de contagem de 

colônias.  

 

5.7 Ensaio de toxicidade in vivo 

A toxicidade do composto α-Ag2WO4 (62,5 µg/mL em 10% metanol) foi 

avaliada utilizando larvas do modelo experimental de toxicidade G. mellonella 

(IGNASIAK; MAXWELL, 2017). Para cada condição, foram separadas 5 larvas 

de G. mellonella (275 ± 25 mg) no sexto instar de desenvolvimento em placas 

de Petri (90x15 mm). Os volumes de 5 e 10 µl do composto foram injetados na 

última pró-pata da direita das larvas de G. mellonella utilizando uma 

microseringa de Hamilton modelo 7000.5KH de 10 μl nas seguintes doses 2,27 

mg kg-1 (10 µl de 62,5 µg mL-1), 1,13 mg kg-1 (5 µl de 62,5 µg mL-1), 0,227 mg 

kg-1 (10 µl de 6,25 µg mL-1) e 0,0227 mg kg-1 (10 µl de 0,625 µg mL-1). Os 

controles do experimento foram larvas intocadas (naïve) e larvas inoculadas 

com 10% metanol. As larvas foram incubadas a 37°C, privadas de alimentação 

e iluminação direta. Foram feitas avaliações da sobrevivência das larvas a cada 

24 h, durante 5 dias e também foram retiradas diariamente as formações de 

pré-pupas para retardar a metamorfose.  
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Resumo 

As infecções fúngicas representam um significante problema de saúde pública no 

cenário mundial e estão aumentando em incidência, principalmente em hospedeiros 

imunocomprometidos. A micose superficial é caracterizada pela infecção no estrato 

córneo, com baixa resposta inflamatória, e corresponde a principal causa de doença de 

pele, que afeta milhões de pessoas causadas por fungos dermatófitos, não 

dermatófitos ou leveduras. A alta tolerância e resistência dos fungos aos antifúngicos 

convencionais têm sido observado, esses fatores implicam na procura de compostos 

que sejam eficazes, que reduzam o tempo de tratamento e não apresentem riscos ao 

paciente. O tungstato de prata é um composto de tungstênio e prata, que ao ser 

irradiado com elétrons crescem partículas de prata com ação plasmônica, tornando-o 

mais bactericida e fungicida. O objetivo deste trabalho foi realizar a síntese das 

nanoestruturas de tungstato, pelo método de coprecipitação simples. A atividade 

antifúngica, in vitro, foi avaliada por microdiluição, obtendo-se a Concentração 

Inibitória Mínima (MIC) do tungstato de prata contra linhagens clínicas e cepas de 

referências (ATCC) de Candida spp., Trichophyton rubrum, Trichophyton 

mentagrophytes e Microsporum canis, apresentando atividade antifúngica efetiva com 

valores de CIM entre 0,03-62,5 µg/mL. Cepas de C. krusei mostrou-se mais sensível e 

cepas de C. albicans mais resistentes ao composto sintetizado. O ensaio de toxicidade 

foi realizado em modelo in vivo usando larvas de Galleria mellonella. O teste foi 

executado por inoculação com a mesma concentração de α-Ag2WO4 usada nos testes 

de microdiluição anteriores, e não apresentou toxicidade. O ensaio de time kill foi 

realizado com cepas clínicas e referências das espécies de Candida e dermatófitos. 

Esses resultados mostram uma potencial aplicação no controle de infecções fúngicas 

inovando os protocolos terapêuticos. 

 

 

 

Palavras chave: Infecções fúngicas. Nanoestruturas de tungstato de prata. 

Dermatófitos. Leveduras.  
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Introdução 

 

Atualmente, as infecções fúngicas têm se tornado um problema de saúde 

pública, sendo responsáveis pela maioria das causas de infecções em pacientes 

imunocomprometidos, aumentando as taxas de morbimortalidade na população 

mundial.1-3 As micoses superficiais são caracterizadas pela infecção até o estrato 

córneo com baixa resposta inflamatória, e corresponde a principal causa de doença de 

pele, podendo ser ocasionados por fungos dermatófitos e leveduriformes.4,5  

Os dermatófitos são fungos altamente especializados capazes de degradar 

queratina presente em pele, unhas e cabelo causando dermatofitoses, sendo os 

gêneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton mais frequentemente 

isolados.4,6 Durante o processo de infecção,  remodelam o metabolismo do tecido 

hospedeiro para superar seus mecanismos de defesas, e este processo envolve a 

produção de uma ampla variedade de enzimas hidrolíticas como elastases, proteases, 

lípases, para captação de nutrientes. Outro grupo também frequentemente 

encontrado são as leveduras do gênero Candida, com alta incidência nas 

dermatomicoses.7,8 Candida albicans se destaca como principal agente dessas 

infecções, porém nos últimos anos espécies não-albicans (NAC) surgiram como 

patógenos oportunistas.9,10 As espécies NAC mais comuns de importância clínica são 

