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Resumo

Estudos tém sido conduzidos com o intuito de prevenir a formagao do biofilme em
biomateriais ou buscar terapias alternativas para o tratamento de doengas decorrentes
da instalacdo do biofiime. Como terapia alternativa, este estudo avaliou (1) a
citotoxicidade da terapia fotodindmica (PDT), através da utilizacdo de queratinécitos
humanos co-cultivados com Candida albicans. Em relagcao a prevencgao da formagao
do biofilme, (2) foi avaliada a citotoxicidade de nanoparticulas (NP) de tungstato de
prata (Ag2WO0Os4) e de molibdato de prata (Ag2MoQOa), em solugao e como revestimento
de biomateriais. No estudo 1, a co-cultura foi realizada utilizando uma membrana
Transwell, em que células e micro-organismos cresceram separadamente durante
24h, e ficaram em contato por mais 24h. Apds este periodo, a PDT foi realizada
utilizando-se a curcumina como fotossensibilizador. As seguintes condigcdes foram
testadas: P+ L+; P- L+; P+ L; P- L. Além disso, como controle negativo, trés
membranas de cada placa foram destinadas apenas ao crescimento de micro-
organismos e outros trés pogos para o crescimento de células separadamente, com
seus respectivos meios. A proliferagao celular, foi avaliada através dos testes Alamar
Blue, MTT, XTT e UFC. Para o estudo 2, as NP foram sintetizadas e caracterizadas
através de Microscopia Eletrénica de Varredura e Difracdo de Raios X. A partir da
confeccao das NP, foram feitas as solugdes e o revestimento de titénio (Ti), zirconia
(Zi), resina acrilica (RA) e silicone (Si). Para a realizagcéo do teste de citotoxicidade,
100 uL da suspensao composta por 1,5 x 104 células/ml (HaCat) foram colocados em
cada compartimento de uma placa com 96 orificios, incubada em estufa com 5% de
COz2, a 37°C por 24 horas. Apos tal periodo de incubacdo, o meio de cultura foi
desprezado, permanecendo as células aderidas no fundo da placa. 100 yL de meio
de cultura contendo as nanoparticulas em solugao ou os extratos foram colocados em
cada orificio da placa. A placa foi incubada por mais 24 horas. A proliferacao celular
foi avaliada por meio dos testes Alamar Blue, MTT e CytoTox-One. Analises

quantitativas e qualitativas foram realizadas para os dois estudos. Na avaliacéo



quantitativa, foram utilizadas analises de variancia, aplicadas sobre as porcentagens
de células vivas em relagdo ao controle. Essa analise foi complementada por
comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. Os resultados do metabolismo celular
foram comparados com o controle negativo e os grupos foram classificados como n&o
citotoxico (inibicdo menor do que 25% em relagéo ao grupo controle), discretamente
citotoxico (inibicdo entre 25% e 50%), moderadamente citotdxico (inibigao entre 50%
e 75%) e intensamente citotoxico (inibicdo maior do que 75%). Para o estudo 1, no
teste Alamar Blue, no que se refere aos queratinécitos, observa-se que os grupos
P+L+, P+L- e P-L+ apresentaram diferencga estatisticamente significativa em relagéo
ao grupo P-L-. Com relagdo a Ca albicans, no mesmo teste, a viabilidade celular foi
menor no grupo P+L+ relativamente aos demais grupos. Para o teste MTT, o qual
avaliou a viabilidade celular dos queratinécitos, observa-se que o grupo P+L+ foi
estatisticamente diferente aos outros grupos. Na analise da viabilidade celular para
Ca albicans (teste XTT) foram obtidos resultados equivalentes para os grupo P+L+ e
P-L+. Para todos os testes, o grupo P-L- foi estatisticamente igual ao grupo controle,
indicando que a interagao celular em co-cultura nao influenciou o metabolismo dos
queratinécitos e Candida albicans. A maior reducao de UFC/mL foi no grupo P+L+,
com diminuicéo de 1,7 log10 com relagdo ao grupo controle. Considerando-se cada
grupo isoladamente para o ensaio de Alamar Blue, a PDT teve maior efeito citotéxico
sobre a viabilidade celular, de forma que no grupo P+L+, para ambas células (Ca
albicans e queratindcitos), a viabilidade celular ficou entre 50 e 75% em relagao ao
controle, tendo sido os grupos classificados como discretamente citotoxicos. Os
demais grupos testados, tiveram uma inibi¢do celular menor que 25%, e neste caso
os grupos foram classificados como nao citotoxicos. Entretanto, através dos
resultados obtidos com o ensaio MTT, todos os grupos, com exce¢ao do P-L-, foram
classificados como discretamente citotoxicos, com uma viabilidade celular dos
queratinécitos entre 50 e 75%. Quando avaliados os resultados do teste XTT para a
Ca albicans, apenas o grupo P-L- foi considerado nao citotéxico, enquanto os grupos
P+L- e P-L+ apresentaram uma inibicao intermediaria entre 25 e 75% das células
viaveis, classificando-se como discretamente citotoxico. Além disso, o P+L+ foi o
grupo que obteve maior toxicidade, tendo sido considerado como moderadamente
citotéxico. No estudo 2, ambas nanoparticulas em solugdo foram intensamente

citotoxicas para o teste Alamar Blue, apresentando uma inibicdo maior que 75% das



células. Entretanto, ndo houve diferenga na citotoxicidade das nanoparticulas como
revestimento para a maioria dos biomateriais. Dentre os biomateriais testados, o
silicone foi mais téxico do que os outros demais materiais quando nao revestidos.
Portanto, pode-se concluir que no estudo 1, a PDT inibiu o metabolismo dos
queratinécitos e Candida albicans nos diferentes testes realizados, tendo sido
considerada um terapia de moderada a discretamente citotdxica. A interacéo celular
em co-cultura ndo influenciou o metabolismo dos queratinécitos e Candida albicans.
No estudo 2, as nanoparticulas de Ag2WO4 e Ag2MoOs4, em solucao, foram tdxicas em
diferentes concentragdes, sendo inviavel o uso diretamente sobre as células. Os
biomateriais revestidos com nanoparticulas nao apresentaram citotoxicidade

significativa.

Palavras Chave: Teste de materiais. Biofilmes. Fotoquimioterapia. Nanoparticulas.
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Abstract

Studies have been conducted in order to prevent biofilm formation on biomaterials or
seek alternative therapies for the treatment of diseases caused by biofilm installation.
As an alternative therapy, this study evaluated (1) the cytotoxicity of photodynamic
therapy (PDT) by the use of co-cultured human keratinocytes with Candida albicans
(Ca). In relation to prevention of biofilm formation, (2) the cytotoxicity was evaluated
nanoparticles (NP) silver tungstate (Ag2WO4) and silver molybdate (Ag2MoQOa), in
solution and as a biomaterial coating. In study 1, the co-culture was performed using
a Transwell membrane, and cells in which micro-organisms grown separately for 24 h,
and were in contact for a further 24h.After this period, PDT was performed using
curcumin as a photosensitizer. The following conditions were tested: P+ L+; P- L+; P+
L; P- L. In addition, as a negative control, three membranes of each plate were
assigned only to the growth of microorganisms and another three wells for cell growth
separately with respective means. Cell proliferation was evaluated by testing the
Alamar Blue, MTT, XTT, and CFU. For the study 2, the NP were synthesized and
characterized by scanning electronic microscopy and X-ray diffraction. Since the
making of the NP, they were made solutions and the titanium coating (Ti), zirconium
(Zi), acrylic resin (RA) and silicon (Si). To perform the cytotoxicity assay, 100 uL of
suspension composed of 1.5 x 10* cells / mL (HaCaT) were placed in each
compartment of a plate with 96 wells, incubated in an incubator with 5% CO2at 37 ° C
for 24 hours. After this incubation period, the culture medium was discarded, remaining
adhered cells at the bottom of the wells. 100 pL of culture medium containing the
nanoparticles in solution and the extracts were placed on each plate hole. The plate
was incubated for another 24 hours. Cell proliferation was assessed using the Alamar
Blue test, MTT and CytoTox-One. Quantitative and qualitative analyzes were
performed for the two studies. The quantitative assessment, were used analysis of

variance, applied to the percentages of living cells compared to control.



This analysis was complemented by multiple comparisons by Tukey test. The cellular
metabolism results were compared with the negative control and the groups were
ranked as non cytotoxic (a lower inhibition than 25% compared to the control group),
slightly cytotoxic (inhibition between 25% and 50%), moderately cytotoxic (inhibition
between 50% and 75%) and intensely cytotoxic (greater than 75% inhibition). For study
1, the Alamar Blue assay, as regards the keratinocytes, were observed that the groups
P+L+, P+L- and P-L+ present statistically significant difference from the P-L- group.
Regarding the Ca, in the same test, cell viability was lower in the P+L+ group in relation
to other groups. For the MTT assay, which evaluated the cell viability of the
keratinocytes, it was observed that the P+L+ group was statistically different from the
other groups. In the analysis of cell viability for Ca (XTT assay) were obtained similar
results for the P+L+ and P-L+. groups. For all tests, the PL-group was statistically
similar to the control group, indicating that the cell interaction co-culture did not
influence the metabolism of keratinocytes and Ca. The greatest reduction in CFU / mL
was in the P+L+ group, with decreased 1.7 log'™ compared to the control group.
Considering each group separately for the Alamar Blue assay PDT had a greater
cytotoxic effect on cell viability, so that the P+L+ group to both cells (Ca and
keratinocytes), cell viability was between 50 and 75 % compared to the control, being
both groups classified as slightly cytotoxic. The other groups tested, had less than 25%
inhibition of cell, and in this case the groups were ranked as non-cytotoxic.

However, through the results obtained with MTT assay, all groups except the P-L-,
were classified as discreetly cytotoxic, with a cell viability of keratinocytes between 50
and 75%. When assessing the results of the XTT test for Ca, only the P-L-group was
considered non-cytotoxic, while the P+L- e P-L+ groups and showed an intermediate
inhibition between 25 and 75% of viable cells and were classified as discreetly
cytotoxic. In addition, the P+L+ was a group which obtained the highest toxicity and
was considered as moderately cytotoxic. In study 2, both nanoparticles in solution were
intensively cytotoxic to Alamar Blue test, showing greater than 75% inhibition of the
cells. However, there was no difference in cytotoxicity of nanoparticles as a coating for
most biomaterials. Among the tested biomaterials, silicon was more toxic than other
materials when the other uncoated. Therefore, it can be concluded that in study 1, PDT
inhibited the metabolism of keratinocytes, and Ca in the different tests and was

considered a moderate to discreetly cytotoxic therapy. Cell interactions in co-culture



did not influence the metabolism of the keratinocytes and Ca. In study 2, Ag2WOs4
nanoparticles and Ag2MoOu, in solution, in different concentrations were toxic, and
unfeasible to use directly on cells. Biomaterials coated with nanoparticles showed no

significant cytotoxicity.

Key words: Materials Testing. Biofilms. Photochemotherapy. Nanopatrticles.
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1- INTRODUGAO

Diversos séo os tratamentos propostos para as infecgdes microbianas. O
tratamento mais comumente recomendado tem sido a utilizacdo de medicamentos
antimicrobianos, os quais podem ser de aplicagao topica ou sistémica. Porém, o uso
de drogas é limitado por inumeros fatores, como resisténcia dos micro-organismos,
baixa solubilidade e alta toxicidade. Um dos mecanismos especificos de resisténcia
dos micro-organismos aos antimicrobianos € a formagdo do biofiime. Sob
determinadas condigdes, os micro-organismos se aderem, interagem com as
superficies e iniciam crescimento celular. Essa multiplicagdo da origem a colbnias e
gquando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes, residuos e outros micro-
organismos, forma-se o biofiime® 23. Assim, biofilmes sdo complexos ecossistemas
microbioldgicos embebidos em uma matriz de polimeros orgéanicos, aderidos a uma

superficied.

A maioria dos micro-organismos cresce formando biofilmes estruturados
sobre determinadas superficies ao invés de se desenvolver em suspensao. Estima-se
que 65% de todas as infecgdes microbioldégicas em humanos envolvem a formacgao
de biofilmes'®. A adesao de micro-organismos na cavidade bucal é pré-requisito para
a formacgao do biofilme bacteriano, o qual pode levar ao desenvolvimento da carie
dental e outras doengas bucais. A formacao de biofilme pode resultar na tolerancia
dos micro-organismos a altas concentragdes de varios antibiéticos, o que resulta em
infecgbes cronicas apesar do tratamento’®. Sendo assim, a prevencao da formacao
de biofilme é considerada a medida mais eficaz a ser assumida contra os problemas

relacionados as infecgdes.

Por esse motivo, estudos tém sido conduzidos com o intuito de prevenir a
formacdo do biofiime em biomateriais ou buscar terapias alternativas para o
tratamento de doencgas decorrentes da instalagao do biofilme. Em relacéo a prevencao
da formagao do biofilme, existe um significante interesse no desenvolvimento de
biomateriais antimicrobianos para aplicacdo nos servicos de saude, medicina,
industrias de higiene pessoal e alimentos. Nesse contexto, as propriedades de

algumas nanoparticulas tém sido avaliadas. Diferentes biomateriais podem ser



18

revestidos com nanoparticulas objetivando melhorar as suas propriedades bioldgicas,

particularmente com relagcédo a adeséo e a proliferagdo de micro-organismos.

Por meio da nanotecnologia, estudos recentes tém avaliado a atividade
antimicrobiana de varias nanoparticulas’ 4-6- 10-12. 14, 20-21 " Alteracdes na superficie dos
biomateriais para melhorar a biocompatibilidade e reduzir a atividade dos micro-
organismos sao altamente desejaveis. O revestimento com nanoparticulas tem sido
utilizado em uma série de produtos médicos, porque pode conferir aos materiais
propriedades desejaveis, tais como afinidade bioldgica e bioatividade? 16-17. 22,
Entretanto, estudos com o objetivo de avaliar a biocompatibilidade de biomateriais
inorganicos revestidos com essas nanoparticulas devem ser realizados, pois ainda

foram pouco explorados.

Em relagéo as terapias alternativas, a terapia fotodinamica (PDT) tem sido
considerada um método promissor para o tratamento de infecgbes superficiais. O
processo fotodindmico requer a utilizagcdo de um composto quimico denominado
fotossensibilizador (FS), a aplicagdo de uma luz que seja correspondente a banda de
absorgdo do FS, e a presenca de oxigénio’. Inicialmente, a célula-alvo deve ser
tratada com um FS de absorcdo maxima de luz especifica, num processo conhecido
como fotossensibilizacdo. Em seguida, uma fonte de luz deve ser acionada para a
iluminacdo do alvo sensibilizado. A interagdo da luz de comprimento de onda
adequado com o FS, na presenga de oxigénio, resulta em espécies reativas como o
oxigénio singlete e radicais livres que, através de reagdes oxidativas sdo capazes de
induzir a morte ou inativagdo celular 7 5. Inicialmente, os FSs atuam sobre a
membrana celular, entdo, ha um aumento na permeabilidade celular, o que permite a
penetracdo do FS na célula, de modo que este tenha agdo sobre outras organelas
intracelulares® '3, Essa terapia poderia suprir as dificuldades encontradas com os
tratamentos antifungicos convencionais. Além disso, os FSs naturais, se efetivos,
poderiam auxiliar na difusdo da PDT como modalidade terapéutica para o tratamento
da estomatite protética. Entretanto, faltam estudos sobre a biocompatibilidade desses

FSs naturais utilizados.

A avaliagdo da citotoxicidade de novos produtos deve ser realizada uma

vez que cerca de 40% dos novos farmacos nao sao colocados no mercado devido aos
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efeitos colaterais toxicologicos. Dessa forma, o objetivo da presente dissertagao foi
realizar um estudo sobre diferentes métodos de prevencéo ou eliminagao de biofilme
em superficies de biomateriais. Para isso, esta dissertagcado foi dividida em dois
capitulos: Capitulo 1: Efeito citotéxico da terapia fotodinamica, sobre células epiteliais
guando em co-cultura com as espécies de Candida; Capitulo 2: Biocompatibilidade de

nanoparticulas utilizadas na preveng¢ao da formagao do biofilme.
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2- PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade da terapia
fotodinamica utilizada na eliminagao do biofilme por meio da utilizagcdo de células
epiteliais em co-cultura com Candida albicans e avaliar a biocompatibilidade de

biomateriais revestidos com nanoparticulas de a-Ag2WOa4 e a-Ag2MoOa.
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3- CAPITULO 1

EFEITO CITOTOXICO DA TERAPIA FOTODINAMICA, SOBRE CELULAS
EPITELIAIS QUANDO EM CO-CULTURA COM AS ESPECIES DE CANDIDA!

RESUMO

Este estudo avaliou a citotoxicidade da terapia fotodinamica (PDT), através da
utilizacdo de queratinocitos humanos co-cultivados com Candida albicans. A co-
cultura foi realizada utilizando uma membrana Transwell, em que células e micro-
organismos cresceram separadamente durante 24h, e ficaram em contato por mais
24h. Apos este periodo, a PDT foi realizada utilizando-se a curcumina como
fotossensibilizador. As seguintes condigbes foram testadas: P+ L+ (grupo
experimental PDT); P- L+ (grupo controle da agao da luz LED sobre as células); P+ L-
(grupo controle da atividade do agente fotossensibilizador sobre as células); P- L-
(grupo controle nado tratado). Além disso, como controle negativo, trés membranas de
cada placa foram destinadas apenas ao crescimento de micro-organismos e outros
trés pogos para o crescimento de células separadamente, com seus respectivos
meios. A proliferacéo celular, foi avaliada através dos testes Alamar Blue, MTT, XTT
e UFC. Analises quantitativas e qualitativas foram realizadas. Na avaliagao
quantitativa, foram utilizadas analises de variancia, aplicadas sobre as porcentagens
de células vivas em relacdo ao controle. Essa analise foi complementada por
comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. Os resultados do metabolismo celular
foram comparados com o controle negativo e os grupos foram classificados como n&o
citotdxico (inibicao menor do que 25% em relagdo ao grupo controle), discretamente
citotdxico (inibigao entre 25% e 50%), moderadamente citotoxico (inibicdo entre 50%
e 75%) e intensamente citotdxico (inibigdo maior do que 75%). No teste Alamar Blue,
no que se refere aos queratindcitos, observa-se que os grupos P+L+, P+L- e P-L+
apresentaram diferenga estatisticamente significativa em relagao ao grupo P-L-. Com

relacdo a Ca albicans, no mesmo teste, a viabilidade celular foi menor no grupo P+L+

! De acordo com o Guia de Trabalhos Academicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver.
Disponivel no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/#biblioteca/manual
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relativamente aos demais grupos. Para o teste MTT, o qual avaliou a viabilidade
celular dos queratinécitos, observa-se que o grupo P+L+ foi estatisticamente diferente
aos outros grupos. Na analise da viabilidade celular para Ca albicans (teste XTT)
foram obtidos resultados equivalentes para os grupo P+L+ e P-L+. Para todos os
testes, o grupo P-L- foi estatisticamente igual ao grupo controle, indicando que a
interagdo celular em co-cultura ndo influenciou o metabolismo dos queratindcitos e
Candida albicans. A maior redugédo de UFC/mL foi no grupo P+L+, com diminuigao de
1,7 log1io com relagdo ao grupo controle. Considerando-se cada grupo isoladamente
para o ensaio de Alamar Blue, a PDT teve maior efeito citotdxico sobre a viabilidade
celular, de forma que no grupo P+L+, para ambas células (Ca albicans e
queratindcitos), a viabilidade celular ficou entre 50 e 75% em relagdo ao controle,
tendo sido os grupos classificados como discretamente citotoxicos. Os demais grupos
testados, tiveram uma inibigao celular menor que 25%, e neste caso os grupos foram
classificados como néo citotoxicos. Entretanto, através dos resultados obtidos com o
ensaio MTT, todos os grupos, com exceg¢dao do P-L-, foram classificados como
discretamente citotoxicos, com uma viabilidade celular dos queratinécitos entre 50 e
75%. Quando avaliados os resultados do teste XTT para a Ca albicans, apenas o
grupo P-L- foi considerado nado citotdéxico, enquanto os grupos P+L- e P-L+
apresentaram uma inibicdo intermediaria entre 25 e 75% das células viaveis,
classificando-se como discretamente citotoxico. Além disso, o P+L+ foi o grupo que
obteve maior toxicidade, tendo sido considerado como moderadamente citotdoxico. A
PDT inibiu o metabolismo dos queratindcitos e Candida albicans nos diferentes testes
realizados, tendo sido considerada um terapia de moderada a discretamente

citotoxica.

Palavras Chave: Terapia fotodinamica. Curcumina. Co-cultura. Candida.
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INTRODUGAO

As falhas nos procedimentos de higienizagado permitem que os residuos
aderidos a determinadas superficies transformem-se em potencial fonte de
contaminagdo. Sob determinadas condi¢des, os micro-organismos se aderem,
interagem com as superficies e iniciam crescimento celular. Essa multiplicacéo da
origem a col6nias e quando a massa celular é suficiente para agregar nutrientes,
residuos e outros micro-organismos, forma-se o biofilme'™ 0. Assim, biofilmes sdo
complexos ecossistemas microbiolégicos embebidos em uma matriz de polimeros
orgéanicos, aderidos a uma superficie’.

A maioria dos micro-organismos cresce formando biofilmes estruturados
sobre determinadas superficies ao invés de se desenvolver em suspensao. Estima-se
que 65% de todas as infecgdes microbioldégicas em humanos envolvem a formacgao
de biofilmes**. A adesao de micro-organismos na cavidade bucal é pré-requisito para
a formacao do biofilme bacteriano, o qual pode levar ao desenvolvimento da carie
dental e outras doencas bucais.