Candida krusei, Candida glabrata, o complexo Candida parapsilosis, Candida tropicalis 

e Candida guilliermondii.11-13 Os principais mecanismos de virulência dessas espécies 

incluem adesão, filamentação e uma ampla gama de produção de enzimas 

extracelulares importantes para colonização e infecção.14,15 
 

O tratamento das dermatofitoses consiste no uso de antifúngicos tópicos ou 

sistêmicos, sendo as principais classes os azóis, as poliaminas, alilaminas e 

equinocandinas, com alvos sobre componentes da parede celular e membrana 

citoplasmática.16 O uso prolongado desses fármacos no tratamento sistêmico, acarreta 

potenciais efeitos colaterais como danos hepatotóxicos e nefrotóxicos, contribuindo 

para a baixa adesão ao tratamento. Além disso, o surgimento de linhagens resistentes 

à terapêutica é evento comum, decorrente à seleção de clones novos a partir da 

exposição aos antifúngicos.17-19 Algumas espécies, como Candida krusei, por exemplo, 

apresentam resistência intrínseca aos azóis, especialmente o fluconazol e itraconazol, 

responsáveis pelo insucesso do tratamento.20,21 Entre os mecanismos de resistência, 

destacam-se ativação de bomba de efluxo, alterações nas vias de sínteses de 

ergosterol, modificações na parede celular ou na enzima alvo do fármaco. Os azóis 

atuam inativando a enzima C-14-α-desmetilase, interrompendo a síntese de ergosterol 

na membrana celular. Os poliênicos ligam-se ao ergosterol na membrana celular 

formando poros que alteram a permeabilidade da membrana, ocorrendo à perda de 

proteínas, hidratos de carbono e íons potássio, causando morte celular. As alilaminas 

inibem a enzima esqualeno epoxidase diminuindo a concentração de ergosterol, 

aumentando a permeabilidade da membrana celular, interrompendo a organização 
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celular e diminuindo o crescimento do fungo. As equinocandinas inibem a síntese de 

glucanas pela inativação da enzima 1,3-beta-glucana, resultando na interrupção da 

formação da parece celular.50  

Devido á crescente tolerância e resistência à terapêutica convencional, os 

materiais em nanoescala surgem como novos agentes antimicrobianos. Nanopartículas 

metálicas são mais promissoras devido a grande proporção entre área de superfície e 

volume. 

A prata em associação com metais tem mostrado alta efetividade contra um 

amplo espectro de microrganismos. Um exemplo dessa associação é o tungstato de 

prata (α-Ag2WO4), um semicondutor com aplicações na quebra oxidativa de compostos 

orgânicos, na área dielétrica, optogenética/eletrofisiologia, propriedades 

fotoluminescentes e fotocatalíticas, bem como para sensores de gás e antimicrobiana. 

Estudos mostraram nanoestruturas de α-Ag2WO4 que ao ser irradiado com elétrons 

crescem filamentos de prata com ação plasmônica, tornando-o mais bactericida e 

fungicida. Nesse estudo, a amostra irradiada com elétrons apresentou efeito 

bactericida maior contra Staphylococcus aureus, do que a amostra obtida pelo método 

hidrotérmico convencional.22-26   

O objetivo deste trabalho foi realizar a síntese das nanoestruturas de tungstato de 

prata pelo método de coprecipitação simples, irradiado por elétrons, bem como 

avaliar a atividade antifúngica e fungicida das nanoestruturas e o tempo de morte 

frente a isolados de dermatófitos de origem humana e Candida spp., além de 

determinar a toxicidade in vivo em Galleria mellonella.  