A colonizagéao por diferentes micro-organismos e subsequente formagéo do
biofiime sao fatores relevantes no desenvolvimento de patogéneses, como, por
exemplo, a estomatite protética, que é a condi¢ao inflamatdria eritematosa encontrada
com maior frequéncia nos pacientes portadores de préoteses removiveis parciais ou
totais® " 25, Tal doenca caracteriza-se por eritema difuso, que pode ter aspecto
homogéneo ou de pontos ou areas focais avermelhados, além de apresentar variadas
alteracdes na textura e superficie da mucosa palatina. Essas reagdes inflamatérias
podem ou ndo estar associadas as hiperplasias causadas por uma variedade de
fatores relacionados a prétese, como trauma, uso continuo, ma higienizagéo e agéao
de bactérias e fungos®.

Apesar da etiologia multifatorial, a contaminagao por espécies fungicas e
sua aderéncia a superficie das proteses parece ser o fator primordial para o inicio e a
propagacdo da estomatite protética> 4 5. Essa relagdo pode ser explicada pela
presenca de inumeros poros existentes na base das proteses, nos quais diferentes
micro-organismos se alojam, acarretando em condi¢cbes propicias para as infecgoes.
Glass et al.?3 verificaram a presenca de varios tipos de micro-organismos patogénicos

e oportunistas nas bases de préteses. Varias espécies de bactérias gram-positivas e
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gram-negativas foram isoladas, como Staphylicoccus, Streptococcus, Actinomyces,
Pseudomonas, Enterobacter e Neisseria. Também foram encontradas espécies de
fungos, como a Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida pseudotropicalis, Candida krusei e Candida guilliermondi e
Aspergillus % 2%, Os autores relacionam os micro-organismos isolados com diversas
doengas, ressaltando a importédncia da correta higienizacdo e desinfecgdo das
proteses bem como a possibilidade da ocorréncia de infec¢des sistémicas em
pacientes imunossuprimidos.

Esses micro-organismos podem colonizar a cavidade bucal, uma vez que
apresentam capacidade de aderéncia as células epiteliais e a resina da base das
proteses??. Independente do tipo de acabamento utilizado, os micro-organismos
podem penetrar e sobreviver a uma profundidade que varia de 1,0 a 2,0 um'®. Dessa
forma, a protese pode funcionar como um reservatério de micro-organismos,
possibilitando a reinfec¢cdo da mucosa do paciente™s.

O tratamento mais comumente recomendado para estomatite protética tem
sido os antifungicos, os quais podem ser topicos ou sistémicos. Os medicamentos de
uso topico, como a nistatina e o miconazol, sdo normalmente aplicados nos primeiros
episodios de candidose de um paciente?®. Apesar desses tratamentos serem eficazes
para aliviar os sinais e sintomas clinicos da estomatite associada a espécies de
fungos, eles, frequentemente, ndo eliminam completamente os micro-organismos em
virtude da diminuicdo da concentracdo do agente tdépico nos tecidos infectados,
associada aos efeitos diluentes da saliva e aos movimentos da lingua*. Dessa forma,
a re-colonizagdo da mucosa bucal pelo micro-organismo € frequente apds o
tratamento, o que leva a uma infecgao recorrente. Além disso, tem sido relatado que
a utilizacao de antifungicos topicos e sistémicos pode nao promover efeitos desejaveis
no tratamento da estomatite protética, uma vez que o agente etioldégico pode
desenvolver resisténcia a esses medicamentos. Também tem sido relatado que as
espécies de Candida possuem a capacidade de desenvolver mecanismos de
resisténcia as drogas por meio de mutagdes genéticas®®. Outro fator que poderia estar
relacionado ao insucesso do tratamento das infec¢des causadas por fungos é o fato
de que as células humanas e as células fungicas sao eucariéticas, diferentemente das
bactérias que sao procaridticas. Além da similaridade anatdmica, as células humanas

e as fungicas possuem os mesmos mecanismos de sintese de DNA, RNA e proteinas,
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limitando, assim, o potencial das drogas antifungicas, uma vez que a grande maioria
dos componentes que inibe os fungos, também é toxica as células humanas*®. Diante
disso, a escolha correta do antifungico frente ao diagnéstico adequado séo fatores
essenciais para o sucesso do tratamento.

Muitas vezes, o tratamento tépico pode também ser associado com o
tratamento sistémico. Dentre as drogas antifungicas, medicamentos como nistatina e
anfotericina B apresentam a mesma efetividade quando comparados aos
medicamentos mais modernos como fluconazol®®. No entanto, cuidados devem ser
tomados quando da administracdo desses medicamentos devido a possibilidade de
interacdo dos antifungicos com outras substancias. Além disso, ha relatos de
recorréncia de infeccdo apos o término do tratamento com o antifungico sistémico,
atribuida a possibilidade de sobrevivéncia de diferentes tipos de fungos na superficie
da protese®’.

Outra alternativa para o tratamento de infecgbes fungicas € a terapia
fotodindmica antimicrobiana (PDT). O processo fotodinamico requer a utilizagcao de
um composto quimico denominado fotossensibilizador (FS), a aplicagdo de uma luz
que seja correspondente a banda de absorgédo do FS, e a presenca de oxigénio'?.
Inicialmente, a célula-alvo deve ser tratada com um FS de absor¢do maxima de luz
especifica, num processo conhecido como fotossensibilizagdo. Em seguida, uma fonte
de luz deve ser acionada para a iluminagao do alvo sensibilizado. A interagédo da luz
de comprimento de onda adequado com o FS, na presencga de oxigénio, resulta em
espécies reativas como o oxigénio singlete e radicais livres que, através de reagdes
oxidativas sdo capazes de induzir a morte ou inativagéo celular '% 32, Inicialmente, os
FSs atuam sobre a membrana celular, entdo, ha um aumento na permeabilidade
celular, o que permite a penetracao do FS na célula, de modo que este tenha agao
sobre outras organelas intracelulares® 31,

Um estudo sobre a efetividade da PDT mediada pelo FS Curcumina (Cur),
extraido do rizoma da planta Curcuma longa L, na inativagdo de solugao plancténica
e biofilme de C. albicans, realizado por Dovigo et al.?!, mostrou que, a associagdo do
FS na concentracado de 20uM e dose de luz de 5,28J/cm2 foi efetiva para a inativacao
de solucédo planctbnica, entretanto para a redu¢cao do metabolismo celular do biofilme

de C. albicans houve a necessidade de FS na concentracado de 40 yM para a mesma
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dose de luz, demonstrando menor susceptibilidade dos micro-organismos a PDT
quando organizados em biofilme.

Ribeiro et al.'® 46 realizaram estudos objetivando avaliar o efeito da PDT,
associada ao Photogem®, em cultura de células L929 e MDPC-23, por meio do teste
MTT. A partir dos resultados, os autores puderam concluir que o tratamento proposto
causou efeitos toxicos severos sobre culturas de células sadias, caracterizados pela
reducao da atividade mitocondrial. Dessa forma, outros fotossensibilizadores eficazes
utilizados na PDT para a inativacao de Ca deveriam ser avaliados em relagdo a
citotoxicidade.

De acordo com os aspectos citados, a PDT parece ser um método
promissor para o tratamento de infecgdes superficiais. Essa terapia poderia suprir as
dificuldades encontradas com os tratamentos convencionais, como a resisténcia
antifungica. A PDT produz espécies reativas de oxigénio, as quais podem interagir
com varias estruturas celulares como proteinas, membranas e acidos nucleicos,
causando danos irreversiveis aos micro-organismos®. Dessa forma, somente depois
da analise da biocompatibilidade, a PDT podera ser considerada uma modalidade
terapéutica para o tratamento da estomatite protética e outras infecgdes associadas a

fungos oportunistas.
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REVISAO DE LITERATURA

Um dos métodos promissores na eliminacdo do biofiime é a terapia
fotodindmica (PDT), a qual requer a utilizagdo de um composto quimico denominado
fotossensibilizador, a aplicagdo de uma luz que seja correspondente a banda de
absorgdo do fotossensibilizador, e a presenga de oxigénio'?. Varios estudos estdo
sendo conduzidos objetivando avaliar a eficacia desse método, variando-se o tipo de

luz e o tipo de fotossensibilizador!: 7 16. 18-22, 24, 27, 30-33, 35-38, 45-46, 57. 59,

Os fotossensibilizadores utilizados na PDT antimicrobiana s&o
predominantemente das familias das porfirinas, dos fenotiazinicos, das ftalocianinas®’
e do acido 5-aminolevulinico (ALA). Seu mecanismo de agao consiste em promover
um dano inicial a membrana citoplasmatica, o qual permitira a entrada do
fotossensibilizador para o interior da célula. Dovigo et al.?? avaliaram a efetividade da
PDT na inativacdo de suspensdes celulares de C. albicans e C. glabrata, ATCC e
resistente a fluconazol, por meio da utilizagdo do FS Photogem® e da iluminagdo com
LEDs. Os resultados revelaram que tanto as cepas padrdoes quanto as resistentes a
fluconazol foram efetivamente inativadas quando em solugao planquitbnica. Esses
resultados foram confirmados por outro estudo in vivo realizado em modelo animal
com candidose induzida, onde também foi verificada uma redugdo de UFC/mL
utilizando a concentragéo de 500 mg/L de Photogem® com LED vermelho®8. Por isso,
outros fotossensibilizadores tém sido estudados. Um fotossensibilizador que esta
sendo investigado é a curcumina, um composto de coloragcdo amarela extraida do
rizoma da planta Curcuma longa L (agafrdo). Varios trabalhos sugerem que a
curcumina possui efeito antimicrobiano que poderia ser exacerbado com a sua
iluminagdo em comprimento de onda adequado. Em outro estudo, Dovigo et al.'9-20. 36,
45 verificaram que a utilizagdo da curcumina como fotossensibilizador na terapia
fotodindmica promoveu a inativagao da Candida albicans tanto na forma plancténica

como em biofilme.

O estudo realizado por Andrade et al.” (2013) objetivou avaliar os efeitos
da PDT mediada pela curcumina contra células planquitbnicas e biofilme de C.
albicans, C. glabrata e C. dubliniensis. Os autores observaram que houve inativagao

completa das células fungicas em solucao e que houve reducgao da viabilidade celular
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das células em biofilme. Da mesma forma, Dovigo et al.?® (2011) avaliaram os efeitos
da PDT mediada pela curcumina contra células planquitbnicas e biofilme de C.
albicans, C. tropicalis, e C. glabrata. Os autores concluiram que a baixas
concentragdes de curcumina quando associado com a luz, pode ser altamente eficaz
para inativagao de isolados de Candida, para ambas as formas, plancténicas e de
biofilme. Também ja foi demonstrada a eliminagcéo de C. albicans presente em linguas
de ratos. Dovigo et al.’ (2013) realizaram um estudo em que a PDT mediada pela
curcumina demonstrou ser eficaz para a inativagao de C. albicans in vivo. A pesar de
serem resultados inicias, constatou-se ndo haver prejuizos ao tecido do hospedeiro.
Dessa forma, a utilizacdo da PDT parece ser um campo promissor e pesquisas
utilizando-se as mesmas condigdes do presente estudo em modelos animais e em

situacdes clinicas deveriam ser realizadas.

A aplicagdo isolada do laser pode ndo afetar a viabilidade das células
microbianas?’. Jackson et al.?” (1999) aplicaram luz em leveduras e hifas de Candida
ssp. e houve alteragao da viabilidade das mesmas. Por outro lado, a partir da analise
das UFCs, observou-se que a luz, isoladamente, foi efetiva na reducédo do numero de
células fungicas. Da mesma forma, de Souza et al.'® (2006) verificaram que a
aplicacao isolada do laser provocou redugao das UFCs de C. tropicalis, o que sugere
susceptibilidade desta espécie a luz laser. Tal diferengca de resultados pode ser
explicada em funcao dos testes aplicados. O teste XTT € um método colorimétrico que
avalia a respiragao celular por meio da fungéo mitocondrial. J& o método de contagem
de UFCs, avalia a capacidade de proliferacdo das células viaveis, independente do
seu estado metabdlico. Além disso, existem outros testes que podem mensurar a

viabilidade celular, como o Alamar Blue®, que é um teste fluorimétrico*'42.

Apesar da parede celular do fungo ser diferente da estrutura celular dos
mamiferos, células fungicas e células humanas sado estruturas eucaridticas. Dessa
forma, substéncias medicamentosas utilizadas para combater as infecgdes fungicas
podem ocasionar efeitos indesejaveis sobre células do corpo humano, como as da
mucosa oral. Além disso, a interagao entre células fungicas e células humanas pode
ocorrer, potencializando ou inibindo o efeito de certas substancias. Os queratindcitos,
por exemplo, podem agir como imundcitos*’- % e podem segregar uma variedade de
citocinas pro-inflamatérias*”- 0. Estas citocinas desempenham um papel critico no

desenvolvimento de imunidade protetora contra patdgenos intracelulares®. Além
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disso, o contato com os micro-organismos também induz as células epiteliais a
produzirem uma variedade de proteinas antimicrobianas incluindo as defensinas®.
Dessa forma, a analise da biocompatibilidade de substancias utilizadas para
prevencao ou eliminagao do biofilme, principalmente utilizando-se o sistema de co-
cultura entre patogenos e células hospedeiras, se faz necessaria. Este sistema
permite o estudo das relagdes entre os dois organismos, em condi¢cdes controladas,
e pode levar a descoberta de mecanismos de interagdo, patogenicidade e de

resisténcia em nivel celular?: 5254 58,

Marinho34 (2006), ao estudar o efeito da PDT sobre células epiteliais e
espécies de Candida separadamente, observou que a viabilidade média das células
epiteliais foi de 70,81%, com inativacdo de 29,19%, o que parece fornecer uma
margem de seguranga para aplicagéo da terapia in vivo. Segundo Zeina et al.>° (2003),
a PDT € um método suficientemente seletivo para inativagdo de fungos em infec¢des
superficiais, ja que as dosimetrias requeridas para inativagcdo desses micro-
organismos sao inferiores as dosimetrias lesivas a células animais. Neste aspecto,
Carmello et al.” (2015), ao realizarem um estudo com o objetivo de verificar o efeito
da PDT em modelos de camundongos, ndo constataram efeito adverso dessa terapia
nas linguas de ratos. Além disso, os autores concluiram que a PDT foi efetiva na

inativagao de C. albicans.

A biocompatibilidade da fonte de luz e do fotossensibilizador, em
associagao ou nao, também deveria ser investigada. A luz pode ser absorvida pelos
componentes da cadeia respiratoria, sendo que os efeitos primarios ocorrem na
mitocondria®’. Um dos processos que pode ocorrer é a aceleragdo da transferéncia
de elétrons e o outro é a transferéncia de energia ao oxigénio. Em baixas dosimetrias,
o primeiro processo predomina e, em altas, o dano fotodindmico ocorre®’. Esses
fatores podem acarretar na redugao da proliferagao de algumas linhagens de células,
tornando a terapia toxica. Para minimizar o dano induzido aos tecidos sadios
adjacentes, a fonte de Iluz deveria ser aplicada cuidadosamente e o
fotossensibilizador, por sua vez, deveria ser aplicado topicamente apenas nas areas
infectadas?'- 35. Em relagdo ao fotossensibilizador, tem sido reportado o efeito
citotdéxico da curcumina sobre células cancerigenas3® 48, Neste contexto, Ribeiro et
al.*® mostraram, em um estudo in vitro, que a citotoxicidade da curcumina na PDT nao

estaria somente relacionada a micro-organismos. Os autores concluiram que mais
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estudos sdo necessarios para verificar a interagdo desse protocolo com os tecidos
vivos, avaliando-se a biocompatibilidade da curcumina com tecidos orais na PDT. A
curcumina € um componente natural, de baixo peso molecular. Seu efeito antioxidante
e anti-inflamatério podem explicar o efeito citotdxico desse fotossensibilizador.
Levando-se em considerag&o os aspectos citados, alguns mecanismos da PDT ainda
precisam ser esclarecidos em futuras pesquisas clinicas, como a influéncia da saliva
na efetividade da terapia e a possibilidade de sua aplicagdo sem a ocorréncia de

efeitos colaterais aos tecidos sadios adjacentes.



31

PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade da terapia
fotodinamica utilizada na eliminagdo do biofilme por meio da utilizagdo de células

epiteliais em co-cultura com Candida albicans.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar a biocompatibilidade da terapia fotodindmica, mediada pelo
fotossensibilizador curcumina associada a luz LED, sobre células epiteliais em co-

cultura com Candida albicans;

2. Avaliar a biocompatibilidade e interacdo entre células epiteliais e

Candida albicans em co-cultura.
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MATERIAL E METODO

MATERIAIS

Para a realizac&o da fase experimental do presente estudo, foram utilizados

0s seguintes materiais de consumo, instrumentais e equipamentos:

Materiais de Consumo:

1. Acetona P.A.A.C.S., produzida pelo laboratério Qhemis, Cotia, Sao Paulo,
Brasil.

2. Acido cloridrico (P.A.-A.C.S.), Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.

3. Agua destilada.

4. Alamar Blue®, Molecular Probes, Invitrogen Corporation, Waltham,
Massachusetts, USA.

Alga de inoculagao 1 uL, Laborplast, Cassinetta di Lugagnano, MI, Italia.

Alga de inoculagao 10 uL, Laborplast, Cassinetta di Lugagnano, MI, Italia.
Alca estéril de Digalsky, Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil.

Alcool absoluto, Prolink, S0 José do Rio Preto, SP, Brasil.

© ©® N o 0

Alcool Isopropilico PA, Qhemis, Cotia, Sdo Paulo, Brasil.

10. Células HaCaT (0341) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

11. Cepa padrao de Candida albicans proveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA (ATCC 90028).

12.  Cloreto de Potassio (P.A.-A.C.S.), Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.

13.  Cloreto de Sddio (P.A.-A.C.S.), produzido pela Qhemis, Cotia, Sao Paulo,
Brasil.

14.  Cubeta de 4,5 mL, Cartel, S&o Paulo, SP, Brasil.

15.  Curcumina/Curcumin, pureza = 95%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
USA.

16. D-glicose Anidra (Dextrose) P.A.-A.C.S., produzida pelo laboratorio Synth,

Diadema, Sao Paulo, Brasil.
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17.  Dimethyl Sulfoxido (DMSO), pureza = 99,9%, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA.

18.  Folha de aluminio, Wyda Pratic, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil.

19. Fosfato de Potassio Mono. P.A.-A.C.S., Synth, Diadema, S&o Paulo, Brasil.
20. Fosfato de Sédio Bi basico Anidro, Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.

21.  Frasco coletor universal translucido estéril 80 mL, Alibaba, Shangai, China.
22.  Garrafa para cultura de células 75 mL, TPP®, Trasadingen, Suica.

23. Hidroxido de sédio(P.A.-A.C.S.), Qhemis, Cotia, Sdo Paulo, Brasil.

24.  Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) — high glucose,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

25. Meio de cultura RPMI 1640, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

26. Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol, Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland, EUA).

27. Meio de cultura Yeast Nitrogen Base (YNB), Difco, Detroit, EUA.

28. Menadiona, produzida por Sigma Co., St. Louis, MO, EUA.

29.  Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm), BOECO, Hamburgo, Alemanha.

30. Pipeta sorologica estéril 10mL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

31. Pipeta soroldgica estéril 25mL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

32. Pipeta sorolégica estéril 5mL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

33. Placa com 12 membranas transwell 0,4 ym Cod 3460, Corning Incorporated,
New York, NY,USA.

34. Placa de 12 orificios com fundo plano estéril, embalada individualmente, TPP,
Trasadingen, Suica.

35. Placa de 96 orificios com fundo plano estéril, embalada individualmente, TPP,
Trasadingen, Suiga.

36. Placa preta de 96 orificios com fundo plano estéril, embalada individualmente,
Thermo Scientific, Roskilde, DN, Dinamarca.

37. Placas de Petri 90 X 15 mm descartaveis, estéreis, J Prolab Industria e

Comércio de Produtos para Laboratério Ltda., Sao Jose dos Pinhais, Parana, Brasil.
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38.  Placas para cultura de células 430167, Corning Incorporated, New York, NY,
USA.

39. Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 pL, Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA.

40. Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 L, Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA.

41. Ponteiras para pipeta 10 mL, Axygen Scientific, Union City, CA, EUA.

42. Ponteiras para pipeta 5 mL, Axygen Scientific, Union City, CA, EUA.

43. Sal de MOPS (Acido 3-N-Morfolinopropanossulfonico), Sigma-Aldrich, Saint
Louis, Missouri, EUA.

44. Sal de MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio Brometo], Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

45.  Sal de Tetrazolium (XTT), Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

46. Sistema de filtracdo a vacuo com poros de 0,22 pm, estéril e embalado
individualmente, 500 mL, TPP, Trasadingen, Suica.

47. Sistema de filtragdo a vacuo com poros de 0,22 um, estéril e embalado
individualmente, 1000 mL, TPP, Trasadingen, Suica.

48. Solugdo antibidtico antimicético com Penicilina G, Estreptomicina e
anfotericina, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

49. Solucao de Azul de Tripan 0,4%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.
50. Soro fetal bovino estéril para cultura de células, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA.

51. Tripsina 0,5% e EDTA 0,2%, GIBCO Products International, Inc., Langley, OK,
USA.

52.  Tubo tipo eppendorf 1,5 mL, Axygen Scientific, Union City, CA, EUA.

53. Tubo tipo Falcon de 15 mL, fundo cénico, estéril conico TPP, Trasadingen,
Suica.

54. Tubo tipo Falcon de 50 mL, fundo conico, estéril conico TPP, Trasadingen,
Suica.

55.  Tubos criogénicos 2mL, Corning Incorporated, New York, NY, USA.

56.  Tubos tipo Falcon de 50 mL, fundo conico estéril, TPP®, Trasadingen, Suica.
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Instrumentais

1. Béquer graduado, Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil.
2. Bico de Bunsen, J. Prolab Industria e Comercio de Produtos para Laboratoério
Ltda., S&o Jose dos Pinhais, Parana, Brasil.

3. Cabo para bisturi n°3, Golgran, Pirituba, SP, Brasil.

4. Camara de contagem Neubauer espelhada Modelo: K5-0111, Kasvi, Curitiba,
PR, Brasil.

5 Erlenmeyer graduado, Vidrolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil.

6 Garrafa de vidro graduada com tampa 1000 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.
7. Garrafa de vidro graduada com tampa 250 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.
8 Garrafa de vidro graduada com tampa 500 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

9. Lamina de bisturi n° 11, Free-Bac, Itajai, SC, Brasil.

10.  Micropipeta de 100-1000 pL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

11.  Micropipeta de 20-200 uL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

12.  Micropipeta Multicanal HTL Discovery Comfort, 12 Canais, 20-200 uL, HTL,
Warsaw, Polbnia.

13.  Pinga clinica, DUFLEX, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

14. Pipeta de 1-10 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

15. Pipeta de 1-5 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

16.  Pipetador automatico eppendorf Modelo: Easypet 3, Eppendorf AG, Hamburgo,

Alemanha.

Equipamentos

1. Agitador Magnético com aquecimento Modelo 78-HW-1, Biomixer.
2. Agitador tipo vortex Modelo: VM-3000, Vixar, Plymouth, MN, USA.
3. Aparelho de ultra som, Ultrasonic Cleaner Modelo 1440D, Odontobras, Ribeirao

Preto, SP, Brasil.
4. Autoclave horizontal de bancada Modelo AB 25. Série: 03026, Phoenix Ind. e
Com. de Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil.
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5. Autoclave vertical Modelo: AV 60. N° 6614, Phoenix Ind. e Com. de
Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil.

6. Balancga de precisao Modelo: BG 400. N° 016450, GEHAKA —Ind. e Com. Eletro
Eletrénica Gehaka Limitada, S&o Paulo, SP, Brasil.

7. Banho maria Modelo 1102, Fanem, Guarulhos, SP, Brasil.

8. Bio Table - Aparelho de luz LED, 455 nm, desenvolvido pelo Instituto de Fisica
de Sao Carlos (IFSC) — USP Sao Carlos, SP, Brasil.

9. Cabina de seguranca bioldgica (capela de fluxo laminar), Veco, Campinas, SP,
Brasil.

10.  Centrifuga de bancada Modelo 80-2B. Série: 5522, Centribio.

11.  Centrifuga Eppendorf Modelo: 5810R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha.
12.  Centrifuga Modelo: 2410, Fanem Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil.

13. Compressor e aspirador a vacuo Modelo: 089-CAL, Fanem Ltda., Sdo Paulo,
SP, Brasil.

14.  Contador de coldonias CP 600 PLUS, Modelo: CP-600. Phoenix Ind. e Com. de

Equipamentos Cientificos Ltda., Araraquara, SP, Brasil.

15.  Espectrofotdmetro Modelo: SP-220, Biospectro, Equipar Ltda., Curitiba, PR,
Brasil.

16. Estufa bacteriologica Modelo — MA 0324. Série — 9819011, Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda., Piracicaba, SP, Brasil.

17. Estufa de CO2Modelo 3100, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA.
18.  Estufa de Cultura Modelo 002 CB, Fanem Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil.

19. Estufa para secagem e esterilizacdo Modelo: MA 033. Série: 9819, Marconi
Equipamentos Laboratoriais Ltda., Piracicaba, SP, Brasil.

20. Fluoroskan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA.

21. Incubadora de bancada com agitagdo orbital - shaker Modelo: Q816M20,
Quimis Aparelhos Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil.

22. Leitor de Microplacas Modelo EZ Read 400, Biochrom, Cambridge
UK.

23.  Micro aspirador a vacuo Modelo 5005, Nevoni, Sdo Paulo, SP, Brasil.

24.  Microscopio Invertido Modelo 403. Série: 1207159, Optiphase, Van Nuys, CA,
USA.
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25. PHmetro de bancada Modelo Q400AS. Série: 14024666. Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda., Diadema, SP, Brasil.

METODOLOGIA

Agente fotossensibilizador

Neste estudo, o agente fotossensibilizador utilizado foi a curcumina (Cur),
um composto natural de coloragdo amarela extraido do rizoma da planta Curcuma
longa L (agafrdo), comercializado na forma de p6é amarelo-alaranjado, adquirido com
pureza = 95% (Sigma), armazenado a temperatura de -20° C protegido da luz e de
umidade. Em solugao, a Cur apresenta uma banda caracteristica de absorg¢ao de luz
com pico maximo em, aproximadamente, 430 nm.

Para o preparo da solugdo de curcumina utilizada, foi feita uma solugéao
mae 0,016M. Entao, desta solugao, foi preparada uma solucéo estoque de 800uM, em
que 100uL de Cur a 0,016M foram solubilizadas com 1900 uL de DMSO. A partir dessa
solugao estoque, foi obtida a concentragdo desse estudo. As solugdes de Cur foram
obtidas mantendo o diluente DMSO a 10%. Para que a concentracao de 40 uM de Cur
fosse alcangada, e para o volume final de 10.000 puL (uma ocasido, aplicagdo de
2.000uL em cada orificio), foi utilizado 500uL de Cur 800uM e 9500uL de solugéo

salina.

Fonte de luz

A iluminacao foi realizada com aparelho de luz tipo LED idealizado e
desenvolvido no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC), da Universidade de S&o
Paulo (USP), sob coordenacéo e orientagao do Prof. Dr. Vanderlei Salvador Bagnato.
Este aparelho, denominado “Bio Table” possui um comprimento de onda de
440+30nm (LEDs azuis) e poténcia de 22,0 mW/cm? (Figura 1).
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Figura 1 - Bio Table desenvolvido no Instituto de Fisica de Sdo Carlos.

E necessario considerar a poténcia de saida do aparelho, uma vez que,
somado ao tempo de iluminacéo, determina a quantidade de energia aplicada sobre
a amostra iluminada. Essa quantidade de energia é denominada dose de luz ou
fluéncia, e é expressa pela energia por area (J/cm2). A dose de luz de 5,28 J/cm? foi

utilizada?0.

Formacgao do biofilme

Reativagao e condi¢oes de cultivo da Candida

Para realizagcao do presente estudo, cepas padrdao de Candida albicans
(ATCC 90028) foram utilizadas. Os micro-organismos ficaram congelados a -80°C e
estocados em meio de cultura YEPD - Yeast-Peptone-Glucose (1% yeast extract, 2%
Bacto peptone, 2% D-glucose, 2% agar) até o momento de sua utilizagao.

Previamente a sua utilizagao, as cepas de Ca foram descongeladas. Foram
semeados 25 pyL de Ca em placas de petri contendo meio de cultura Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol (0,1g/L). Em seguida, as placas foram

incubadas a 37°C, por 48 horas em estufa bacterioldgica.
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Entado, para realizagdo do inéculo com os micro-organismos, duas algadas
de inoculagédo da levedura foram transferidas para 10 mL de meio de cultura caldo
Yeast Nitrogen Base (YNB) suplementado com 100 mM de glicose, e incubadas a 37°
C por 16 horas.

Decorrido o periodo de incubacdo os precipitados celulares foram
centrifugados a 4000 rpm a 21°C por 5 minutos e lavados trés vezes com solugéo
salina divisora de fosfato estéril (PBS; NaCl 100 mM, NaH2PO4 100 mM, pH 7,2) por
meio de agitagao e centrifugacao. Apds a lavagem, as células foram ressuspendidas
em meio de cultura RPMI-1640 (com L-glutamina e sem bicarbonato), tamponado com
uma solugdgo de MOPS [acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico], em uma
concentracao final de 0,165mol/L, pH 7,0. A densidade 6ptica desta suspensao foi
padronizada na concentragdo de 1 x 107 UFC/mL. Para isto, foi utilizado o
comprimento de onda de 540 nm*3.

Apoés o ajuste das concentragdes, foram colocados aliquotas de 1000 L
da suspensao obtida para Ca sobre as membranas transwell da placa de 12 pocos, e
mais 1000 pL de meio de cultura RPMI estéril no fundo de poco. As placas foram
incubadas por 90 minutos®'® a 37 °C em agitagdo de 75 rpm (fase de ades3o).
Transcorrido esse periodo, foram realizadas 2 lavagens cuidadosas do biofilme
formado sobre as membranas com 1000 uL de PBS estéril, a fim de remover as células
nao aderidas, tamponar o meio e remover os metabolitos. Posteriormente, 1000 uL de
RPMI estéril foram adicionados sobre o biofilme no fundo de poco. As placas foram
novamente incubadas a 37°C em estufa de agitagao orbital de 75 rpm por 24 horas.
Decorrido este periodo, foi realizada a interacdo entre Ca e células, que cresceram

em co-cultura por mais 24 horas, totalizando um biofilme de 48 horas (Figura 2).



40

Figura 2 - Imagem do biofilme de Ca formado sobre a membrana Transwell com

microscopio optico invertido (aumento de 20x).

Cultura celular

Foram feitas culturas de queratinécitos humanos com a linhagem HaCaT
(0341) adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, cultivados em garrafas
plasticas de 75 cm? em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
com 2,0 mmol/L-' de glutamina; contendo 10% de soro fetal bovino (SFB); 10,000
ug.mL-1 de penicilina G; 10,000 ug.mL" de estreptomicina; 25 ug.mL-! de anfotericina,
em incubadora com uma atmosfera umedecida, contendo CO:2 a 5% e a temperatura
de 37°C. Para manutengao da cultura, as células foram cultivadas até atingirem a
confluéncia (90%), lavadas com tampao fosfato PBS 1X (NaCl 140 mmol.L", KCI 3,0
mmol.L-!, Na2HPO4 4,30 mmol.L-!, KH2PO4 1,4 mmol.L"), removidas com solugdo de
tripsina (0,05%)/EDTA (0,53 mmol.L") e entdo submetidas a centrifugagdo com 400
xg por 5 minutos. As células foram entdo ressuspendidas em meio de cultura e
replaqueadas em garrafas novas. O meio dos queratinécitos foi trocado a cada dois
dias, e as células recultivadas, até que o numero de células e a confluéncia
adequados, fossem obtidos para a execug¢ao do experimento. Sendo que as células

utilizadas estavam entre a 32 e a 82 passagem. As células foram contadas em camara
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de Neubauer, adicionando o corante Azul de Tripan, e plaqueadas na quantidade de
10 x 10* células/pogco em placas estéreis de 12 pogos. Entdo, as células foram
incubadas em estufa contendo CO2 a 5% e a temperatura de 37°C por 24 horas. Apés
este periodo, sobre as células foram colocadas as membranas transwell contendo o
biofiime de Ca. Desta forma, as células permaneceram em contato através da co-

cultura por mais 24 horas, totalizando um crescimento celular de 48 horas (Figura 3).

Figura 3 - Imagem de células HaCaT aderidas ao fundo do pogo, com
microscopio optico invertido Leica (aumento de 10x).

=

Co-cultura

Para a realizacdo do co-cultivo foram utilizadas membranas transwell de
poliéster transparente com 10 uym de espessura, poros com tamanho de 0,4 um,
tratadas para aderéncia celular, com esterilizagdo por radiagdo gama. Estas
membranas permitiram uma interag&o entre queratinécitos e micro-organismos, sem
que os mesmos estivessem sobre contato direto.

Os queratindcitos foram semeados na concentracdo de 10 x 104

células/pogo em placas acrilicas esterilizadas de 12 compartimentos. Em seguida, as
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placas foram armazenadas em incubadora na temperatura de 37°C com 5% de CO2
e 95% de ar. Enquanto em outra placa de cultura de 12 compartimentos, 1000 pL de
suspensao fungica (107 UFC/mL) foram adicionados em cada compartimento sobre
uma membrana transwell e incubada a 37°C também por 24 horas.

ApoOs este periodo de incubacgao, foi removido o0 meio antigo sobre as
membranas, foi realizada uma lavagem cuidadosa do biofime com PBS, as
membranas foram entdo removidas desta placa e transferidas para a placa com os
queratindcitos aderidos, que também foi previamente lavada com PBS. Sobre a co-
cultura, foi adicionado o meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB, sem
a solugao de antibidtico e antimicotico para nao interferir no metabolismo da Ca. Desta
forma, os dois tipos celulares ficaram apenas separados pela membrana, como
demonstrado no esquema abaixo (Figura 4). Em co-cultura, ambas as células foram
incubadas por mais 24 horas em incubadora a temperatura de 37°C com 5% de CO2
e 95% de ar, totalizando 48 horas de maturacio dos queratindcitos e do biofilme?®
(Figura 5).

Figura 4 - Detalhamento do pog¢o contendo a membrana transwell (0,4um).
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Figura 5 - Co-cultura realizada em placa de 12 pogos.

1 2 3 4

Condigoes experimentais avaliadas

Para avaliar o efeito citotdxico da terapia fotodinamica (PDT) sobre células
epiteliais em co-cultura com Ca, as seguintes condigbes experimentais foram
testadas:

P+ L+ (grupo experimental PDT) - neste grupo, a solugdo de Cur na
concentracdo de 40 pM, foi adicionada sobre a co-cultura na placa de 12
compartimentos. A placa foi deixada em repouso no escuro durante 20 minutos para
promover a sensibilizacdo das amostras (tempo de pré-incubagdo). Apds esse
periodo, a placa foi colocada sobre o aparelho de iluminagdo LED. O aparelho foi
entdo, acionado e todos os orificios da placa foram iluminados uniforme e
simultaneamente com dose de luz de 5,28 Jicm? e um tempo de iluminagéo
equivalente a esta dose de luz, que foi de 4 minutos.

P- L+ (grupo controle da acédo da luz LED sobre as células) - Nesta
condicao experimental, foram incluidas amostras que nao foram submetidas aos
procedimentos de sensibilizagdo com o fotossensibilizador. O mesmo volume de PBS,
equivalente ao volume que seria de Cur, foi adicionado sobre cada pogo contendo a
co-cultura. A placa permaneceu em repouso no escuro durante 20 minutos sobre a
bancada. Apds esse periodo, a placa foi colocada sobre o aparelho de iluminagao
LED. O aparelho foi entédo, acionado e todos os orificios da placa foram iluminados

uniforme e simultaneamente durante 4 minutos com dose de luz de 5,28 J/cmZ.
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P+ L- (grupo controle da atividade do material fotossensibilizador sobre as
células) - Neste grupo, a solugado de Cur na concentragao de 40 uM foi adicionada a
placa de 12 compartimentos contendo o co-cultivo. A placa foi deixada em repouso no
escuro durante 20 minutos, para promover a sensibilizagcdo das amostras (tempo de
incubacgédo). Entretanto, apos esse periodo, a placa foi deixada sobre a bancada, na
auséncia de luz, pelo tempo equivalente a dose de luz aplicada nas amostras
irradiadas (4 minutos).

P- L- (grupo controle néo tratado) - nesta condicdo experimental, foram
incluidas amostras que nao foram submetidas aos procedimentos de sensibilizacéo
com o fotossensibilizador, ou irradiagdo com a luz LED. O mesmo volume equivalente
ao que seria de Cur, foi adicionado de PBS sobre cada pogo contendo a co-cultura.
Estes pogos também permaneceram repouso no escuro durante 20 minutos sobre a
bancada. Apds esse periodo, a placa também foi deixada sobre a bancada, na
auséncia de luz, pelo tempo equivalente a dose de luz aplicada nas amostras
irradiadas.

Além disso, como controle negativo, trés membranas de cada placa foram
destinadas apenas ao crescimento de micro-organismos e outros trés pogos para o
crescimento de células separadamente, com seus respectivos meios. Com o objetivo
de avaliar o crescimento isolado desses tipos celulares e a possivel interagdo entre

eles.

Realizagao da PDT

Apos o periodo de 24 horas de incubagao dos queratinécitos e leveduras
em co-cultivo, as células HaCaT e o biofilme foram cuidadosamente lavados com PBS.
Sobre as células e biofilmes correspondentes aos grupos P+L+ e P+L- foram
colocados aliquotas de 1000uL do fotossensibilizador Cur na concentragao de 40 uM.
Em seguida, as placas foram envolvidas por papel aluminio, permanecendo nesta
condigcao durante 20 minutos (tempo de pré-irradiagdo). Apos este periodo as placas
dos grupos P+L+ foram iluminadas com LED (~440nm) a uma poténcia de 5,28 J/cm?,
durante 4 minutos. As placas referentes ao grupo P+L- permaneceram sobre a

bancada envolvida por papel aluminio por mais 4 minutos (tempo correspondente ao
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periodo de iluminagdo com a luz LED). Para o grupo P-L- foi colocada uma aliquota
de 1000uL de PBS sobre o co-cultivo, e a placa foi incubada no escuro por 20 minutos,
em seguida, permaneceu sobre a bancada por 4 minutos (tempo correspondente ao
periodo de iluminagao). Ja para o grupo DMSO foi adicionada uma aliquota de 1000uL
de PBS com 3% de DMSO sobre o co-cultivo, e a placa foi incubada no escuro por 20
minutos, em seguida, permaneceu sobre a bancada por mais 4 minutos (tempo
correspondente ao periodo de iluminagédo). Para o grupo P-L+, foram colocados
1000uL de PBS sobre a co-cultura, a placa foi incubada no escuro por 20 minutos, e

em seguida, foi iluminada com luz LED por 4 minutos (Figura 6).

Figura 6 - lluminagao da placa com Bio Table.

Ap0s a realizagao de todos os procedimentos relacionados aos diferentes
grupos experimentais, os testes para a analise viabilidade celular dos micro-
organismos e dos queratindcitos foram realizados em trés ocasides distintas e em

triplicata, totalizando nove pogos para cada condigao (n=9).
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Testes realizados para analise da viabilidade celular

Avaliagao da atividade mitocondrial dos queratinécitos (Teste MTT)

Para a analise do metabolismo celular, atividade mitocondrial dos
queratinécitos foi avaliada. O ensaio de MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolio Brometo], consiste na detecgéo da viabilidade celular, de acordo com
a capacidade de conversao do sal tetrazdlio MTT em um produto de coloragao roxa
que pode ser medido em espectrofotdmetro. O principio deste método, consiste no
fato de que as células viaveis possuem mitocdndrias competentes, que promovem a
respiracao celular e liberam no meio, espécies redutoras provenientes de cadeia
respiratoria celular, o que promove a redugao do sal do MTT amarelo no produto
corado, roxo®3,

Para a realizagao do teste, apds a aplicagdo da PDT, para cada grupo, a
membrana transwell foi removida de cada compartimento, removendo-se, assim, o
biofilme de Candida. Em seguida, os queratindcitos foram lavados com 1000 pL de
PBS, foi adicionado 800 uL de solugdo de MTT (5,0 mg/ mL") em cada pogo, e as
placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar, por 4 horas no escuro.
Ap0s tal periodo, os cristais de formazan foram solubilizados em 500 pL de 2-propanol
acidificado com 0,04N de HCI. Apds agitagao e verificagcdo da homogeneidade das
solugdes, aliquotas de 150 uL de cada compartimento, em quadruplicata, foram
transferidas para uma placa de 96 compartimentos para a realizagdo da leitura. A
viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional a absorbancia determinada

sobre um comprimento de onda de 570 nm em leitor Reader 400 EZ.

Avaliagao da atividade mitocondrial das células fungicas (Teste XTT)

O ensaio de XTT avalia a presenga de micro-organismos por meio da
atividade metabdlica das células. O teste com XTT baseia-se na habilidade das
enzimas desidrogenases mitocondriais de micro-organismos metabolicamente ativos
converterem o sal tetrazélio hidrossoluvel XTT (cor amarela) em um produto soluvel

em agua - formazan (cor laranja), o que € mensurado em espectrofotdmetro. A solugao
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de XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenly) - 5 - [(phenylamino) carbonyl] - 2H
- tetrazolium hydroxide), foi preparada utilizando-se agua ultrapura a uma
concentracdo de 1 mg/mL e mantida a -70°C até o momento dos experimentos. A
solugdo de menadiona foi preparada em acetona a 0,4 mM imediatamente antes de
cada experimento. A solugao de XTT preparada em todos os experimentos constituiu
de PBS com 200 mM de dglicose, solugdo de XTT previamente preparada e
menadiona, na seguinte proporc¢ao: 158 uL, 40 uL e 2 uL, respectivamente. Para o
ensaio, 800 uL da solugdo de XTT foram adicionados sobre o biofiime formado nas
membranas transwell, previamente lavados com 1000 uL de PBS, e incubadas a 37°C
por 3 horas no escuro. Apos esse periodo, 150 pL do produto da degradagao do XTT
foram transferidos em quadruplicata para uma placa de 96 pocgos e foi efetuada a

leitura no leitor de microplacas Reader 400 EZ com filtro 492 nm.