 

Materiais e métodos 

Síntese do α-Ag2WO4 

A amostra de α-Ag2WO4 foi obtida pelo método de co-precipitação em meio 

aquoso utilizando o procedimento descrito por Assis et al. em trabalhos anteriores.27-29 

Primeiro, 1.10-3 mol de Na2WO4.2H2O (Aldrich, 99,5%) foi dissolvido em 50.0 mL de 

H2O destilado e mantido a 70°C. Em outro béquer, 2.10-3 mol de AgNO3 (Cennabras 

99,8%) foi dissolvido em 50.0 mL de H2O destilado e mantido a 70°C. Sob agitação, a 

solução de AgNO3 foi adicionada à solução de Na2WO4.2H2O, obtendo-se a formação 

de um precipitado branco. A solução foi deixada sob agitação durante 10 minutos, 

centrifugada e lavada várias vezes com água destilada (pH=7). O pó resultante foi seco 

em estufa a 60°C durante 24h. 

Caracterizações 

As amostras α-Ag2WO4 foram caracterizadas estruturalmente em um 

difratômetro de raios-X Rigaku, modelo DMax2500PC. O equipamento foi operado a 
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40 kV e 150 mA utilizando radiação Cu-Kα (λ = 1.5406 Å). A amostra também foi 

caracterizada por análise em microscópio eletrônico de varredura por emissão de 

campo (FE-SEM), utilizando um Supra 35-VP (Carl Zeiss) operado a 10 kV. A carga 

superficial da amostra (água, pH=7) foi analisada usando um Zetasizer NanoZS 

(Malvern, Reino Unido). 

Teste de susceptibilidade 

A diluição serial do α-Ag2WO4 permite determinar a concentração mínima de 

inibição que mata a célula fúngica. A análise da atividade antifúngica do α-Ag2WO4 foi 

realizada em duplicata de acordo com as instruções do método M27-A3 e M38 A-2 da 

CLSI.30,31 No estudo, foram utilizados isolados clínicos de C. albicans (CA1 - CA10), C. 

parapsilosis (CP1 - CP10), C. krusei (CK1 – CK10), C. tropicalis (CT1 - CT10), T. rubrum 

(TR1- TR10), T. mentagrophytes (TM1 - TM10), M. canis (MC1- MC10), além de cepas 

referências ATCCs (American Type Culture Colection) de C. albicans (ATCC 90028), C. 

parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 40147) e C. tropicalis (ATCC 13803); T. 

mentagrophytes (ATCC 11481), M. canis (ATCC 9865) e CBS (Fungal Biodiversity 

Centre) T. rubrum (CBS 118892). Cada inóculo foi ajustado de acordo com os 

respectivos protocolos do CLSI.   

As amostras do α-Ag2WO4 foram dissolvidas em metanol a 10% e adicionadas a 

uma placa de 96 poços de poliestireno contendo 100 µl de meio RPMI-1640 (Roswell 

Park Memorial Institute) em diluições de 1000 - 0,03 μg/mL. Posteriormente 100 µl de 

cada inóculo foi transferido para cada poço.  As placas foram incubadas nos tempos de 

24 horas para leveduras e 120 horas para dermatófitos, a 37 ºC.  

Para a determinação da concentração fungicida mínima (MFC), uma alíquota de 

cada poço foi transferida para placas contendo Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) com o 

auxílio de hastes estéreis de madeira. A MFC foi determinada através da concentração 

mínima que inibiu crescimento visível no meio de cultura. 

 

Ensaio de toxicidade in vivo 

A toxicidade do composto α-Ag2WO4 (62,5 µg/mL em 10% metanol) foi avaliada 

utilizando larvas do modelo experimental de toxicidade G. mellonella.33 Para cada 

condição, foram separadas 5 larvas de G. mellonella (275 ± 25 mg) no sexto instar de 

desenvolvimento em placas de petri (90x15 mm). Os volumes de 5 e 10 µl do 

composto foram injetados na última pró-pata da direita das larvas de G. mellonella 

utilizando uma microseringa de Hamilton modelo 7000.5KH de 10 μl nas seguintes 

doses 2,27 mg kg-1 (10 µl de 62,5 µg mL-1), 1,13 mg kg-1 (5 µl de 62,5 µg mL-1), 0,227 mg 

kg-1 (10 µl de 6,25 µg mL-1) e 0,0227 mg kg-1 (10 µl de 0,625 µg mL-1). Os controles do 

experimento foram larvas intocadas (naïve) e larvas inoculadas com 10% metanol. As 

larvas foram incubadas a 37°C, privadas de alimentação e iluminação direta. Foram 
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feitas avaliações da sobrevivência das larvas a cada 24 h, durante 5 dias e também 

foram retiradas diariamente as formações de pré-pupas para retardar a metamorfose.  

Time kill 

O ensaio foi conduzido usando uma modificação do método descrito por Klepser 

et al., com dez isolados de cada espécie de Candida e três de cada espécie de 

dermatófito.32 Valores do MIC obtidos por microdiluição em caldo foram usados nos 

estudos de tempo de morte. Os inóculos de leveduras foram preparados a partir de 

colônias repicadas em ASD com crescimento de 24 horas. As colônias foram 

adicionadas em tubo Falcon contendo 4,95 mL de Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) na 

concentração de 105 células por mL. Posteriormente 250 µl foram transferidos para 

novo tubo contendo 4,75 mL de CSD. Os inóculos de filamentosos foram preparados a 

partir de cultura de 7 dias em Agar Batata Dextrose (ABD) para indução de 

esporulação. Suspensões de 50 µl foram adicionadas em 4,95 mL de CSD. Após a 

preparação dos inóculos, realizou-se diluição 1:1 (1 mL da solução do α-Ag2WO4 na 

concentração 2x o MIC com 1 mL do inóculo). 

Um tubo sem α-Ag2WO4 foi incluído como controle de crescimento para cada 

isolado. Em pontos de tempo predeterminados (8, 12 e 24h) para leveduras e (8, 24 e 

48h) para dermatófitos, uma alíquota de 10 µl foi retirada de cada amostra, e semeada 

em placas de ASD, com auxílio de alça Drigalski, incubadas a 30° C. As contagens de 

colônias foram determinadas após 24h (leveduras) e 120h (dermatófitos) e expressas 

como número de unidades formadoras de colônias (UFC/mL). A porcentagem de 

inibição foi calculada por comparação com o controle de crescimento usando o 

método de contagem de colônias.  

 

 Resultados e discussão 

 Síntese e caracterizações do α-Ag2WO4 

Para verificar se o material foi obtido, análises de difração de raios X (DRX) foram 

realizadas. Observa-se na Figura 1A que α-Ag2WO4 foi indexado com fase 

ortorrômbica pertencente ao grupo Pn2n de acordo com a ficha nº 243987 do banco 

de dados ICSD (Inorganic Crystal Database).34 Nenhuma outra fase foi obtida, 

apresentando grande pureza do material. As Figuras 1B e 1C mostram imagens de FE-

SEM em diferentes ampliações. Observa-se que os materiais possuem morfologia 

homogênea de microbastões hexagonais, estabilizados pelas superfícies (010), (101) e 

(100).35,36 O tamanho médio obtido para esta amostra foi de 203 nm de largura por 

1237 nm de comprimento. O potencial zeta obtido para esses microbastões foi de -26 

mV, de acordo com trabalhos publicados anteriormente.37,38 
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O potencial antimicrobiano do α-Ag2WO4 irradiado por feixe de elétrons já é 

comprovado pela literatura. Longo e colaboradores demonstraram atividade 

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus resistente à meticilina (MRSA). As 

amostras irradiadas reduziram 4 vezes o MIC em comparação as amostras não 

irradiadas.51 

Figure 1 – A) padrões de XRD da amostra α-Ag2WO4; e imagens FE-SEM da amostra α-

Ag2WO4 obtida nas ampliações B) 20K e C) 100K. 

Teste de susceptibilidade antifúngica 

 

A atividade antifúngica das nanoestruturas do tungstato de prata é mostrada na 

Tabela 1. Em geral, o α-Ag2WO4 apresentou atividade antifúngica efetiva considerando 

os valores de MIC de 0,03 - 62,5 µg/mL contra as linhagens de leveduras e 0,4 – 15,6 

µg/mL para dermatófitos.  

A melhor atividade foi observada em Candida krusei (CK4 e CK6) com MIC de 

0,03 µg/mL; seguido por Candida parapsilosis (CP1 e CP2) com MIC de 0,06 µg/mL. 

Esse resultado é importante porque essas espécies têm se mostrado resistentes a 

fármacos azólicos, principalmente o fluconazol. Jamiu e colaboradores ressaltam a 

mudança no perfil de infecções causadas por Candida spp. nos últimos anos, com 

destaque para C. krusei, com potencial patogênico e rápida capacidade de desenvolver 

resistência adquirida frente a outras classes de antifúngicos.39-42  

Os valores mais baixos da atividade inibitória foram encontrados em cepas 

clínicas de C. albicans, com valor de MIC entre 31,2 e 62,5 µg/mL mostrando menor 

atividade do tungstato. Diferentemente, frente à cepa CAATCC observou-se atividade 

inibitória com MIC 3,9 µg/mL. Estudos conduzidos por Foggi e colaboradores (2017) 