Avaliagao da proliferagao celular por meio do teste Alamar Blue®

A proliferagéo celular dos queratinocitos e da Ca foi também avaliada com
a utilizacdo do teste Alamar Blue®. O ensaio apresenta um indicador de crescimento
fluorimétrico com base na deteccdo de atividade metabdlica. Especificamente, o
sistema incorpora um indicador de oxidagao-reducao (REDOX), que gera um produto
fluorescente e muda de cor em resposta a redugao quimica. O crescimento celular
continuo mantém um ambiente reduzido, enquanto a inibigdo de crescimento mantém
um ambiente oxidado. A reducdo relacionada com o crescimento faz com que o
indicador REDOX oxidado (nao-fluorescente, azul) mude para a forma reduzida
(fluorescente, vermelho).

A membrana transwell foi transferida para uma nova placa estéril de 12
pocos, de forma que o teste foi realizado de forma separada para as células, aderidas
ao fundo da placa, e para o biofilme de Ca, sobre a membrana. Para realizagao do
teste, 0 meio presente em ambas as células foi removido, as células foram lavadas
uma vez com 1000 uL de PBS e foram acrescentados 100 pL da solucédo de Alamar
Blue diluidos em 900 pL de RPMI com 10% de SFB, totalizando 1000 pL da solucao
em cada poc¢o. As amostras foram, entao, incubadas protegidas da luz, a 37°C com
5% de CO2 e 95% de ar por 4 horas. Decorrido este tempo, uma aliquota de 150 pL
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de cada poco foi transferida, em quadruplicata, para uma placa preta estéril de 96
compartimentos com fundo plano. Imediatamente apos a leitura de fluorescéncia das
amostras foi realizada através do Fluoroskan Ascent FL com um filtro de 544 nm de

emissao e 590 nm de transmissao.

Contagem do numero de coldnias viaveis (ufc/mL)

Para a quantificacdo das células fungicas, apos os tratamentos descritos,
as membranas contendo o biofilme foram separadas das células em co-cultura, sendo
que a membrana foi removida do suporte, com o auxilio de um cabo de bisturi com
uma lamina n° 11 estéril. Cada membrana removida foi colocada em tubo Falcon com
PBS estéril e sonicada em aparelho ultrassdnico por 5 minutos para o total
desprendimento dos fungos. Em seguida, o processo de diluicado seriada foi realizado
em PBS estéril por meio da transferéncia de 100 pyL da solugéo original para tubos
contendo 900 pL da mesma solugao. As diluigdes de 10-" a 10 foram obtidas e uma
aliquota de 25 uL de cada diluicido foi semeada, em duplicata, em um dos quadrantes
de uma placa de Petri contendo SDA com cloranfenicol. A seguir, as placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. Apos esse periodo, as placas foram posicionadas
sobre um contador de colénias digital e o numero de col6nias determinado. Os
numeros de unidades formadoras de col6nias por mililitro (ufc/mL) foram calculados
de acordo com a seguinte formula: ufc/mL = numero de colénias x 10" / g. Nessa
férmula, n equivale ao valor absoluto da diluicido escolhida (de 0 a 4) e g equivale a

quantidade, em mL, semeada de cada diluicdo nas placas (0,025 mL = 25 pL).

Analise dos resultados

Para avaliar a citotoxicidade da Terapia Fotodindmica, sobre células
epiteliais quando em co-cultura com as espécies de Candida, foram realizadas duas
analises separadamente, uma quantitativa e outra qualitativa. Na avaliagao

quantitativa, foram utilizadas analises de variancia, aplicadas sobre as porcentagens
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de células vivas em relagdo ao controle. Essa analise foi complementada por
comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. As condi¢gdes de homogeneidade de
variancias e de normalidade dos residuos foram provadas, respectivamente, pelos
testes de Levene e Shapiro-Wilk. Adotou-se o nivel de significancia de 5% para a
tomada de decisao (tabelas contendo as analises estatisticas encontram-se no Anexo
1).

Além disso, para complementar a analise estatistica, os resultados de cada
grupo experimental foram comparados com o grupo controle (considerado 100% de
viabilidade) e os materiais e tratamentos propostos foram classificados de acordo com
o efeito citotdoxico em (analise qualitativa) seguindo as Normas da ISO 10993-5 de
20092%: nao citotdxico (inibigdo menor do que 25% em relagdo ao grupo controle),
discretamente citotoxico (inibicdo entre 25% e 50% em relagdo ao grupo controle),
moderadamente citotoxico (inibicdo entre 50% e 75% em relacédo ao grupo controle)

e intensamente citotoxico (inibigdo maior do que 75% em relagéo ao grupo controle).
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RESULTADOS

Analise Quantitativa

Na Tabela 1 apresentam-se as médias e desvios padrao de porcentagens
de células vivas em relagéo ao controle (considerado 100% de viabilidade). Para cada
teste, exceto para o Alamar Blue, foi aplicada uma analise de variancia para avaliar
as porcentagens, obtendo-se sempre significancia estatistica (p<0,01). Aplicou-se o
teste de Tukey para a comparagédo de médias duas a duas com o resultado resumido
na mesma Tabela 1. Para o método Alamar Blue foi aplicada uma analise de variancia
de dois fatores: tipo de célula e tratamento. Neste caso, houve efeito significativo da
interagcéo (p), a qual foi avaliada por comparagdes multiplas pelo teste de Tukey. O

resultado também esta resumido na Tabela 1.

Tabela 1 — Médias e desvios padrao de porcentagens em relagao ao controle obtidas pelos

diferentes testes

Tratamento Alamar MTT XTT
Querat %  Candida %" % %
P+ + 722(1,4) ®* 66,1(3,6) 2 51,7(3,9) @ 399(7,2) ®
P+|- 76,0 (4,4) @ 81,1(4,2) ® 643(4,6)* 61,3(8,5) ®
P-L+ 76,9 (2,3) @ 839(3,7) P 623(3,0) " 52,22(2,4)
P-L- 94,0(0,8) ® 94,0(1,4) ° 76,3(4,9) ® 90,3(5,0) °

Controle 100,0 ° 100,0 ¢ 1000 ° 100,0 °
Médias acompanhadas de letras iguais na coluna nao sao significativamente diferentes (teste
de Tukey: p>0,05).

T média de Candida sempre igual a média de Queratindcitos para o mesmo tratamento.

A partir da analise dos resultados da Tabela 1, observa-se que, para o teste
Alamar Blue, a média de viabilidade celular para Ca albicans nao foi diferente da
encontrada para os queratinécitos. Além disso, no que se refere aos queratindcitos,

ainda para o mesmo teste, observa-se que os grupos P+L+ (grupo experimental PDT),
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P+L- (grupo controle da atividade do material fotossensibilizador sobre as células) e
P-L+ (grupo controle da agédo da luz LED sobre as células) apresentaram diferenga
estatisticamente significativa em relagdo ao grupo P-L- (grupo controle nao tratado).
Com relacado a Ca albicans, no teste Alamar Blue, a viabilidade celular foi menor no
grupo P+L+ relativamente aos demais grupos. Os grupos P+L- e P-L+ foram
equivalentes entre si e todos os grupos apresentaram diferenca estatisticamente

significativa em relagéo ao grupo P-L-.

Para o teste MTT, o qual avaliou a viabilidade celular dos queratinocitos,
observa-se que o grupo P+L+ foi estatisticamente diferente aos outros grupos. Os
grupos P+L- e P-L+ nao apresentaram diferenca entre si e foram semelhantes ao
grupo P-L-. Na anadlise da viabilidade celular para Ca albicans (teste XTT) foram
obtidos resultados equivalentes para os grupo P+L+ e P-L+. Entretanto o grupo P-L+
foi significativamente igual ao grupo P+L-, sendo que todos os grupos foram diferentes
do P-L-. Para todos os testes, o grupo P-L- foi estatisticamente igual ao grupo controle,
indicando que a interagao celular em co-cultura nao influenciou o metabolismo dos

queratinécitos e Candida albicans.

Os dados de unidades formadoras de col6nias por mL estdo apresentados
numericamente na Tabela 2 e representados graficamente na Figura 7. Para essa
analise, o numero de colénias de C. albicans (UFC/ mL-1) foi transformado em
logaritmo na base 10 (Log10). A analise de variancia aplicada sobre os dados
transformados mostrou efeito significativo de tratamento (p<0,001). Para identificar os
tratamentos diferentes foi aplicado o teste de Tukey, com o resultado mostrado na
Tabela 2.



52

Tabela 2 - Médias de UFC/ mL (Log1o) e desvio padrao dos valores obtidos para cada

grupo.
(UFC/ mL)
Tratamento
Log1o

P+L+ 5,39 (0,15) a
P+L- 6,51 (0,25) b
P-L+ 6,49 (0,18) b
P-L- 6,83 (0,33) b

Controle 7,07 (0,48) b

Médias acompanhadas de letras iguais na coluna ndo sao significativamente diferentes
(teste de Tukey: p>0,05)

Quanto aos resultados presentes na Tabela 2, verifica-se que a maior
reducado de UFC/mL foi no grupo P+L+, com diminuigdo de 1,7 log1io com relagéo ao
grupo controle. Os grupos P+L-, P-L+, P-L- e controle n&o foram estatisticamente
diferentes entre si. Os valores em logaritmo (Log10) das UFC/ mL para Ca albicans

apresentam-se, resumidamente, na Figura 7.
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Figura 7 - Médias amostrais de Log1o (ufc/mL) e intervalos de confianga de

95% para as médias populacionais (barras verticais) para Candida.
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As Figuras de 8 a 10 apresentam, respectivamente, os resultados de
fluorescéncia e absorbancia do metabolismo celular através dos testes Alamar Blue

(queratindcitos e Candida), MTT (queratinécitos) e XTT (Ca albicans).
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Figura 8 - Médias amostrais de viabilidade celular (queratindcitos e Candida),
em fluorescéncia, e intervalos de confianga de 95% para as médias populacionais

(barras verticais) relativas ao teste Alamar Blue.

OQuerat BCandida

P+L+ Controle



55

Figura 9 - Meédias amostrais de viabilidade celular (queratinécitos), em
absorbancia, e intervalos de confianga de 95% para as médias populacionais (barras

verticais) no teste MTT.
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Figura 10 - Médias amostrais de viabilidade celular (Candida), em absorbancia,
e intervalos de confianga de 95% para as médias populacionais (barras verticais) no
teste XTT.
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Analise Qualitativa

ApoOs a avaliagao estatistica dos resultados, comparando-se com o controle
(considerado 100% de viabilidade celular), os grupos foram classificados de acordo
com o efeito citotoxico em: ndo citotoxico (inibicdo menor do que 25% em relagéo ao
grupo controle), discretamente citotoxico (inibicao entre 25% e 50% em relagdo ao
grupo controle), moderadamente citotéxico (inibicdo entre 50% e 75% em relacdo ao
grupo controle) e intensamente citotdxico (inibicdo maior do que 75% em relagéo ao
grupo controle), seguindo as Normas da ISO 10993-5 de 2009%, e estao descritos nas

Figuras de 11 a 13.

Figura 11 - Médias amostrais de porcentagem de células viaveis (queratindcitos
e Candida) em relagédo ao grupo controle para o teste Alamar Blue (as barras verticais

indicam os intervalos de confianca de 95% para as médias populacionais).
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Assim, considerando-se cada grupo isoladamente para o ensaio de Alamar
Blue, a PDT teve maior efeito citotdxico sobre a viabilidade celular, de forma que no
grupo P+L+, para ambas células (Ca e queratindcitos), a viabilidade celular ficou entre

50 e 75% em relagdo ao controle, tendo sido os grupos classificados como
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discretamente citotoxicos. Os demais grupos testados, tiveram uma inibigado celular

menor que 25%, e neste caso os grupos foram classificados como néo citotoxicos.

Figura 12 - Porcentagem de células viaveis (queratinécitos) em relagédo ao
grupo controle para o teste MTT (as barras verticais indicam os intervalos de confianca

de 95% para as médias populacionais).
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Entretanto, através dos resultados obtidos com o ensaio MTT, todos os
grupos, com excec¢ao do P-L- (nao citotdéxico), foram classificados como discretamente

citotoxicos, com uma viabilidade celular dos queratinécitos entre 50 e 75%.
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Figura 13 - Porcentagem de células viaveis (Candida) em relagdo ao grupo
controle para o teste XTT (as barras verticais indicam os intervalos de confianca de

95% para as médias populacionais).
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Quando avaliados os resultados do teste XTT para a Ca albicans,
apenas o grupo P-L- foi considerado n&o citotoxico, enquanto os grupos P+L- e P-L+
apresentaram uma inibicdo intermediaria entre 25 e 50% das células viaveis,
classificando-se como discretamente citotoxico. Além disso, o P+L+ foi o grupo que

obteve maior toxicidade, tendo sido considerado como moderadamente citotdxico.
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DISCUSSAO

Apesar da parede celular do fungo ser diferente da estrutura celular dos
mamiferos, células fungicas e células humanas sao estruturas eucariéticas. Dessa
forma, substancias medicamentosas utilizadas para combater as infecgdes fungicas
podem ocasionar efeitos indesejaveis sobre células do corpo humano, como as da
mucosa oral. Além disso, a interagao entre células fungicas e células humanas pode
ocorrer, potencializando ou inibindo o efeito de certas substancias. Os queratindcitos,
por exemplo, podem agir como imundcitos*” % e segregar uma variedade de citocinas
pré-inflamatorias®: %. Estas citocinas desempenham um papel critico no
desenvolvimento de imunidade protetora contra patégenos intracelulares*’. Além
disso, o contato com os micro-organismos também induz as células epiteliais a
produzirem uma variedade de proteinas antimicrobianas incluindo as defensinas®’.
Para isto, o desenvolvimento de novas técnicas de cultura celular tem sido
impulsionado pela necessidade de reproduzir um ambiente que lembra o estado in
vivo tanto quanto possivel para permitir o crescimento de células especializadas.
Dessa forma, o sistema de co-cultura entre patégenos e células hospedeiras permite
o estudo das relagdes entre os dois organismos, em condi¢gdes controladas, e pode
levar a descoberta de mecanismos de interacdo, patogenicidade e de resisténcia em
nivel celular®,

Existem algumas vantagens de estudar as interagées em co-cultura, tais
como a capacidade de manipular as células num ambiente definido e adequado para
obter e estudar tipos de células especificos, além de permitir uma co-infeccéo e
interagdo direta entre as células e micro-organismos, bem como os metabdlitos
produzidos3. Além disso, o modelo de co-cultivo permite uma co-infecgdo e uma
interacdo entre células e micro-organismos de forma bem controlada, ja que outras
formas de co-cultivo sao realizadas apenas com o sobrenadante filtrado do micro-
organismo, em que ocorre somente a interagdo das proteinas e metabdlitos liberados
no meio com as células ou tecido®. Com a co-cultura, ha uma interagdo direta entre
os diferentes tipos celulares, sejam eles queratindcitos, fungos ou bactérias, bem
como promove uma interacao entre seus metabdlitos produzidos com monitoramento

adequado, sem causar danos as células.
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Existem também outras maneiras de se realizar o co-cultivo. As células, por
exemplo, podem ser colocadas em contato direto, em monocamadas, ou ainda
separadas por membranas, Villar et al.? (2012) realizaram um estudo com
monocamadas de células de forma direta em co-cultura e observaram que nesse
modelo a Candida induz uma rapida apoptose celular. Por outro lado, o uso de
suportes permeaveis com membranas micro porosas permitem que as células
realizem atividades metabdlicas de uma forma mais natural. Por isso, este sistema de
co-cultura tem se tornado um meétodo padrdo. Estes suportes permeaveis geram
melhorias significativas na cultura de células polarizadas, uma vez que permitem a
absorgdo e secregdo de moléculas tanto na superficie basal quanto apical®8.

Por essa razao, este estudo inovador avaliou a citotoxicidade da terapia
fotodindmica (PDT), através da utilizagdo de queratindcitos humanos em co-cultura
com Candida albicans. Os resultados deste estudo mostraram auséncia de
interferéncia no processo metabdlico entre as células em co-cultura, uma vez que nao
foram observadas diferencas entre o0s grupos controle (células cultivadas
isoladamente) e o grupo P-L- (células em co-cultura sem PDT). Porém, estudos em
tecidos reconstituidos infectados por Ca s&o sugeridos para confirmar esses
resultados. Além disso, a liberagcdo de citocinas especificas envolvidas neste
processo, também deveria ser considerada em estudos futuros.

Os parametros utilizados neste estudo, foram previamente estabelecidos
baseados em estudos realizados em nosso laboratério®®. Assim, para a PDT foram
utilizados o tempo de 20 minutos de pré-incubacgao, iluminacdo LED com dose de luz
de 5,28 J/cm? e um tempo de iluminagdo equivalente a esta dose de luz, que foi de 4
minutos?°. A partir da analise dos resultados observou-se que, para ambas as células,
o grupo P+L+ (grupo experimental PDT) apresentou diferenca estatisticamente
significativa em relagao ao grupo P-L- (grupo controle ndo tratado). Nos testes Alamar
Blue e MTT, a viabilidade celular ficou entre 50 e 75% em relacdo ao controle, tendo
sido a PDT classificada como discretamente citotéxica. Ja no teste XTT, a viabilidade
celular da Ca ficou entre 25 e 50%, sendo a PDT classificada como moderadamente
citotéxica em relacdo ao controle. Verificou-se também que a maior reducido de
UFC/mL foi no grupo P+L+, com diminuigcdo de 1,7 logio com relagdo ao grupo
controle. Reacao fototdxica e quimica induz a producao de espécies reativas de

oxigénio que provocam o dano oxidativo nas células-alvo, incluindo as células
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microbianas e células humanas 2*.Estes resultados estdo de acordo com outros
estudos. O estudo realizado por Andrade et al.’ (2013) objetivou avaliar os efeitos da
PDT mediada pela curcumina contra células planquitdnicas e biofilme de C. albicans,
C. glabrata e C. dubliniensis. Os autores observaram que houve inativagdo completa
das células fungicas em solugcdo e que houve redugédo da viabilidade celular das
células em biofilme. Da mesma forma, Dovigo et al.?° (2012) avaliaram os efeitos da
PDT mediada pela curcumina contra células planquitdnicas e biofilme de C. albicans,
C. tropicalis, e C. glabrata. Os autores concluiram que a baixas concentragbes de
curcumina pode ser altamente eficaz para inativagao de isolados de Candida, quando
associado com a luz de excitagado para ambas as formas, planctdnicas e de biofilme.
Diferente do estudo realizado por Demidova e Hamblin'” (2005), em que a presenca
da membrana nuclear, maior o tamanho das células fungicas e o reduzido numero de
alvos para o oxigénio singlete por unidade de volume da célula, foram descritas como
exigéncia para uma concentracdo mais elevada de farmaco fotossensivel e doses de

luz mais elevadas para inativar o fungo.

Neste estudo, a PDT foi toxica para os queratindcitos, estdo em desacordo
com alguns estudos realizados previamente. Dovigo et al.'® (2013) concluiram que a
PDT mediada pela curcumina provou ser eficaz para a inativagcao de C. albicans in
vivo, sem prejudicar o tecido do hospedeiro dos animais. Da mesma forma, Carmello
et al.” (2015), ao realizarem um estudo com o objetivo de verificar o efeito da PDT em
modelos de ratos, ndo constataram efeito adverso dessa terapia nas linguas de ratos.
Além disso, os autores concluiram que a PDT foi efetiva na inativagdo de C. albicans.
Marinho3* (2006), ao estudar o efeito da PDT sobre células epiteliais e espécies de
Candida separadamente, observou que a viabilidade média das células epiteliais foi
de 70,81%, com inativagdo de 29,19%, o que parece fornecer uma margem de
segurancga para aplicagdo da terapia in vivo. Segundo Zeina et al.>® (2003), a PDT é
um método suficientemente seletivo para inativacdo de fungos em infeccgbes
superficiais, ja que as dosimetrias requeridas para inativagao desses microrganismos
s&o inferiores as dosimetrias lesivas a células animais. E importante salientar que,
embora tenhamos utilizado o modelo de co-cultura, este foi um estudo realizado in
vitro, no qual nao foram simuladas condigbes encontradas clinicamente. Além disso,
o tipo de fotossensibilizador e a fonte de luz sdo fatores que poderiam explicar as

diferengas entre os estudos. Dessa forma, apesar dos resultados terem demonstrado
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que a PDT possa representar uma alternativa promissora para o tratamento da
candidose, a interpretagdo dos dados deve ser feita com cautela. Alguns aspectos
dessa modalidade terapéutica ainda precisam ser esclarecidos em futuras pesquisas
clinicas, como a influéncia da saliva na efetividade da terapia e a possibilidade de sua
aplicacdo sem a ocorréncia de efeitos colaterais aos tecidos sadios adjacentes.