evidenciaram a ação fungistática e fungicida de α-Ag2WO4 contra C. albicans ATCC 

(90028), com valores de MIC de 3,9 µg/mL, corroborando com os resultados do 

presente estudo. Ressalta-se que nessa pesquisa o número maior de linhagens clínicas 

utilizadas são provenientes de nichos anatômicos diferentes. A variabilidade de 

ambiente e o estresse sofrido por esses isolados podem contribuir para mudanças no 

mecanismo de defesa e tolerância desses microrganismos, justificando valores de MICs 

e MFCs variáveis para as outras linhagens de C. albicans. 43  
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Já para os dermatófitos, foi registrada, em geral, valor de MIC 3,9 µg/mL. A 

melhor atividade antifúngica do tungstato de prata foi encontrada frente à espécie M. 

canis (MC8) com MIC 0,48 µg/mL; e a menor, com MIC 15,6 µg/mL, para as cepas 

TMATCC, MC9 e MC10. Nos últimos anos, diversos estudos têm demonstrado o 

crescente aumento de linhagens de dermatófitos resistentes a terapêutica 

convencional. Em estudo conduzido por Azambuja e colaboradores, até 25% das 

linhagens de T. rubrum apresentaram resistência ao fluconazol e itraconazol.44 Diante 

disso, o tungstato com seu baixo valor de MIC, apresenta-se como opção viável para 

novas abordagens no tratamento das dermatofitoses.45,46 

 A média geométrica dos MICs e MFCs calculadas (Tabela 2) ressalta que a 

melhor atividade de MIC e MFC do tungstato de prata foi observada contra as 

linhagens de C. krusei (0,17/0,66 µg/mL, respectivamente) para leveduras, enquanto 

para dermatófitos contra T. rubrum (2,9/3,3 µg/mL). 

 

Tabela 1: Os valores de MIC e MFC do α-Ag2WO4 contra cepas de leveduras e 
dermatófitos. 

C. 
albicans 

MIC 

(µg/mL) 

MFC 

(µg/
mL) 

C. 
parapsilo

sis 

MIC 

(µg/m
L) 

MFC 

(µg/
mL) 

C . 
krusei 

MIC 

(µg/m
L) 

MFC 

(µg/
mL) 

C. 
tropicali

s 

MIC 

(µg/
mL) 

MFC 

(µg/
mL) 

CAATCC 3,9 500 CPATCC 3,9 1000 CKATCC 0,48 1,95 
CTATC

C 
1,95 1000 

CA1                                               62,5 62,5 CP1 0,06 0,06 CK1 0,48 0,97 CT1 0,97 0,97 

CA2                  62,5 62,5 CP2 0,06 0,24 CK2 0,24 0,97 CT2 0,48 0,48 

CA3 62,5 125 CP3 0,24 0,48 CK3 0,24 0,97 CT3 0,48 0,97 

CA4 62,5 125 CP4 0,12 0,12 CK4 0,03 0,97 CT4 0,24 0,24 

CA5 31,2 62,5 CP5 1,95 1,95 CK5 0,12 0,24 CT5 0,97 0,97 

CA6 31,2 62,5 CP6 0,24 0,24 CK6 0,03 0,03 CT6 0,48 0,48 

CA7 62,5 62,5 CP7 0,48 0,48 CK7 0,24 0,97 CT7 0,48 0,48 

CA8 62,5 62,5 CP8 0,97 0,97 CK8 0,48 0,97 CT8 0,24 0,24 

CA9 62,5 62,5 CP9 0,97 0,97 CK9 0,12 0,97 CT9 0,48 0,48 

CA10 62,5 62,5 CP10 0,24 0,24 CK10 0,24 0,97 CT10 0,24 0,24 

  

T. 
rubrum 

MIC 

(µg/mL) 

MFC 

(µg/
mL) 

T. 
mentagro

phytes 

MIC 

(µg/m
L) 

MFC 

(µg/
mL) 

M. canis 

MIC 

(µg/
mL) 

MFC 

(µg/mL
) 

      

TRATCC 
TR1 

1,9 
3,9 

3,9 
3,9 

TMATCC 
TM1 

15,6 
3,9 

15,6 
7,8 

MCATCC 
MC1 

3,9 
1,9 

3,9 
3,9      

TR2 7,8 7,8 TM2 3,9 7,8 MC2 3,9 7,8      
TR3 3,9 3,9 TM4 3,9 7,8 MC3 3,9 3,9      
TR5 3,9 3,9 TM5 3,9 7,8 MC4 3,9 7,8      

TR6 3,9 3,9 TM6 3,9 3,9 MC5 0,9 3,9      
TR7 1,9 1,9 TM7 3,9 7,8 MC6 3,9 3,9      
TR8 0,9 1,9 TM8 7,8 7,8 MC8 0,4 7,8      
TR9 1,9 1,9 TM9 3,9 7,8 MC9 15,6 15,6      
TR10 3,9 3,9 TM10 1,9 1,9 MC10 15,6 15,6      

Fonte: o autor. 
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Tabela 2: Média geométrica da MIC e MFC de cada espécie. 

 

 

Teste de toxicidade em Galleria mellonella 

 

A toxicidade do composto foi analisada no modelo in vivo Galleria mellonella. 

Este sistema modelo tem semelhanças com a resposta imune inata dos mamíferos e 

possui defesas celulares e humorais. Os hematócitos larvais funcionam como fagócitos 

e liberam proteínas semelhantes aos anticorpos de mamíferos.33,47,48,49 A toxicidade do 

composto Ag2WO4 foi avaliada com larvas do modelo invertebrado e alternativo de 

virulência e toxicidade Galleria mellonella. Todas as larvas controle (naïve e inoculada 

com 10% metanol) sobreviveram até o final do experimento. Todas as larvas 

inoculadas com as diferentes doses do composto sobreviveram até o final do 

experimento, indicando a não toxicidade do composto α-Ag2WO4 nas doses testadas 

(figura 3). 
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Figura 2: Representação gráfica do teste de toxicidade de α-Ag2WO4 e controles 

(solução de metanol 10%) em Galleria mellonella. 

 

Time kill 

 

O ensaio de tempo de morte foi realizado ao longo de um período de 24h para 

leveduras e 48h para dermatófitos, sendo expostos à concentração de 2x o MIC para 

cada espécie. Um gráfico foi traçado entre o número logarítmico de UFC/mL e o tempo 

(Anexo A). A redução máxima de UFC/mL para cepas de Candida parapsilosis, foi 

observada com 12 e 24h, com taxa de inibição de 92,24%, em comparação ao controle. 

MÉDIA GEOMÉTRICA (µg/mL)

C. 

albicans

C. 

parapsilosis
C. krusei

C. 

tropicalis
T. rubrum

T. 

mentagrophytes
M. canis

MIC 42,8 0,37 0,17 0,51 2,9 4,4 3,2

MFC 85,6 0,74 0,66 0,96 3,3 6,7 6,3
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Já para cepas de Candida tropicalis, a taxa de inibição chegou a 95,92% com 12h. 

Candida krusei obteve maior índice de inibição 82,87% com 8h. Em Candida albicans, 

todas as cepas foram inibidas 100% com 8h de incubação.  

Já para os dermatófitos, Microsporum canis teve maior taxa de inibição 92,86% 

com 48h de incubação. Com 48h de incubação, Trichophyton mentagrophytes obteve 

sua maior taxa de inibição com 98,33%. Trichophyton rubrum foi 100% inibido com 

apenas 8h de incubação.  

 

Conclusão 

 

O α-Ag2WO4 sintetizada pelo método de coprecipitação simples em meio aquoso, 

e irradiado por elétrons através de um microscópio eletrônico de varredura de alta 

resolução (MEV) é alternativa factível como estratégia de controle para doenças 

fúngicas causadas por espécies de Candida e dermatófitos, com boa atividade 

antimicrobiana. Os menores valores de MIC contra cepas de não-albicans caracterizam 

um resultado importante, uma vez que estas espécies têm mostrado uma resistência à 

terapêutica convencional, principalmente a drogas azólicas. Considerando-se a 

atividade antifúngica do composto  α-Ag2WO4 mesmo em concentrações mínimas de 

ação, e, o efeito não tóxico in vivo observado em ensaios com Galleria mellonella, a 

opção terapêutica apresenta potencial para futuros ensaios clínicos no tratamento das 

dermatofitoses e dermatomicoses. 
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7. CONCLUSÃO 

 

O α-Ag2WO4 é de fácil obtenção e apresentou uma boa atividade 

antifúngica, tanto para fungos dermatófitos, quanto para leveduras. 

Considerando também o efeito não tóxico in vivo observado em ensaios com 

Galleria mellonella, torna-se uma opção para futuros ensaios clínicos no 

tratamento das dermatofitoses e dermatomicoses. 
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Anexo A. Representação gráfica da curva de crescimento das cepas em 

contato com o α-Ag2WO4. 
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