Os resultados deste estudo mostraram também que, para todos os testes,
os grupos P+L- e P-L+ diminuiram o numero de células viaveis em relagao ao grupo
controle, apesar de terem sido classificadas como nao citotéxicos no teste Alamar
Blue. A luz pode ser absorvida pelos componentes da cadeia respiratéria, sendo que
os efeitos primarios ocorrem na mitocdndria®®. Um dos processos que pode ocorrer é
a aceleracao da transferéncia de elétrons e o outro é a transferéncia de energia ao
oxigénio. Em baixas dosimetrias, o primeiro processo predomina e, em altas, o dano
fotodindmico ocorre®?. Esses fatores poderiam explicar a reducao da proliferagao dos
queratinécitos e das células de Ca albicans observada neste estudo. Para minimizar
0 dano induzido aos tecidos sadios adjacentes, a fonte de luz deveria ser aplicada
cuidadosamente e o fotossensibilizador, por sua vez, deveria ser aplicado topicamente
apenas nas areas infectadas®*%’. Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com outros resultados. Jackson et al.?” (1999) aplicaram luz em leveduras e hifas de
Candida sp. e, a partir da analise das UFCs, observou-se que a luz, isoladamente, foi
efetiva na redugéo do nimero de células fungicas. Da mesma forma, de Souza et al.'®
(2006) verificaram que a aplicagao isolada do laser provocou redugcao das UFCs de
C. tropicalis, o que sugere susceptibilidade desta espécie a luz laser. Por outro lado,
alguns autores verificaram que a aplicagao isolada do laser nédo afeta a viabilidade
das células microbianas?’- 57- 48, Tais diferengas poderiam ser explicadas em funcgao
da fonte e dose de luz aplicadas nos diferentes estudos. Também se observou que a
curcumina, na auséncia de luz (P+L-), inibiu o crescimento celular de ambas as células
quando em co-cultura. A curcumina € um componente natural, de baixo peso
molecular, que possui efeito antioxidante e anti-inflamatério. Além disso, tem sido
reportado o efeito citotdxico sobre células cancerigenas3® 3% Esses efeitos sobre
células inflamatdrias e cancerigenas poderiam explicar o efeito citotéxico encontrado
no presente estudo. Por outro lado, em estudos anteriores’- '°- 38 demonstrou-se que a

utilizacao da luz LED ou PS separadamente, ndo causou qualquer dano as células
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fungicas. O tipo de fotossensibilizador e a fonte de luz sdo fatores que poderiam
explicar as diferencas entre os estudos.

No presente estudo, os testes MTT (o qual mediu a viabilidade dos
queratinécitos) e XTT (o qual mediu a viabilidade celular das células fungicas)
demonstraram resultados mais significativos de morte celular em comparagao com o
teste Alamar Blue (realizados para ambas as células). Através dos resultados obtidos
com o ensaio MTT, todos os grupos, com excecao do P-L-, foram classificados como
discretamente citotoxicos, com uma viabilidade celular dos queratinocitos entre 50 e
75%. Quando avaliados os resultados do teste XTT para a Ca, apenas o grupo P-L-
foi considerado néo citotoxico, enquanto os grupos P+L- e P-L+ apresentaram uma
inibicao intermediaria entre 25 e 50% das células viaveis, classificando-se como
discretamente citotéxico. Além disso, o P+L+ foi o grupo que obteve maior toxicidade,
tendo sido considerado como moderadamente citotdxico. Ja no teste Alamar Blue,
considerando-se cada grupo isoladamente, a PDT teve maior efeito citotdxico sobre a
viabilidade celular, de forma que no grupo P+L+, para ambas células (Ca e
queratindcitos), a viabilidade celular ficou entre 50 e 75% em relagdo ao controle,
tendo sido os grupos classificados como discretamente citotoxicos. Os demais grupos
testados, tiveram uma inibigdo celular menor que 25%, e neste caso os grupos foram
classificados como ndo citotoxicos. Todos os testes utilizados avaliam o metabolismo
celular por meio da atividade mitocondrial. A diferenca entre os testes € que o Alamar
Blue é um teste fluorimétrico, enquanto que os testes MTT e XTT s&o colori,métricos.
De acordo com Nociari et al.*' para avaliar a citotoxicidade dos variados tipos
celulares, o ensaio de Alamar Blue € um procedimento extremamente simples,
realizado em somente uma etapa, reprodutivel, econémico, e nao toxico. O
procedimento unico passo permite a medicdo de grande numero de amostras e
contribui para a elevada preciséo da técnica*?. Além de permitir a realizagéo do teste
para queratinécitos e fungos na mesma amostra. Levando em conta as vantagens
descritas, a maior citotoxicidade dos testes MTT e XTT encontrada no presente estudo
poderia ser explicada em funcéo da sensibilidade e alta variabilidade desses testes.
No que se diz respeito a medida das UFCs, foi possivel observar resultados bem
semelhantes com o teste Alamar Blue, diferindo dos dados resultantes do teste XTT.
O teste XTT é um método colorimétrico que avalia a respiragao celular por meio da
fungdo mitocondrial e que o método de contagem de UFCs avalia a capacidade de
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proliferacdo das células viaveis, independente do seu estado metabdlico, sendo,
assim, um método mais sensivel. Por todos os aspectos descritos anteriormente,
pode-se sugerir que o teste Alamar Blue produziu resultados mais confiaveis do que
os demais testes. E também importante ressaltar a necessidade de se utilizar
diferentes parametros para a analise da citotoxicidade, considerando que as
substancias citotéxicas podem agir de diferentes maneiras sobre o metabolismo
celular. Além disso, como os resultados dos testes iniciais de citotoxicidade
apresentam limitagbes quanto a sua correlagdo direta com situagdes clinicas,

pesquisas clinicas in vivo também sao sugeridas.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e dentro das limitagdes deste estudo,

pode-se concluir que:

1. A PDT inibiu o crescimento dos queratindcitos e Candida albicans nos
diferentes testes realizados, tendo sido considerada um terapia de moderada a

discretamente citotoxica;

2. A interacdo celular em co-cultura nao influenciou o metabolismo dos

queratinécitos e Candida albicans;
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4- CAPITULO 2

BIOCOMPATIBILIDADE DE NANOPARTICULAS UTILIZADAS NA PREVENGAO
DA FORMACAO DO BIOFILME?

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade de nanoparticulas de
tungstato de prata (Ag2WOa) e de molibdato de prata (Ag2MoQOa), em solugdo e como
revestimento de biomateriais, a fim de torna-las viaveis para o uso clinico na
prevencgao de biofilmes. A nanoparticula de Ag2WOu4 foi sintetizada através de método
hidrotérmico e caracterizada através de Microscopia Eletrdnica de Varredura e
Difragdo de Raios X. A nanoparticula de Ag2MoO4 foi sintetizada através do método
da co-precipitagao, e foi caracterizada através de Microscopia Eletrénica de Varredura
e Difragdo de Raios X. A partir da confeccdo das nanoparticulas, foram feitas as
solugdes e o revestimento de titanio (Ti), zirconia (Zi), resina acrilica (RA) e silicone
(Si). Para a realizagao do teste de citotoxicidade, 100 uL da suspensao composta por
1,5 x 10* células/ml (HaCat) foram colocados em cada compartimento de uma placa
com 96 orificios, incubada em estufa com 5% de CO2, a 37°C por 24 horas. Apos tal
periodo de incubacido, o meio de cultura foi desprezado, permanecendo as células
aderidas no fundo da placa. 100 uL de meio de cultura contendo as nanoparticulas
em solucado ou os extratos foram colocados em cada orificio da placa. A placa foi
incubada por mais 24 horas. A proliferacao celular foi avaliada por meio dos testes
Alamar Blue, MTT e CytoTox-One. Por imagens de MEV-FEG foi possivel observar
que as amostras sintetizadas de Ag2WO4 apresentam morfologia de bastdes com face
hexagonal, com comprimento médio de aproximadamente 1,5 uym. A amostra
apresentou rapido crescimento de prata metalica quando bombardeada por elétrons
no microscépio. A maior parte da amostra de Ag2MoO4 apresentou morfologia cubica
e hexagonal, porém foram observadas algumas particulas com morfologia irregular.

Apresentaram, também, particulas de prata metdlica em sua superficie. Ambas

3 De acordo com o Guia de Trabalhos Academicos da FOAr, adaptado das Normas Vancouver.
Disponivel no site da Biblioteca: http://www.foar.unesp.br/#biblioteca/manual.
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nanoparticulas em solugédo foram intensamente citotoxicas para o teste Alamar Blue,
apresentando uma inibicdo maior que 75% das células. Entretanto, ndo houve
diferenga na citotoxicidade das nanoparticulas como revestimento para a maioria dos
biomateriais. Dentre os biomateriais testados, o silicone foi mais téxico do que os
outros demais materiais quando nao revestidos. Portanto, pode-se concluir que as
nanoparticulas de Ag2WO4 e Ag2MoO4, em solugédo, foram toxicas em diferentes
concentracdes, sendo inviavel o uso diretamente sobre as células. Os biomateriais

revestidos com nanoparticulas foram menos citotéxicas.

Palavras Chave: Citotoxicidade. Nanoparticulas. Biofiime.
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INTRODUGAO

Diversos sao os tratamentos propostos para as infec¢gdes microbianas. O
tratamento mais comumente recomendado tem sido a utilizacdo de medicamentos
antimicrobianos, os quais podem ser de aplicagao topica ou sistémica. Porém, o uso
de drogas é limitado por inumeros fatores, como resisténcia dos micro-organismos,
baixa solubilidade e alta toxicidade. Um dos mecanismos especificos de resisténcia
dos micro-organismos aos antimicrobianos é a formacgao do biofilme. O biofilme é uma
comunidade de micro-organismos incorporada em uma matriz composta por
substancias poliméricas extracelulares*?. A formagéo de biofilme pode resultar na
tolerancia dos micro-organismos a altas concentragcdes de varios antibiéticos, o que
resulta em infecgdes cronicas apesar do tratamento®2. Sendo assim, a prevengao da
formacao de biofilme é considerada a medida mais eficaz a ser assumida contra os

problemas relacionados as infecgdes.

Uma das estratégias mais promissoras para superar a resisténcia
microbiana ¢ a utilizagdo de nanoparticulas®2. Recentemente, tém sido desenvolvidos
meétodos para encapsular o agente antimicrobiano em nanoparticulas de polimeros
biodegradaveis que podem, entdo, ser utilizados em ambientes fisiologicos. Além
disso, uma vez que a nanoparticula é colocada sobre uma superficie para um
tratamento, o agente antimicrobiano pode ser liberado mais lentamente, por difusao
através da matriz polimérica, por degradagcdo da matriz polimérica, ou por uma

combinagéo de difusdo e degradagao’.

Dentro desse contexto, por meio da nanotecnologia, estudos recentes tém
avaliado a atividade antimicrobiana de varias nanoparticulag?4-5 9. 18-19, 24, 35, 60, 62,
Assim sendo, uso de nano ou microparticulas como transportadores de drogas ou
proteinas recentemente ganhou atencdo substancial, uma vez que elas s&o
projetadas para melhorar os efeitos farmacolégicos e terapéuticos, reduzindo os
efeitos secundarios téxicos e aumentando a vida util dos componentes ativos. Nano
ou microparticulas permitem a liberagéo continua e controlada de drogas terapéuticas,
diminuindo, assim, as doses dos medicamentos sistémicos. A liberacdo dos farmacos
pelas nanoparticulas pode ser desencadeada por estimulos fisicos ou quimicos, tais

como pH, forga ibnica, temperatura, campo magnético ou moléculas bioldgicas.
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Além disso, alteragdes na superficie dos biomateriais para melhorar a
biocompatibilidade e reduzir a atividade dos micro-organismos s&o altamente
desejaveis. O revestimento com nanoparticulas tem sido utilizado em uma série de
produtos médicos, porque pode conferir aos materiais propriedades desejaveis, tais
como afinidade bioldgica e bioatividade® 46-47- 70 Aplicagbes desta tecnologia incluem a
purificacdo de agua, limpeza do ar, superficies auto-esterilizantes e auto-limpantes, tais
como os utilizados em biossensores, cateteres, marcapassos e 6rgaos artificiais (como
préteses maxilofaciais e ortopédicas)'® 20 24 34 Em aparelhos dentarios e médicos,
diferentes biomateriais, como silicone, polimetilmetacrilato, ceramicas e ligas de titanio,
poderiam ser revestidos, objetivando melhorar as suas propriedades biologicas,
especialmente de adesdo e proliferacdo de microorganismos?® 13 27-30, 33, 45,53, 71 pPor
exemplo, o uso de biomateriais implantaveis tem se tornado uma parte integrante da
cirurgia estética e reconstrutiva da face. Atualmente, o silicone tem sido o material de
escolha para a confeccdo das proteses faciais por apresentarem propriedades
superiores como textura similar a da pele, maciez e facilidade de trabalho®. Os metais
sdo usados para dispositivos de fixagao da fratura, enquanto que os polimeros sao
usados principalmente para substituicdo 6ssea ou de tecidos moles.

Uma camada de TiO2 sobre um substrato de polimetiimetacrilato pode
permitir o desenvolvimento de um novo tipo de protese, que é mais higiénica e mais
facil de limpar®'. Do mesmo modo, foi observado sucesso na utilizagdo de tubos e
cateteres de silicone medicinal revestidos com TiO2%% 6° Recobrimentos de
hidroxiapatita tém sido usados amplamente para reparacdo de ossos’3. Ja as
ceramicas ndo possuem atividade antibacteriana e, assim, micro-organismos
facilmente proliferam em sua superficie, especialmente em ambiente umido. A
existéncia e reproducdo de micro-organismos na superficie das ceramicas podem
prejudicar a saude das pessoas. Portanto, a preparagao do filme antibacteriano sobre
a superficie de ceramicas, bem como a investigagédo de sua atividade antibacteriana
tem significado pratico®. Neste aspecto, Sun et al. ¢ observaram em seu estudo que
a superficie de ceramicas revestidas com nanoparticulas de Ag-TiO2 tiveram alta
atividade antimicrobiana. Também?’, foi estudado o revestimento de fibras de seda,
com nanoparticulas de prata, que além de um efeito antimicrobiano, conferiram ao
material melhores propriedades mecanicas e controlaram sua degradacido. Neste
aspecto, ha necessidade de se avaliar a biocompatibilidade de diferentes biomateriais
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revestidos com nanoparticulas com o objetivo de aprimorar e inovar as técnicas de

controle e/ou eliminagao do biofilme microbiano.
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REVISAO DE LITERATURA

As superficies com propriedades antimicrobianas sao altamente desejadas
em aplicacdes que requerem uma barreira protetora contra a infecgdo. Neste contexto,
as nanoparticulas representam uma das estratégias mais promissoras para superar a
resisténcia microbiana, uma vez que utilizam diferentes mecanismos para inibir o

crescimento de micro-organismos®% 54 65,

Um exemplo de nanoparticulas muito utilizada € a de TiO2. Em um processo
conhecido como fotocatalise, TiO2 € ativado em potentes espécies oxidativas quando
expostas a luz UV, obtendo caracteristicas antivirais, antibacterianas bem como acdes
fungicida®. E conhecido que, sob iluminacéo de luz UV, o TiO2 possui poder oxidante,
com a agado combinada de radicais hidroxila (OH) produzidos pela oxidagcéo de
radicais de agua e de superoxido (O2), produzido por redugéo de oxigénio*>-*0. Supde-
se que as espécies extremamente reativas, tais como ions superéxido e radicais
hidroxila, gerados na luz UV irradiada da superficie de TiOz, ataque os fosfolipidios
poli-insaturados na membrana celular das bactérias, ocasionando sua morte. Assim,
tais revestimentos também tém atraido grande interesse em termos do potencial de
aplicacao pratica oferecidas por suas propriedades antimicrobiana e anti-incrustantes,
como TiO2 que induz a oxidacao por excitagao causada por radiagao UV. No entanto,
ainda existem problemas basicos a serem resolvidos para melhorar a atividade
fotocatalitica do TiO2, uma vez que essa nanoparticula € apenas ativada por luz UV,
Assim, este fato praticamente limita o uso da luz solar ou a luz visivel como uma fonte
de irradiacdo em reacgdes de fotocatalise em TiO2. Muitos estudos estdo sendo
desenvolvidos para melhorar a atividade fotocatalitica das nanoparticulas de TiOz2 por
meio da deposicdo de metais nobres. Os metais depositados na superficie do TiO2
podem facilitar a captura de elétrons, aumentando a capacidade de absorcao de luz
visivel das particulas de TiO2%. As nanoparticulas de TiO2 associadas a metais nobres
ativada pela luz visivel podem significar a redugéo permanente do numero de micro-
organismos patogénicos em superficies que normalmente podem ser contaminadas
por eles. A reducido das bactérias pelo processo induzido por luz ambiente seria util
em hospitais, laboratérios de microbiologia, locais de processamento de alimentos,
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industria farmacéutica e onde ha uma forte exigéncia de superficies limpas e

esterilizadas.

Nanoparticulas de metais nobres, como Ag e Au sdo conhecidos por
apresentar efeito catalitico sobre superficies especificas. Uma vez que as particulas
de prata podem atuar como armadilhas para captura de elétrons, um aumento
consideravel na atividade fotocatalitica do TiO2 tem sido observado com a deposi¢ao
de prata em titania (AgTiO2)°. Neste aspecto, tem sido verificado que o AgTiO2
mostrou um aumento de 30% na degradacdo fotocatalitica sob irradiagdo de luz
visivel, em comparagéo com o TiO2 puro®'. Além de sua aplicagdo promissora na
deteccao quimica e bioldgica, Ag € um dos metais com maior potencial antibacteriano,

potencializando a agdo das nanoparticulas de TiO274.

Assim, a atividade antibacteriana das nanoparticulas de AgTiO2 esta
diretamente relacionada a nanoparticulas de Ag. Para explicar o mecanismo da agao
antimicrobiana da Ag, existem duas teorias diferentes. Uma teoria defende que a prata
pode reagir com a agua e liberar ions, os quais combinam com ions sulfidrilicos na
parede celular de bactérias, resultando em bloqueio do processo respiratério. A
segunda teoria sugere que a prata pode reagir com o oxigénio dissolvido na agua e

gerar radicais livres do oxigénio ativo, que sdo toxicos para as bactérias’.

Outras nanoparticulas estudadas também demonstraram efeito
antimicrobiano. Longo et al.3® (2014) verificaram que as nanoparticulas de Ag2WOs,
em solucao, foram capazes de inativar MRSA e que este efeito foi dose-dependente.
No mesmo ano, Wady et al.?> desenvolveram uma solugdo AgNPs. Esta solugdo foi
testada contra Candida glabrata, Candida tropicalis, Staphylococcus aureus, e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Pdde-se observar que a
solucédo de AgNPs exibiu atividade antimicrobiana consideravel contra importantes
fungos e bactérias patogénicas, associados a varias doengas bucais e sistémicas, e
tem potencial como agente antimicrobiano. J& em 2013, Zamperini et al.”? testaram o
efeito antimicrobiano da hidroxiapatita pura (HA) e da hidroxiapatita sobreposta com
nanoparticulas de prata (HA@AQ). A atividade antifungica foi testada sobre células de
Candida albicans. Os resultados obtidos mostraram que a HA@Ag teve efeitos
fungistatico e fungicida contra células plancténicas de C. albicans. Além disso, a

solugdo de AH@Ag em concentragdes de 1000 ug/mL, 500 ug/mL, and 250 ug/mL mL
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também exibiu atividade antibiofilme, afetando principalmente a produgéo de matriz

extracelular.

Porém, a utilizagdo das nanoparticulas deve ser vista com cautela, uma vez
gue 0os mesmos mecanismos de morte de micro-organismos podem ocasionar a morte
de células do corpo humano, limitando suas indicagdes. Estudos indicam que a
esclerose sistémica, artrite reumatoide, lupus eritematoso e doenga renal crénica
podem ser causados pela exposigdo a nanoparticulas'-%8. Dessa forma, estudos que

avaliam a biocompatibilidades de diferentes nanoparticulas sdo necessarios°.

Han et al.?2 (2014) observaram que nanoparticulas de prata a 25 ug/ml
diminuiram a viabilidade celular em 50 % em relagdo ao controle. Estes resultados
podem ser explicados, em parte, em funcao da liberacao de ions prata. Nanoparticulas
de prata tém atividade antibacteriana promissora por combater a adesao bacteriana e
a formagao de biofilme, mas o pequeno tamanho e elevada mobilidade requer
preocupacdes de segurancga, devido ao aumento do potencial citotdéxico®. Em estudo
recente desenvolvido por Longo et al.*¢ (2013), foi constatado o crescimento de prata
metalica na superficie dos cristais de tungstato. Os fios de prata nascem como
resultado de uma reacado de eletrossintese, na qual os elétrons gerados pelos
microscopios interagem com os ions de prata do tungstato para fazer a redugao da
prata metalica. Segundo os autores, este processo pode ser aplicado para o controle
de outras propriedades, como a atividade microbiana e fotodegradacao. “Com a
irradiacdo a propriedade bactericida aumenta sua eficiéncia trés vezes em

comparacdo ao método atual de deposicdo.”

Pesquisas tém mostrado que as nanoparticulas de prata podem agir na
membrana celular, causando alteracbes na estrutura e, consequentemente, morte
celular** 5°. Além disso, as nanoparticulas podem causar danos ao DNA e aumentar
as espécies reativas de oxigénio, levando a morte celular® '. Qutro fato conhecido
que pode levar a morte celular € que nanoparticulas de prata com tamanho de 20 nm
ou menos pode entrar na célula sem endocitose, sendo distribuidas no interior do
citoplasma'”- 2. Como tendéncia geral, tem sido assumido que as nanoparticulas de
prata podem se unir a superficie da membrana celular, o que provoca a desnaturacao
de proteinas e, consequentemente, a morte celular'’. Por outro lado, Panacek et al.?"

(2006) propuseram que essas nhanoparticulas podem penetram no interior das
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bactérias e causar dano celular por interacdo com compostos de enxofre e de fésforo,

tais como proteinas e DNA.

Outros exemplos de nanoparticulas eficazes contra micro-organismos sao
aquelas que contém molibdato e o tungstato em sua composigdo. O molibdato e o
tungstato s&o oxianions de molibdénio e de tungsténio, respectivamente, os quais séo
elementos quimicos metdlicos'. De acordo com Dunnick et al.'® (2014), oxidos
metalicos s&o conhecidos pelas suas propriedades semi-condutoras, o0 que permite a
transferéncia de elétrons entre o nanomaterial e ambientes aquosos. Esta
transferéncia de elétrons pode também desempenhar um papel na toxicidade das
nanoparticulas. Em relagdo ao tungstato de prata, Dunnick et al.'® (2014) verificaram
que, na concentragdo de 50 pg/ml, o tungstato de prata causou dano celular. Os
resultados mostraram que a forma e tamanho pode desempenhar um papel
importante na determinacéo de reatividade e citotoxicidade dessas nanoparticulas. Os
resultados também indicaram que as caracteristicas quimicas e variabilidade dessas
nanoparticulas pouco influenciaram na toxicidade celular. Em relagdo ao Molibdato de

Prata, nenhum estudo que avaliasse a sua citotoxicidade foi encontrado na literatura.

Os achados na literatura nos alerta para o uso das nanoparticulas, as quais
podem causar riscos para a saide humana em fungao do seu tamanho reduzido*', o
que permite atravessar as barreiras celulares naturais, contribuindo para seu efeito
citotoxico. Investigagdes s&o necessarias para compreender 0s complexos

mecanismos de toxicidade das nanoparticulas para as células*3 7.
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PROPOSIGAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a biocompatibilidade de
biomateriais revestidos com nanoparticulas de a-Ag2WO4 e a-Ag2MoQOs4, afim de torna-

los viaveis para o uso clinico na prevencgao de biofilmes.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar a citotoxicidade de nanoparticulas de a-Ag2WO4 e a-Ag2MoO4

em solucao;

2. Avaliar a citotoxicidade do titanio revestido com nanoparticulas de a-

Ag2WO4 e a-Ag2MoOy;

3. Avaliar a citotoxicidade da zircénia revestida com nanoparticulas de o-
Ag2WOs e a-Ag2MoOzq;

4. Avaliar a citotoxicidade de uma resina acrilica revestida com

nanoparticulas de a-Ag2WO0O4 e a-Ag2MoOg;

5. Avaliar a citotoxicidade de um silicone de adicdo revestido com

nanoparticulas de a-Ag2WO0O4 e a-Ag2MoOg;
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MATERIAL E METODO
MATERIAIS

Para a realizac&o da fase experimental do presente estudo, foram utilizados

0s seguintes materiais de consumo, instrumentais e equipamentos:

Materiais de Consumo

1. Agua deionizada.

2. Agua destilada.

3. Alamar Blue®, Molecular Probes, Invitrogen Corporation, Waltham,
Massachusetts, USA.

4. Alcool absoluto, Prolink, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil.

5. Alcool Isopropilico PA, Qhemis, Cotia, Sdo Paulo, Brasil.

6. Catalizador Universal Indurent Gel, Zhermack, Badia Polesine, RO, Italia.

7. Células HaCaT (0341) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ), Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

8. Cloreto de Potéassio (P.A.-A.C.S.), Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.

9. Cloreto de Sdédio (P.A.-A.C.S.), produzido pela Qhemis, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil.

10. CytoTox-ONE Homogeneous Membrane Integrity Assay, Promega, Madison,
WI, USA.

11.  Dimethyl Sulféxido (DMSO), pureza = 99,9%, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA.

12.  Dodecil sulfato de sodio (SDS) (C12H25S04Na) 99% de pureza, Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, USA.

13.  Folha de aluminio, Wyda Pratic, Sorocaba, Sado Paulo, Brasil.

14. Fosfato de Potassio Mono. P.A.-A.C.S., Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.
15. Fosfato de Sédio Bi basico Anidro, Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil.

16.  Garrafa para cultura de células 75 mL, TPP®, Trasadingen, Suica.
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17. Gesso pedra tipo Ill Herodent, Vigodent SA Ind. Com., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

18. Isolante Cel-Lac, SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

19. Meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) — high glucose,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

20. Na2Mo0O42H20, 99,5% de pureza, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.
21. Nitrato de prata (AgNOs) 99,8% de pureza, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA.

22.  Parafilm (Laboratory film 38m X 10cm), BOECO, Hamburgo, Alemanha.

23. Pipeta soroldgica estéril 10mL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

24. Pipeta soroldgica estéril 25mL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

25. Pipeta sorologica estéril 5SmL embalada individualmente, Kasvi, Curitiba, PR,
Brasil.

26. Placa de 96 orificios com fundo plano estéril, embalada individualmente, TPP,
Trasadingen, Suica.

27. Placa preta de 96 orificios com fundo plano estéril, embalada individualmente,
Thermo Scientific, Roskilde, DN, Dinamarca.

28. Placas para cultura de células 430167, Corning Incorporated, New York, NY,
USA.

29. Ponteiras amarelas para micropipeta 20-200 uL, Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA.

30. Ponteiras azuis para micropipeta 100-1000 pL, Axygen Scientific, Union City,
CA, EUA.

31. Resina acrilica polimerizada por micro-ondas Vipi Wave, VIPI Industria e
Comeércio Exportagédo e Importagdo de Produtos Odontoldgicos Ltda, Pirassununga,
SP, Brasil.

32. Sal de MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolio Brometo], Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

33. Silicone de Adigao Express XT, 3M Espe, Saint Paul, MN, Estados Unidos.
34. Silicone de condensacao Laboratorial Zetalabor, Zhermack, Badia Polesine,
RO, Italia.
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35. Solugdo antibidtico antimicético com Penicilina G, Estreptomicina e
anfotericina, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

36.  Solugéo de Azul de Tripan 0,4%, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.
37. Soro fetal bovino estéril para cultura de células, Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA.

38.  Super Bonder, Loctite, Henkel Ltda., Itapevi, SP, Brasil.

39. Tripsina 0,5% e EDTA 0,2%, GIBCO Products International, Inc., Langley, OK,
USA.

40. Tubo tipo eppendorf 1,5 mL, Axygen Scientific, Union City, CA, EUA.

41. Tubo tipo Falcon de 15 mL, fundo conico, estéril conico TPP, Trasadingen,
Suica.

42. Tubo tipo Falcon de 50 mL, fundo conico, estéril conico TPP, Trasadingen,
Suica.

43. Tubos criogénicos 2mL, Corning Incorporated, New York, NY, USA.

44, Tubos tipo Falcon de 50 mL, fundo conico estéril, TPP®, Trasadingen, Suica.
45, Tungstato de sodio di-hidratado (Na2WO4+2H20) 99,5% de pureza, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA.

46. Vaselina Sélida, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil.

47. Vidro, Vidroplan ACP Comércio de Vidros Ltda. Araraquara, SP, Brasil.

Instrumentais

1. Béquer graduado, Vidrolabor, Sao Paulo, SP, Brasil.
2. Bico de Bunsen, J.Prolab Industria e Comercio de Produtos para Laboratorio

Ltda., Sdo Jose dos Pinhais, Parana, Brasil.

3. Camara de contagem Neubauer espelhada Modelo: K5-0111, Kasvi, Curitiba,
PR, Brasil.

4, Esculpidor Lecron, Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

5 Espatula n° 36, Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

6. Garrafa de vidro graduada com tampa 1000 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.
7 Garrafa de vidro graduada com tampa 250 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.
8 Garrafa de vidro graduada com tampa 500 mL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.
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9. Grau e espatula para gesso.

10. Matriz metalica em forma de disco com 8 mm de didmetro e 2 mm de
espessura.

11.  Micropipeta de 100-1000 uL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

12.  Micropipeta de 20-200 uL, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

13.  Micropipeta Multicanal HTL Discovery Comfort, 12 Canais, 20-200 uL, HTL,
Warsaw, Pol6nia.

14. Mufla para micro-ondas STG, VIPI Industria e Comércio Exportacdo e
Importacdo de Produtos Odontoldgicos Ltda, Pirassununga, SP, Brasil.

15.  Pinga clinica, Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.

16. Pipetador automatico eppendorf Modelo: Easypet 3, Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemanha.

17.  Placa de vidro grossa polida, Jon, Sdo Paulo, SP, Brasil.

18. Ponta de Tungsténio Maxicut 1508, Edenta, Switzerland, Suica.

19. Pote Paladon, Jon, Sao Paulo, SP, Brasil.

20. Tesoura Cirurgica 11,5cm reta, Quinelato, Rio Claro, SP, Brasil.

21.  Tubos de ensaio, Boeco, Hamburgo, Alemanha.

Equipamentos

1. Agitador Magnético com aquecimento Modelo 78HW-1, Biomixer, Sdo Paulo,
SP, Brasil.

2. Agitador tipo vortex Modelo: VM-3000, Vixar, Plymouth, MN, USA.

3. Aparelho de ultra som, Ultrasonic Cleaner Modelo 1440D, Odontobras, Ribeirao

Preto, SP, Brasil.

4. Autoclave horizontal de bancada Modelo AB 25. Série: 03026, Phoenix Ind. e
Com. de Equipamentos Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil.

5. Balanca de precisao Modelo: BG 400. N° 016450, GEHAKA —Ind. e Com. Eletro
Eletronica Gehaka Limitada, Sao Paulo, SP, Brasil.

6. Banho maria Modelo 1102, Fanem, Guarulhos, SP, Brasil.

7. Cabina de segurancga bioldgica (capela de fluxo laminar), Veco, Campinas, SP,
Brasil.
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8. Centrifuga de bancada Modelo 80-2B. Série: 5522, Centribio, S&o Paulo, SP,
Brazil.

9. Difractdbmetro D/Max-2500PC, Rigaku, Japao.

10.  Espectroscopio micro- Raman Modelo LabRAM RH 800 mm, Horiba, Jobin-
Yvon, Franca.

11.  Estufa de CO2 Modelo 3100, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA.
12.  Estufa de Cultura Modelo 002 CB, Fanem Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil.

13.  Fluoroscan Ascent FL, Thermo Fisher Scientific, Marietta, Ohio, USA.

14. Leitor de Microplacas Modelo EZ Read 400, Biochrom, Cambridge, UK.

15.  MEV-FEG Modelo F50, FEI Company, Hillsboro, Oregon, USA.

16.  Micro aspirador a vacuo Modelo 5005, Nevoni, Sao Paulo, SP, Brasil.

17.  Micro-ondas Brastemp Crisp 27, Brastemp, Manaus, AM, Brasil.

18.  Microscopio Invertido Modelo 403. Série: 1207159, Optiphase, Van Nuys, CA,
USA.

19. PHmetro de bancada Modelo Q400AS. Série: 14024666. Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil.

20. Prensa hidraulica PM 2000, Vipi Delta, Pirassununga, S&o Paulo, SP, Brasil.

METODOLOGIA

Sintese das Nanoparticulas

Sintese de a-Ag2WO4 — Método Hidrotérmico assistido por micro-ondas

Para a sintese deste material, o procedimento de sintese tipico de cristal a-
Ag2WOs4 foi seguido: 1 x 10 mol tungstato de sodio di-hidratado (Na2W0a4+2H20,
99,5% de pureza, Sigma-Aldrich) e 2 x 103 mol de nitrato de prata (AgNO3s, 99,8% de
pureza, Sigma -Aldrich) foram dissolvidos separadamente em tubos de ensaio
contendo 50 mL de agua deionizada. Antes da adigao dos sais, 0,5 g de dodecil sulfato
de sédio (SDS) (C12H25SO4Na, 99% de pureza, Sigma-Aldrich) foi dissolvido em
ambos os tubos. A suspensdo combinada de 100 mL foi transferida para uma
autoclave de etileno propileno fluorado (PTFE), sem agitagdo. A autoclave foi entao
selada e colocada num dispositivo assistido por micro-ondas durante a sintese
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hidrotérmica. As amostras a-Ag2WO4 foram preparadas a uma temperatura de 70° C
durante 1 h. Os cristais a-Ag2WO4 obtidos se apresentaram na forma de um po fino
com coloragao bege claro. Entdo os precipitados foram recolhidos e lavados varias

vezes com acetona e secos a temperatura ambiente durante 6 h.

Sintese de a-Ag2MoO4 — Método de Co-precipitagao

O a-Ag2Mo0O4 foi preparado por co-precipitacéo a partir de sais de sddio em
solugdes aquosas de pH 4 (acido nitrico e agua destilada). Para isto, 1 mmol de
Na2MoO42H20 (99,5% de pureza, Sigma Aldrich) foi dissolvido em 50 ml de solugéo
de pH 4 (solugéo A). Separadamente, 2 mmol de AgNOs (99,8% de pureza, Sigma
Aldrich) foram dissolvidos em mais 50 ml de solugédo aquosa a pH 4 (solugao B). Estas
duas solugdes foram aquecidas a 70 ° C; entéo, a solugao B foi adicionada a solugao
A com agitagdo magnética vigorosa, o que tornou a solugéo cinza escuro. A mistura
foi mantida a 70 ° C durante 10 min com agitagdo. Em seguida, o precipitado foi
separado por centrifugagao, lavado varias vezes com agua deionizada e etanol, e

secos a 70 ° C durante 24 horas.

Caracterizacao das Nanoparticulas

As amostras foram caracterizadas por difracdo de raio-X (DRX), utilizando
um difractdmetro D/Max-2500PC (Rigaku, Jap&o) com radia¢do Cu Ka (A = 1,5406 A)
na gama 20 de 10 ° a 70 ° na rotina normal, com uma velocidade de varrimento de 2
°/ min e de 10 ° a 110 ° com uma velocidade de varrimento de 1 ° /min na rotina de
Rietveld, ambos com um passo de 0,02 °. Medi¢des de espectroscopia micro- Raman
(RM) foram registadas utilizando um modelo LabRAM RH 800 mm (Horiba, Jobin-
Yvon, Franga). Espectros Raman de alta resolugéo foram registados com um laser
He-Ne a 632,81 nm (modelo DU420A0OE325 CCD) que operam em 25-1000 cm™ e
mantendo a sua poténcia de saida maxima a 6 mW. Uma lente com50-um foi usada
para evitar o sobreaquecimento da amostra. Espectros FTIR foram registados 250-
1000 cm" utilizando pastilhas de KBr e um espectrofotdmetro Bomem-Michelson em
modo de transmissdo (modelo MB-102). Foram registados espectros de UV-vis
utilizando um espectrofotdmetro Varian (modelo Cary 5G) no modo de reflectancia
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difusa. As formas e os tamanhos dos microcristais a-Ag2WO4 foram observadas com
MEV-FEG (Modelo Inspeccionar F50, FEI Company, Hillsboro, OR) operando a 10 kV.
Analises de MEV foram realizadas com um microscoépio Philips CM200-funcionando a
200 kV.

Confecc¢ao dos corpos de prova

Titanio
As amostras de titanio comercialmente puro, na forma de disco com 8 mm
de didmetro e 2 mm de espessura, foram doados pela empresa "Conexao Sistemas

de Protese".

Zirconia
As amostras de zirconia, na forma de disco com 8 mm de didmetro e 2 mm
de espessura, foram confeccionadas por meio do sistema de software Ceramil Motion

(AmannGirrbach;http://www.amanngirrbach.com/us/company/about-amanngirrbach/).

Esse sistema permitiu a fresagem das amostras em zircbnia nas dimensdes
necessarias para a pesquisa. Por meio dessa programacéo, os dados foram enviados
para o equipamento de fresagem, que realizou a confec¢gao dos corpos de prova em

forma de discos.

Resina Acrilica

Para a confecgao dos corpos de prova foi utilizada a resina para base de
proteses Vipi Wave, cor-de-rosa, polimerizada por micro-ondas e matrizes metalicas
vazadas, com 10 orificios em forma de disco, cada um com 8 mm de didmetro e 2 mm

de espessura.

Para o posicionamento e inclusdo da matriz em mufla especifica para
micro-ondas, a mufla foi isolada com Cel-lac e preenchida com gesso pedra tipo lll,
sobre o qual, foi imediatamente, posicionada uma placa de vidro. Apds a presa do
gesso, a matriz metélica contendo 10 orificios foi fixada no vidro com Super Bonder,
e ao redor desta matriz foi colocado silicone de condensacéo, proporcionado e

manipulado de acordo com as instrugdes do fabricante, os excessos foram removidos


http://www.amanngirrbach.com/us/company/about-amanngirrbach/
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com estilete. Sobre esta matriz foi fixada outra placa de vidro. Posteriormente, a
contra- mufla foi posicionada e preenchida com gesso pedra, finalizando a inclusao.
Entdo a mufla foi levada a prensa hidraulica e submetida a pressao de 0,5 toneladas
até a presa total do gesso.

ApoOs a presa, a mufla foi aberta e a matriz isolada com vaselina, entdo a
resina foi proporcionada e manipulada de acordo com as instrugdes do fabricante (14
g de p6 e 6,5 mL de liquido). Apds o periodo de incorporagédo e homogeneizagéo, a
resina foi inserida nos orificios da matriz na fase plastica. Em seguida, a mufla foi
posicionada sobre a prensa hidraulica e submetida a presséo de 0,5 toneladas por 30
minutos. Logo apos, foi iniciado o processo de polimerizagdo em micro-ondas de
acordo com as instrugdes do fabricante que consistiu de 20 minutos na poténcia baixa
(nivel 2), adicionados de 5 minutos na poténcia alta (nivel 9) do aparelho. Apds a
polimerizacdo, cada mufla foi deixada sobre a bancada para resfriamento por 30
minutos e, em seguida, colocou-se em agua corrente por 15 minutos. Entdo, suas
partes foram separadas e as amostras desincluidas, sendo os excessos laterais
removidos com o auxilio de uma ponta Maxicut (n°1508) em baixa rotacédo. Os corpos
de prova foram, entdo, deixados em agua destilada, em estufa a 37° C, por 48 horas,

para a liberacdo de monémero residual.

Silicone de Adigao

Os corpos de prova foram confeccionados com silicone de adigao Express
XT, a partir de matrizes metalicas vazadas, em forma de discos, contendo no seu
interior orificios medindo 8 mm de didmetro e 2 mm de espessura. O material foi
proporcionado e manipulado de acordo com instrucbes do fabricante. Apds a
manipulacdo, os materiais foram inseridos nas matrizes e prensados manualmente
entre duas placas de vidro esterilizadas com duas folhas de acetato, também
esterilizadas, interpostas até o término da polimerizagdo (Figura 1). Finalmente, o

excesso de material de cada amostra foi recortado com tesoura esterilizada.
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Figura 1 - Silicone de adigao inserido na matriz metalica, apds a prensagem e

polimerizagao.

Preparo das solugdes das nanoparticulas de a-Ag2WO4 e a-Ag2MoOa4

Além da avaliagéo da biocompatibilidade das amostras dos biomateriais
apods revestimento com nanoparticulas, a citotoxicidade das mesmas em solugéo
também foi analisada. O preparo dessas solugdes foi realizado de forma que cada pé
sintetizado, apds esterilizacdo, foi disperso em agua destilada estéril em um tubo
Falcon, com a concentragéo final de 1 mg / mL. Para a realizagdo do experimento de
biocompatibilidade, uma diluicdo seriada com o meio de cultura DMEM com 10% de
soro fetal bovino foi feita, até atingir as concentracdes de 0,25mg/ml e 0,125mg/mi
para ambas as nanoparticulas. Estas concentragdes foram selecionadas pois foram
as minimas concentragdes inibitérias (MIC) determinadas apds testes microbioldgicos

prévios.

Revestimento das amostras

Para a realizagao dos revestimentos ("coatings") nos discos de titanio e
zircOnia, foi utilizada a técnica de precipitacao, na qual solugbes das nanoparticulas
de tungstato de prata e de molibdato de prata na concentragao de 1 mg/ mL em alcool
isopropilico foram submetidas ao ultrassom por 20 minutos. Em seguida, 5uL da
suspensao foram gotejados sobre a superficie dos discos. Apds secagem, o

gotejamento foi repetido por 5 vezes. Apods deposicdo das 5 camadas, as amostras
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foram tratadas termicamente a 250° C por 2 horas (Figura 2) Da mesma forma, foi
realizado o revestimento sobre os corpos de prova de resina acrilica e silicone,
seguindo os mesmos passos, com a diferengca de que apds a deposicdo das 5
camadas da nanoparticulas, as amostras foram tratadas termicamente a 100° C por 2

horas (Figura 3).

Figura 2 - Corpos de prova em zircbnia revestidos com a-Ag2WO4

Figura 3 - Corpos de prova em silicone de adigao revestidos com a-Ag2WO4

Desinfec¢cao das amostras

Previamente a confecg¢ao dos extratos, os corpos de prova, com ou sem o
revestimento, foram colocados em sacos plasticos estéreis fechados hermeticamente,
e deixados em banho de ultrassom por 30 minutos. Apds este periodo, foram expostos
a luz ultravioleta, em capela de fluxo laminar por mais 1 hora de cada lado da

amostra®®.
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Confecc¢ao dos Extratos

Para a analise do efeito citotoxico dos biomateriais apds revestimento com
as nanoparticulas foram obtidos extratos das substancias hidrossoluveis dessas
amostras®6-57- 2526 Para isso, trés corpos de prova de cada biomaterial (revestidos ou
nao com diferentes nanoparticulas), apos desinfetados, foram colocados dentro de
tubos Falcon com 2,5 mL de meio de cultura DMEM, suplementado com 10% de soro
fetal bovino, e incubados a 37° C por 24 horas?>?6, Durante esse periodo de
incubacao, as substancias provavelmente téxicas foram difundidas para o meio de
cultura, formando, assim, os extratos utilizados nos testes de citotoxicidade. Um tubo
Falcon contendo apenas 2,5 mL de meio de cultura foi armazenado sob as mesmas

condig¢des, servindo, assim, como grupo controle negativo.

Cultura de células

Foram feitas culturas de queratindcitos humanos com a linhagem HaCaT
(0341) adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, cultivados em garrafas
plasticas de 75 cm? em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
com 2,0 mmol/L-' de glutamina; contendo 10% de soro fetal bovino (SFB); 10,000
ug.mL-' de penicilina G; 10,000 ug.mL-" de estreptomicina; 25 ug.mL-"' de anfotericina,
em incubadora com uma atmosfera umedecida, contendo CO:2 a 5% e a temperatura
de 37°C. Para manutengéo da cultura, as células foram cultivadas até atingirem a
confluéncia (90%), lavadas com tampao fosfato PBS 1X (NaCl 140 mmol.L-', KCI 3,0
mmol.L-!, Na2HPO4 4,30 mmol.L-', KH2PO4 1,4 mmol.L"), removidas com solugdo de
tripsina (0,05%)/EDTA (0,53 mmol.L") e entdo submetidas a centrifugagdo com 400
xg por 5 minutos. As células foram entdo ressuspendidas em meio de cultura e
replagueadas em garrafas novas. O meio dos queratinécitos foi trocado a cada dois
dias, e as células recultivadas até que o numero de células e a confluéncia adequados
fossem obtidos para a execucao do experimento. As células utilizadas estavam entre
a 3% e a 8 passagem. As células foram contadas em camara de Neubauer,
adicionando o corante Azul de Tripan, e plaqueadas na quantidade de 1,5 x 10*

células/poco em placas estéreis de 96 pogos (Figura 4). Entdo, as células foram
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incubadas em estufa contendo CO2 a 5% e a temperatura de 37°C por 24 horas. Apos

este periodo, as células entraram em contato com os extratos e foram incubadas por

mais 24 horas, totalizando um crescimento celular de 48 horas.

E importante salientar que todos os procedimentos foram realizados em
area asseéptica dentro da capela de fluxo laminar previamente desinfetada com alcool
70%. Além disso, os materiais utilizados, com excecgao das células e meio de cultura,

foram desinfetados previamente em luz ultravioleta durante 20 minutos dentro da

capela de fluxo laminar.

Figura 4 - Células plagueadas na quantidade de 1,5 x 10* células/pogo em placa

estéril de 96 pocos.

Condigoes experimentais avaliadas

Nanoparticulas de a-Ag2WO4 e a-Ag2MoO4 em Solugao

Ap6s 24 horas de crescimento dos queratindcitos semeados na
concentragdo de 1,5 x 10* células/pogo em placas acrilicas esterilizadas de 96
compartimentos, foi realizada uma lavagem das células aderidas com 150 uL de PBS

1x, e as solugbes das nanoparticulas (item 5.2.4) nas concentragdes de 0,25mg/ml e
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0,125mg/ml foram colocadas diretamente sobre as células. As placas foram
armazenadas em incubadora na temperatura de 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar
por mais 24 horas. Para cada grupo experimental, foram destinados quatro
compartimentos da placa (analise em quadruplicata), sendo que a analise foi

desenvolvida em trés ocasioes distintas.
Grupos Avaliados

e Ag2WO4 0,25 mg /mL — Solugéo de tungstato de prata na concentragao
de 0,25 mg /mL.

e Ag2WO4 0,125 mg/ mL — Solugao de tungstato de prata na concentragao
de 0,125 mg/ mL.

e Ag2MoO4 0,25 mg /mL — Solugao de molibdato de prata na concentragao
de 0,25 mg /mL.

e Ag2MoOs 0,125 mg /mL — Solugdo de molibdato de prata na

concentracao de 0,125 mg /mL.

e Controle Negativo — Controle de células que n&do foram expostas a solugédo de

nanoparticulas.

Nanoparticulas como revestimento de biomateriais

Apos 24 horas de incubacgao das células em placas com 96 orificios, o meio
de cultura presente sobre as células foi desprezado, permanecendo apenas as células
aderidas no fundo da placa. Posteriormente foi feita uma lavagem das células com
150 uL de PBS 1x. Entdo, 75 pl de meio de cultura novo foram colocados em cada
orificio da placa, juntamente com mais 75 uL do meio de cultura contendo os extratos
obtidos dos corpos de prova (item 5.2.7). A placa foi incubada por mais 24 horas em
estufa com 5% de COz2, a temperatura de 37° C. Para cada grupo experimental, foram
destinados quatro compartimentos da placa (analise em quadruplicata), sendo que a

analise foi desenvolvida em trés ocasides distintas.
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Grupos Avaliados

e Ag2WOs4 Ti - Nanoparticula de Tungstato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Titanio (Ti);

e Ag2WOs4 Zi - Nanoparticula de Tungstato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Zirconia (Zi);

e Ag2WO4RA - Nanoparticula de Tungstato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Resina Acrilica (RA);

e Ag2WOs4 Si - Nanoparticula de Tungstato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Silicone (Si);

e Ag2MoOs Ti - Nanoparticula de Molibdato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Titanio (Ti);

e Ag2MoOs Zi - Nanoparticula de Molibdato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Zirconia (Zi);

e Ag2MoO4 RA - Nanoparticula de Molibdato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Resina Acrilica (RA);

e Ag2MoOs Si - Nanoparticula de Molibdato de prata revestindo os corpos
de prova do biomaterial Silicone (Si);

e Controle Ti - Corpos de prova do biomaterial Titanio, sem revestimento
de nanoparticulas (grupo controle do biomaterial Ti);

e Controle Zi - Corpos de prova do biomaterial Zircbnia, sem revestimento
de nanoparticulas (grupo controle do biomaterial Zi);

e Controle RA - Corpos de prova do biomaterial Resina Acrilica, sem
revestimento de nanoparticulas (grupo controle do biomaterial RA);

e Controle Si - Corpos de prova do biomaterial Silicone, sem revestimento
de nanoparticulas (grupo controle do biomaterial Si);

e Controle Negativo — Controle de células que receberam apenas o0 meio

de cultura suplementado com SFB e solugao de antibiético e antimicaético.
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Testes realizados para analise da citotoxicidade

Avaliagao da atividade mitocondrial dos queratindcitos (Teste MTT)

Para a analise do metabolismo celular, atividade mitocondrial dos
queratinécitos foi avaliada. O ensaio de MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
Difeniltetrazolio Brometo], consiste na detecgcéo da viabilidade celular, de acordo com
a capacidade de conversao do sal tetrazolio MTT em um produto de coloragao roxa
que pode ser medido em espectrofotdmetro. O principio deste método, consiste no
fato de que as células viaveis possuem mitocdndrias competentes, que promovem a
respiracao celular e liberam no meio, espécies redutoras provenientes de cadeia
respiratoria celular, o que promove a redugao do sal do MTT amarelo no produto
corado, roxo®.

Para a realizacao do teste, as células, apds o contato com as solugdes ou
extratos das nanoparticulas, foram lavadas com 150 uL de PBS. Em seguida, foi
adicionado 150 pL de solugdo de MTT (5,0 mg/ mL-') em cada poco, e as placas foram
incubadas a 37°C com 5% de CO2 e 95% de ar, por 4 horas no escuro. Em seguida,
os cristais de formazan foram solubilizados em 75 yL de 2-propanol acidificado com
0,04N de HCI. Apos agitacado e verificagdo da homogeneidade das solugdes, foi
realizada a leitura de absorbancia em comprimento de onda de 570 nm em leitor
Reader 400 EZ.

Avaliagao da proliferagao celular por meio do teste Alamar Blue

A proliferacdo celular dos queratinécitos também sera avaliada com a
utilizagdo do teste Alamar Blue® (Figura 5). O ensaio apresenta um indicador de
crescimento fluorimétrico com base na detecgdo de atividade metabdlica.
Especificamente, o sistema incorpora um indicador de oxidagéo-reducéo (REDOX),
que gera um produto fluorescente e muda de cor em resposta a redugéo quimica. O
crescimento celular continuo mantém um ambiente reduzido, enquanto a inibicdo de

crescimento mantém um ambiente oxidado. A reducgao relacionada com o crescimento
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faz com que o indicador REDOX oxidado (n&o-fluorescente, azul) mude para a forma
reduzida (fluorescente, vermelho).

Apos 48 horas de crescimento dos queratindcitos (24 horas para adesao
ao fundo da placa e 24 horas em contato com os extratos) em cada condigao
experimental, o meio presente nas células foi removido, as células foram lavadas uma
vez com 150 uL de PBS e foi acrescentado por 15 uL da solugdo de Alamar Blue
diluida em 135 pL de DMEM com 10% de SFB, totalizando 150 pyL da solugdo em
cada pogo. As amostras foram, entao, incubadas protegidas da luz, a 37°C com 5%
de CO2 e 95% de ar, durante 4 horas. Decorrido este tempo, o conteudo dos pogos
foi transferido para uma placa preta estéril de 96 compartimentos com fundo plano e
imediatamente foi realizada a leitura de fluorescéncia das amostras através do

Fluoroskan Ascent FL com um filtro de 544 nm de emissédo e 590 nm de transmissao.

Figura 5 - Reagente Alamar Blue®

Pliod . 8:2' Lot # NL177839
alamarBlue® Cell Viability As
Reagent, 25 m| e

Store at 4°C

Refer to instructions for Proper use,

Refer to MSDS
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Analise da integridade da membrana

O ensaio de integridade de membrana, por meio da utilizagdo do Kit
CytoTox-ONE™ (Figura 6), € um método homogéneo, fluorimétrico para estimar o
numero de células ndo viaveis presentes em placas de multiplos pogcos. Mede a
liberagcdo de lactato desidrogenase (LDH) a partir de células com uma membrana
danificada. LDH liberado para o meio de cultura € medido com um composto
enzimatico (diaforase) que resulta na conversao de resazurina em resorufina. Sendo
que a quantidade de fluorescéncia produzida € proporcional ao numero de células

lisadas.

Figura 6 - Kit reagente CytoTox-One™

O ensaio foi realizado apés a incubacao de 48 horas das células (24 horas
para adesao ao fundo da placa e 24 horas em contato com os extratos), de acordo
com 0s grupos experimentais descritos. A placa de cultura de células foi retirada da
estufa de CO:2 e foram acrescentados 3 UL da solucao de lise em cada poco. Entéo, a
placa foi colocada por 30 min na estufa a 22°C. Apds 30 min, foram adicionados 150
ML do reagente em cada pogo, e a placa incubada novamente a 22° C por 10 mais
minutos, na auséncia de luz. Decorrido esse tempo, foram colocados 75uL de “stop
solution” em todos os pogos e o conteudo foi homogeneizado levemente. Este
conteudo, presente em cada poco, foi transferido para uma placa preta estéril de 96
compartimentos com fundo plano e imediatamente foi realizada a leitura de
fluorescéncia das amostras através do Fluoroskan Ascent FL com um filtro de 544 nm

de emissdo e 590 nm de transmissao.
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Para este teste, além dos grupos controles citados anteriormente, um grupo
controle apenas com o reagente e o meio de cultura foi necessario, pois 0 meio de
cultura suplementado com SFB pode conter quantidades significativas de LDH, e
alterar o resultado do teste. O valor de fluorescéncia determinado a partir deste
controle foi usado para normalizar os valores de fluorescéncia obtidos a partir de
outras amostras. Para que os valores fossem normalizados, houve necessidade da
aplicacao de uma férmula apresentada pelas recomendacgdes do fabricante, onde os

valores de fluorescéncia encontrados foram aplicados na férmula a seguir.

Percentual de Citotoxicidade = 100 x (Experimental — Controle do Meio de Cultura)

(Controle negativo — Controle do Meio de Cultura)

Analise dos resultados

Foram realizadas duas analises separadamente, uma quantitativa e outra
qualitativa. Na analise quantitativa, os resultados do numero de células viaveis,
obtidos nos diferentes testes (teste MTT, Alamar Blue e CytoTox-One) foram
tabulados e submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
de variancia (Levene) para verificar a distribuicdo dos dados amostrais. Com base nos
resultados observados por meio desses testes, o método estatistico mais adequado.
Para avaliar a citotoxicidade de biomateriais revestidos com nanoparticulas de
Ag2WO4 e Ag2MO4 foram utilizadas analises de variancia de dois fatores: biomaterial
e revestimento, aplicadas sobre as porcentagens de células vivas em relagao ao
controle. Essa analise foi complementada por comparacdées multiplas pelo teste de
Tukey. Adotou-se o nivel de significancia de 5% para a tomada de decisao (tabelas

contendo as analises estatisticas encontram-se no Anexo 2).

Para complementar a analise estatistica, os resultados de cada grupo
experimental foram comparados com o grupo controle (considerado 100% de
viabilidade) e os materiais e tratamentos propostos foram classificados de acordo com

o efeito citotoxico em (analise qualitativa)®®: nao citotoxico (inibigdo menor do que 25%
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em relagédo ao grupo controle), discretamente citotoxico (inibigdo entre 25% e 50% em
relagdo ao grupo controle), moderadamente citotdxico (inibigdo entre 50% e 75% em
relacdo ao grupo controle) e intensamente citotoxico (inibicdo maior do que 75% em

relagdo ao grupo controle).



100

RESULTADOS

Analise quantitativa da citotoxicidade das amostras revestidas

Na Tabela 1 sdo mostradas as médias e desvios padrao de porcentagens
de células vivas relativamente ao controle (considerado 100% células vivas). Para
cada teste foi aplicada uma analise de variéncia, obtendo-se sempre significancia
estatistica da interacdo entre o tipo de revestimento e biomaterial (p<0,01). Isso
significa que o revestimento depende do biomaterial e, entado, foi aplicado o teste de
Tukey para a comparagdo de meédias de porcentagens. O resultado dessas
comparacdes, para cada método, esta resumido na Tabela 1. E importante salientar
que, para o teste CytoTox-One, os dados foram subtraidos de 100% para
determinacao do numero de células vivas, uma vez que o teste determina o numero

de células mortas por meio da quantificacdo de LDH liberado.

Tabela 1 — Média (desvio padrao) de porcentagens de viabilidade celular em relagcéo
ao controle, obtidas nos diferentes testes, de acordo com o biomaterial e o

revestimento empregado.

Método Biomaterial Revestimento
Tungstato Molibdato Sem revestimento
Alamar Ti 77,3(2,6) A 73,3(1,8) @A 96,9 (2,1) ©Bf
7i 73,4 (1,2) A 69,2 (1,2) @A 88,6 (1,3) b8
RA 76,7 (1,6) A 743(1,0) @A 88,6 (1,8) ®B
s 57,9 (1,7) # 69,5(2,2) B 80,3 (3,9) @°
MTT Ti 73,7 (2,8) A 76,3 (3,4) 1B 84,2 (0,3) 2B
7 63,7 (2,6) @ 61,2(2,8) & 85,2 (5,4) B
RA 72,5(3,9) A 71,0 (1,2) beA 82,6 (3,1) B
s 64,4 (4,9) *» 65,9(0,8) avA 77,2 (2,2) @8
CytoTox One Ti 66,8 (0,8) A 63,5(1,8) A 86,4 (2,2) b8
7 63,7 (4,0) b8 53,3 (2,1) A 75,2 (2,2) €
RA 65,1 (1,6) b8 59,2 (1,4) beA 81,6 (1,1) ®C
51,4 (2,2) @ 50,1 (1,5) 2 71,3 (0,9) 2B

Si
Médias acompanhadas de letras iguais (maiusculas na linha ou minusculas na coluna), de acordo com o
teste, ndo sao significativamente diferentes (teste de Tukey: p>0,05)
1 néo difere significativamente do controle de células vivas
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De acordo com a Tabela 1, observa-se que, no teste Alamar Blue, todos os
biomateriais, revestidos com ambas as nanoparticulas, foram estatisticamente
diferentes do grupo de amostras sem revestimento. Em relagdo ao tipo de
revestimento, somente as amostras de silicone revestidas com molibdato de prata
foram diferentes das amostras de silicone revestidas com tungstato de prata. Em
relacéo ao tipo de biomaterial, as amostras de silicone revestidas com tungstato de
prata foram diferentes dos demais biomateriais. Dentro do grupo dos biomateriais sem
revestimento, somente o titanio foi considerado estatisticamente igual ao controle de
células vivas (considerado 100%) e diferente dos demais grupos, os quais foram
semelhantes entre si.

No teste MTT, todos os biomateriais, revestidos com ambas as
nanoparticulas, foram estatisticamente diferentes do grupo de amostras sem
revestimento. Além disso, as amostras de titanio revestidas com molibdato de prata
foram diferentes das amostras de titanio revestidas com tungstato de prata. Essas
mesmas amostras foram estatisticamente diferentes dos demais biomateriais
revestidos com a mesma nanoparticulas. Observou-se também que todos os
biomateriais foram estatisticamente diferentes do grupo controle de células vivas.

Todos os biomateriais, revestidos com ambas as nanoparticulas, foram
estatisticamente diferentes do grupo de amostras sem revestimento também para o
teste CytoTox-One. Além disso, as amostras de resina acrilica e de zircénia revestidas
com molibdato de prata foram diferentes das mesmas amostras revestidas com
tungstato de prata. Ainda para o mesmo teste, observou-se também que, em relagéo
ao tipo de biomaterial, as amostras de silicone revestidas com tungstato de prata
foram diferentes dos demais biomateriais. Dentro do grupo dos biomateriais sem
revestimento, as amostras de titanio ndo diferiram estatisticamente das amostras de
resina acrilica e as amostras de zirconia ndo diferiram estatisticamente das amostras
de silicone. Porém, todos os biomateriais foram estatisticamente diferentes do grupo

controle de células vivas.
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Nas Figuras de 7 a 9 estdo representados os resultados da viabilidade
celular de acordo com a fluorescéncia e a absorbancia nos testes Alamar Blue, MTT

e CytoTox-One, respectivamente.

Figura 7 - Viabilidade celular no teste Alamar Blue.
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Figura 8 - Viabilidade celular no teste MTT.
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Figura 9 - Viabilidade celular no teste Cyto Tox One.
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Analise qualitativa da citotoxicidade das amostras revestidas

Para complementar os resultados das analises de variancia, os resultados
de cada grupo experimental foram comparados com o controle de células vivas
(considerado 100% de viabilidade celular) e os grupos foram classificados como®°:
nao citotdoxico (inibicdo menor do que 25% em relagdo ao grupo controle),
discretamente citotoxico (inibicdo entre 25% e 50% em relagdo ao grupo controle),
moderadamente citotoxico (inibicdo entre 50% e 75% em relagcédo ao grupo controle)
e intensamente citotoxico (inibigdo maior do que 75% em relagéo ao grupo controle).

Nas Figuras de 10 a 12, estao representados os resultados de porcentagem
de viabilidade celular em relagao ao controle de células vivas, nos testes Alamar Blue,

MTT e CytoTox-One, respectivamente.



104

Figura 10 - Porcentagem de viabilidade celular no teste Alamar Blue.
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Figura 11 - Porcentagem de viabilidade celular no teste MTT.
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Figura 12 - Porcentagem de viabilidade celular no teste CytoTox-One.
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Por essa analise, foi possivel observar que, no teste Alamar Blue, todos os
biomateriais sem revestimento foram classificados como nao citotoxicos. A mesma
classificagao foi dada para as amostras de titanio revestidas com tungstato de prata.
Os demais biomateriais revestidos com ambas as nanoparticulas foram classificados
como discretamente citotdéxicos. Também no teste MTT, todos os biomateriais sem
revestimento foram classificados como n&o citotoxicos. As amostras de titanio
revestidas com molibdato de prata também foram classificadas como nao citotdxicas.
Todos os demais grupos foram classificados como discretamente citotdéxicos pois
inibiram o crescimento celular entre 25 e 50% em relagdo ao grupo controle. No teste
CytoTox-One, todos os grupos inibiram em maior quantidade a proliferagao celular em
comparagao aos testes Alamar Blue e MTT, sendo, portanto, mais sensivel. Neste
teste, somente as amostras de titdnio, zircbnia e resina acrilica, sem revestimento,
foram classificadas como néo citotoxicas. Os demais grupos foram classificados como
discretamente citotéxicos, tendo sido observada maior redugdo do numero de células

para as amostras de silicone, independentemente do tipo de revestimento.
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Analise qualitativa das imagens obtidas com microscopia 6ptica invertida das

amostras revestidas
As figuras 13 a 25 apresentam imagens obtidas com microscopio optico

invertido Leica, e demonstram a viabilidade celular das amostras testadas.

Figura 13 - Microscopia éptica invertida das amostras de Titanio revestidas com
Ag2WO4 (Aumento de 10x).




107

Figura 14 - Microscopia 6ptica invertida das amostras de Zircdnia revestidas com
Ag2WO4 (Aumento de 10x).

Figura 15 - Microscopia Optica invertida das amostras de Resina Acrilica revestidas
com Ag2WOs4 (Aumento de 10x).
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Figura 16 - Microscopia optica invertida das amostras de Silicone revestidas com
Ag2WO4 (Aumento de 10x).

Figura 17 - Microscopia Optica invertida das amostras de Titanio revestidas com
Ag2MoO4 (Aumento de 10x).

S ey
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Figura 18 - Microscopia optica invertida das amostras de Zirconia revestidas com
Ag2MoO4 (Aumento de 10x).

Figura 19 - Microscopia optica invertida das amostras de Resina Acrilica revestidas

com Ag2MoO4 (Aumento de 10x).
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Figura 20 - Microscopia 6ptica invertida das amostras de Silicone revestidas com
Ag2MoO4 (Aumento de 10x).

Figura 21 - Microscopia éptica invertida das amostras de Titanio sem revestimento
(Aumento de 10x).
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Figura 22 - Microscopia 6ptica invertida das amostras de Zircbnia sem revestimento
(Aumento de 10x).

Figura 23 - Microscopia éptica invertida das amostras de Resina Acrilica sem

revestimento (Aumento de 10x).
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Figura 24 - Microscopia optica invertida das amostras de Silicone sem revestimento
(Aumento de 10x).

Figura 25 - Grupo controle negativo (Aumento de 10x).
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Analise quantitativa e qualitativa da citotoxicidade das nanoparticulas de a-

Ag2WO4 e a-Ag2Mo0O4 em solugao

Este estudo também avaliou a citotoxicidade das nanoparticulas em
solugdo nas concentragbes de 0,25 mg /mL e 0,125 mg /mL, as quais foram
consideradas as concentracdes inibitorias minimas em estudos anteriores.

A Tabela 2 e a Figura 26 mostram os resultados de fluorescéncia para o
teste Alamar Blue. Na Figura 27, apresentam-se os valores em porcentagem da
viabilidade celular para cada grupo em relacdo ao controle de células vivas
(considerado 100% de viabilidade)

Tabela 2 - Viabilidade celular no teste Alamar Blue.

Nanoparticula Concentracido

Tungstato C.25 41,1 (3,0) a
C.125 44,3 (6,7) a
Molibdato C.25 39,8 (2,7) a
C.125 36,6 (1,0) a

Controle
100% células 1982,6 (28,3) b

Médias acompanhadas de letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p>0,05)

Figura 26 - Viabilidade celular no teste Alamar Blue.
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Figura 27 - Porcentagem da viabilidade celular em relag&o ao controle no teste

Alamar Blue.
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A partir da analise dos resultados do teste Alamar Blue, observou-se que
as nanoparticulas em solugdo, em ambas as concentragdes, foram intensamente
citotdxicas, com morte celular de quase 100% das células. Assim, os demais testes
(MTT e CytoTox-One) nado foram realizados por terem sido considerados

desnecessarios.

Sintese das nanoparticulas de a-Ag2WO0O4 e a-Ag2MoO4 em solugao

Em relagéo a sintese, a nanoparticula de Ag2WO:s4 foi sintetizada através de
meétodo hidrotérmico e caracterizada através de Microscopia Eletronica de Varredura
e Difragdo de Raios X'"%°. Por imagens de MEV-FEG foi possivel observar que as
amostras sintetizadas de Ag2WO4 apresentam morfologia de bastdes com face
hexagonal, com comprimento médio de aproximadamente 1,5 uym (Figura 28). A
amostra apresentou rapido crescimento de prata metalica quando bombardeada por
elétrons no microscopio. A nanoparticula de Ag2MoO4 foi sintetizada através do
método da co-precipitacao, e foi caracterizada através de Microscopia Eletronica de

Varredura e Difragdo de Raios X''%°. A maior parte da amostra de Ag2MoOs
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apresentou morfologia cubica e hexagonal, porém foram observadas algumas
particulas com morfologia irregular (Figura 29). Apresentaram, também, particulas de

prata metalica em sua superficie.

Figura 28 - Imagens de MEV-FEG das amostras sintetizadas de Ag2WOa.
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DISCUSSAO

As superficies com propriedades antimicrobianas sao altamente desejadas
em aplicagdes que requerem uma barreira protetora contra a infecgao. Neste contexto,
as nanoparticulas representam uma das estratégias mais promissoras para superar a
resisténcia microbiana, uma vez que utilizam diferentes mecanismos para inibir o
crescimento de micro-organismos®254 85 Longo et al.3® (2014) verificaram que as
nanoparticulas de Ag2WO4, em solugéo, foram capazes de inativar MRSA e que este
efeito foi dose-dependente. Porém, a utilizagdo das nanoparticulas deve ser vista com
cautela, uma vez que 0os mesmos mecanismos de morte de micro-organismos podem

ocasionar a morte de células do corpo humano, limitando suas indicagées.

Estudos indicam que a esclerose sistémica, artrite reumatdide, lupus
eritematoso e doenca renal crénica podem ser causados pela exposicdo a
nanoparticulas’ %8, Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
biocompatibilidade de nanoparticulas de Tungstato de Prata (Ag2WO4) e Molibdato de
Prata (Ag2MoOQO4), em solugédo e apos revestimentos de biomateriais, a fim de torna-
las viaveis para o uso clinico na prevencdo de biofiimes. Para isso, o teste de
citotoxicidade, utilizando-se cultura de células, foi selecionado por ser considerado
relativamente simples, reproduzivel, efetivo e controlado®2. Além disso, com o objetivo
de obter informagdes mais completas sobre a citotoxicidade dos materiais, foram

utilizados diferentes métodos, como os testes MTT, Alamar Blue e CytoTox-One.

No teste MTT, o sal metiltetrazolium € incorporado a cultura de células. A
enzima desidrogenase succinica das células viaveis quebra a estrutura do sal
tetrazolium, produzindo cristais de formazan na cor azul, determinando, dessa forma,
valores relativos a intensidade da cor azul em espectrofotometro especifico com
comprimento de onda determinado. Quanto maior a atividade mitocondrial, maior sera
a intensidade da luz azul e, assim, maior o numero de células viaveis. O Alamar Blue
€ um teste simples e rapido, em que 10% da solugcdo comercialmente disponivel séo
adicionados ao meio de cultura celular e medidos tanto por colorimetria ou
fluorimetria*®. No entanto, maior sensibilidade é conseguida utilizando a propriedade
fluorescente. O teste Alamar Blue nao é téxico e nao interfere na viabilidade celular,

como ocorre com o Azul de Trypan*3. Além disso, ndo se faz necessario eliminar as
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células para obter medigdes, como ocorre com o teste MTT®2. O teste com o reagente
CytoTox-One mede a liberacdo de LDH (lactato desidrogenase) das células com
membranas danificadas. A produgcdo do produto fluorescente é proporcional a
quantidade de LDH liberada. Este processo € acompanhado por um rapido declinio
da viabilidade celular. Este método é rapido e facilmente adaptavel para diferentes

tipos de células e condi¢cdes de ensaio®”.

No presente estudo, o teste MTT e o teste Alamar Blue apresentaram
resultados bastante semelhantes entre si. Ja o teste CytoTox-One pareceu ser mais
sensivel do que os outros testes. Isso demonstra que, em alguns grupos, mesmo as
células estando com a atividade mitocondrial preservada, alteragdes na membrana
ocorreram, uma vez que houve a liberagdo de LDH. Tang et al®3, (1999) realizaram
um estudo pelo qual foram comparadas diferentes metodologias que avaliam a
citotoxicidade de materiais. O estudo mostrou que a utilizagao de diferentes métodos
proporciona informag¢des mais completas sobre a citotoxicidade dos materiais. Além
disso, de acordo com Ciapetti et al.’”® a adogdo de varios métodos de ensaio
proporciona melhores resultados na avaliacdo da citotoxicidade. Além disso, a escolha
de trés métodos diferentes garante que os resultados sao validos devido a liberagao
de produtos a partir dos materiais, o que poderia causar interferéncia com um unico

teste25-26,

Os resultados do presente estudo mostraram que as solugdes de
nanoparticulas de Tungstato de Prata e Molibdato de Prata, em ambas as
concentracdes (25 pg/mL e 12,5 ug/mL), inibiram a proliferagcao celular em mais de
75%, em comparagao ao controle para o teste Alamar Blue, tendo sido consideradas
intensamente citotdxicas. Assim, os demais testes (MTT e Cyto Tox One) ndo foram
realizados por terem sido considerados desnecessarios. Esses resultados estao de
acordo com Han et al.?' (2014), os quais observaram que nanoparticulas de prata a
25 pg/ml diminuiram a viabilidade celular em 50 % em relagéo ao controle. Estes
resultados podem ser explicados, em parte, em funcio da liberacdo de ions prata.
Nanoparticulas de prata tém atividade antibacteriana promissora por combater a
adesao bacteriana e a formacao de biofilme, mas o pequeno tamanho e elevada
mobilidade requer preocupagdes de seguranga, devido ao aumento do potencial
citotdxico®®. Em estudo recente desenvolvido por Longo et al.3¢ (2013), foi constatado

o crescimento de prata metalica na superficie dos cristais de tungstato. Os fios de
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prata nascem como resultado de uma reacao de eletrossintese, na qual os elétrons
gerados pelos microscopios interagem com os ions de prata do tungstato para fazer
a reducao da prata metalica. Segundo os autores, este processo pode ser aplicado
para o controle de outras propriedades, como a atividade microbiana e
fotodegradacado. “Com a irradiagdo a propriedade bactericida aumenta sua eficiéncia
trés vezes em comparagao ao método atual de deposi¢cdo.” Pesquisas tém mostrado
que as nanoparticulas de prata podem agir na membrana celular’?, causando
alteragbes na estrutura e, consequentemente, morte celular. Além disso, as
nanoparticulas podem causar danos ao DNA e aumentar as espécies reativas de
oxigénio, levando a morte celular® 3. Outro fato conhecido que pode levar a morte
celular € que nanoparticulas de prata com tamanho de 20 nm ou menos pode entrar
na célula sem endocitose, sendo distribuidas no interior do citoplasma'’-2'. Como
tendéncia geral, tem sido assumido que as nanoparticulas de prata podem se unir a
superficie da membrana celular, o que provoca a desnaturagcao de proteinas e,
consequentemente, a morte celular'. Por outro lado, Panacek et al.5' (2006)
propuseram que essas nanoparticulas podem penetram no interior das bactérias e
causar dano celular por interacdo com compostos de enxofre e de fésforo, tais como
proteinas e DNA. Além disso, quando as nanoparticulas sdo colocadas em meio de
cultura, formam complexos de nanoparticulas e proteinas®. A formacido desses
complexos também pode atuar no efeito citotéxico em decorréncia da interacéo da

camada proteica do complexo com as células em cultura®®.

O molibdato e o tungstato sdo oxianions de molibdénio e de tungsténio,
respectivamente, os quais sdo elementos quimicos metalicos. De acordo com Dunnick
et al.?® (2014), éxidos metdlicos sdo conhecidos pelas suas propriedades semi-
condutoras, o que permite a transferéncia de elétrons entre o nanomaterial e
ambientes aquosos. Esta transferéncia de elétrons pode também desempenhar um
papel na toxicidade das nanoparticulas aqui estudadas. Em relagdo ao tungstato de
prata, nosso resultados estdo de acordo com Dunnick et al.’ (2014), os quais
verificaram que, na concentragdo de 50 ug/ml, o tungstato de prata causou dano
celular. Os resultados mostraram que a forma e tamanho pode desempenhar um
papel importante na determinacdo de reatividade e citotoxicidade dessas
nanoparticulas. Os resultados também indicaram que as caracteristicas quimicas e

variabilidade dessas nanoparticulas pouco influenciaram na toxicidade celular. Em
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relagdo ao Molibdato de Prata, nenhum estudo que avaliasse a sua citotoxicidade foi

encontrado na literatura, inviabilizando as comparagdes.

Em relagdo ao grupo de biomateriais sem revestimento com as
nanoparticulas, os resultados mostraram que, nos testes Alamar Blue e MTT, todos
0s biomateriais foram classificados como néo citotdéxicos. Adicionalmente, no teste
Alamar Blue, as amostras de titdnio promoveram crescimento celular semelhante ao
grupo controle. Ja no teste CytoTox-One somente as amostras de titanio, zirconia e
resina acrilica foram classificadas como né&o citotéxicas. As amostras de silicone nao
revestidas foram classificadas como discretamente citotoxicos. Neste grupo, a

biocompatibilidade dos materiais isoladamente pode ser avaliada.

No caso do titanio, varios estudos reportaram algumas de suas
propriedades favoraveis, como excelente resisténcia a corrosdo e biocompatibilidade?®
45 estando de acordo com os resultados do presente estudo. Em relagéo a zirconia,
testes de biocompatibilidade in vitro e in vivo tem mostrado resultados positivos 3 4%
53, Estudos prévios comprovaram a citotoxicidade das resinas acrilicas?’-*°. Nos
nossos resultados, porém, em todos os testes realizados, as amostras de resinas
acrilicas foram classificadas como nao citotdxicas, pois inibiram menos de 25% o
crescimento celular em relagdo ao controle. Uma vez que o efeito citotdxico das
resinas acrilicas esta diretamente associado ao conteudo de mondmero residual, as
diferengas encontradas entre os estudos poderiam ser explicadas em funcido do
tempo de armazenamento e tipo de processamento das amostras. No presente
estudo, as amostras ficaram armazenadas por 48 horas antes da realizacdo dos
testes. O tempo de armazenamento em agua pode influenciar na biocompatibilidade
dos materiais?’. Além disso, uma resina acrilica termopolimerizavel por micro-ondas
foi utilizada no presente estudo. Estudos anteriores comprovaram que esse tipo de
processamento aumenta a conversdgo do monémero em polimero”! e,
consequentemente, pode diminuir sua citotoxicidade. Silicones sdo amplamente
usados na area médica e odontolégica e, por isso, sua biocompatibilidade também
deveria ser investigada. Os resultados do presente estudo mostraram que as
amostras de silicone, sem revestimento, diminuiram a viabilidade celular nos
diferentes testes, estando de acordo com estudo prévio33. Porém, estes resultados
estdo em desacordo com os encontrados por Ciapetti et al.'%, os quais verificaram que

os silicones de adigcdo testados nao foram toxicos as células L929. Contudo, esses
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mesmos autores relataram que a citotoxicidade dos silicones pode aumentar de
acordo com o tempo de exposicdo aos tecidos. Assim, os silicones utilizados para
préteses faciais, por exemplo, deveriam ser selecionados com cautela. Neste
contexto, Hensten-Pettersen e Hulterstrom?® concluiram que os silicones indicados
para proteses faciais foram tdxicos tanto para células humanas como para os

fibroblastos de ratos.

Atualmente, muitos estudos tém sido publicados a respeito do efeitos
téxicos das nanoparticulas, enquanto os dados sobre a toxicidade quando usados
como revestimentos sobre biomateriais sdo deficientes. Quando os biomateriais foram
revestidos com nanoparticulas de molibdato de prata ou tungstato de prata, observou-
se que, para a maioria das amostras, em todos os testes realizados, houve uma
inibicdo celular entre 25 e 50% em relagdo ao grupo controle, sendo os grupos
classificados como discretamente citotoxico. Levando-se em consideragdo os
aspectos acima descritos, embora a técnica de precipitagao tenha sido usada para o
revestimento das amostras, a citotoxicidade encontrada foi, provavelmente, devido a
liberagdo das nanoparticulas que revestiam os biomateriais durante a confecgao dos
extratos. Os mesmos efeitos descritos em relagdo as nanoparticulas em solugéo
podem ter ocasionado a citotoxicidade das amostras revestidas apos a liberagao das
particulas. Apesar de algumas propriedades benéficas, como o efeito antimicrobiano,
as nanoparticulas podem ser liberadas no meio como particulas individuais ou em
aglomerados e podem, potencialmente, exercer efeitos nocivos na saude humana e
esses estes efeitos tendem a aumentar de acordo com o tempo #* %9, Estudos para
avaliar o efeito citotdoxico dos biomateriais revestidos com as nanoparticulas em
funcdo do tempo de armazenamento deveriam ser conduzidos para a possivel
elaboracao de um protocolo que diminuisse a sua citotoxicidade. Além disso, estudos
que determinam a concentragao e o tipo de particulas liberadas também deveriam ser

realizados.

Uma das limitacbes do presente estudo é o fato da analise da
biocompatibilidade dos materiais ter sido feita por meio da utilizagao de extratos. Essa
metodologia, também chamada de método indireto, € comumente usada em testes de
citotoxicidade. Os extratos contém as substancias liberadas pelos biomateriais as
quais podem causar danos as células*?. Porém, testes in vivo com o contato direto

das substancias avaliadas com o tecido poderiam trazer resultados mais relevantes a
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respeito da biocompatibilidade desses biomateriais. Por outro lado, os resultados do
presente estudo apresentam informacdes valiosas a respeito da citotoxicidade dos
biomateriais revestidos com nanoparticulas e trazem a vantagem de reduzir a
experimentagdo com animais'®. Outra vantagem é que, com o método de confecgao
de extratos, o provavel efeito citotéxico em tecidos distantes dos materiais pode ser

investigada, como ocorre, por exemplo, no meio bucal.

Apesar das limitagdes do presente estudo, os resultados aqui descritos nos
alerta para o uso das nanoparticulas, as quais podem causar riscos para a saude
humana em func¢éo do seu tamanho reduzido*', o que permite atravessar as barreiras
celulares naturais, contribuindo para seu efeito citotéxico. Assim, futuros estudos sao
indicados para compreender os complexos mecanismos de toxicidade das
nanoparticulas para as células. Além disso, a internalizagcdo e a localizagao
intracelular das nanoparticulas de tungstato de prata e molibdato de prata deveria ser

avaliada por meio de microscopia eletrénica de transmissao em estudos futuros.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e dentro das limitagdes deste estudo,

pode-se concluir que:

1. As nanoparticulas de a-Ag2WO4 e a-Ag2MoO4 em solucdo, em diferentes
concentragdes, foram intensamente citotoxicas quando analisadas no teste Alamar
Blue;

2. Nao houve diferenga entre a citotoxicidade das nanoparticulas como
revestimento para a maioria dos biomateriais;

3. O silicone foi mais téxico do que os outros biomateriais quando nao
revestidos;

4. O teste CytoTox-One, o qual avalia a morte celular, foi mais sensivel do

que os testes Alamar Blue e
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5-CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e dentro das limitagdes deste estudo,

pode-se concluir que:

1. A interagcdo celular em co-cultura nao influenciou o metabolismo dos

queratinécitos e Candida albicans;

2. A PDT inibiu o crescimento dos queratindcitos e Candida albicans nos
diferentes testes realizados, tendo sido considerada um terapia de moderada a

discretamente citotoxica;

3. Nao houve diferenga na citotoxicidade das nanoparticulas como

revestimento para a maioria dos biomateriais;

4. Diferentes parametros para a analise da citotoxicidade deveriam ser
utilizados uma vez que as substancias citotoxicas podem agir de diferentes maneiras

sobre o metabolismo celular.
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ANEXOS
ANEXO 1

Metodologia estatistica para o teste Alamar Blue

Univariate Tests of Significance for Fluorescéncia - Método Alamar

Effect SS Degr. of MS F p
Freedom

Célula 7892,65 1 7892,65 8,07 0,010

Tratamento 937135,29 4 234283,82 239,69 0,000

Interagéo 44327,13 4 11081,78 11,34 0,000

Error 19548,65 20 977,43

31,26
Levene's Test for Homogeneity of Variances
MS MS F p
Effect Error

Fluorescéncia 250,029 160,657 1,556 0,196

Tests of Normality

Variavel N max D K-S Lilliefors W p

p p

Residuo 30 0,116 p>.20 p > .20 0,937 0,075

Tukey HSD test
Célula {1} {2} Média
1 Querat 0,010 1318,0 a
2 Candida 0,010 1346,0 b
Tratamento {1} {2} {3} {4} {5} Média

1 P+L+ 0,000 0,000 0,000 0,000 1091 a
2 P+L- 0,000 0,199 0,000 0,000 1239 b
3 P-L+ 0,000 0,199 0,000 0,000 1269 b
4 P-L- 0,000 0,000 0,000 0,000 1483 ©
5 Controle 0,000 0,000 0,000 0,000 1578 d

133



Tukey HSD test

Célula Tratamento {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} Média

1 Querat P+L+ 0,904 0,174 0,000 0,000 0,056 0,001 0,000 0,000 0,000 1136 a
2  Querat P+L- 0,904 0,893 0,000 0,000 0,003 0,009 0,000 0,000 0,000 1194 a
3  Querat P-L+ 0,174 0,893 0,000 0,000 0,000 0,162 0,005 0,000 0,000 1209 a
4  Querat P-L- 0,000 0,000 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 1,000 0,015 1478 b
5 Querat Controle 0,000 0,000 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 0,078 1,000 1572 ¢
6 Candida P+L+ 0,056 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1047 a
7 Candida P+L- 0,001 0,009 0,162 0,000 0,000 0,000 0,764 0,000 0,000 1284 b
8 Candida P-L+ 0,000 0,000 0,005 0,000 0,000 0,000 0,764 0,000 0,000 1328 b
9 Candida P-L- 0,000 0,000 0,000 1,000 0,078 0,000 0,000 0,000 0,033 1488 ¢
1 Candida Controle 0,000 0,000 0,000 0,015 1,000 0,000 0,000 0,000 0,033 1583 ¢

Resumo

Tratamento Querat Candida

P+L+ 1136 a 1047 a

P+L- 1194 a 1284 b

P-L+ 1209 a 1328 b

P-L- 1478 b 1488 c

Controle 1572 c 1583 c
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Metodologia estatistica para o teste MTT

Univariate Tests of Significance for Absorbancia - Método MTT

135

Effect SS Degr. of MS F p
Freedom

Tratamento 0,00714 4 0,00178 118,25 0,000

Error 0,00015 10 0,00002

Levene's Test for Homogeneity of Variances

Variavel MS MS F p

Effect Error

Absorbancia 0,000009 0,000003 2,518 0,108

Tests of Normality

Variavel N max D K-S Lilliefors w

p p

Residuo 15 0,142 p>.20 p>.20 0,959 0,668
Tukey HSD test

Tratamento {1} {2} {3} {4} {6} Média
1 P+L+ 0,003 0,008 0,000 0,000 0,069 a
2 P+L- 0,003 0,930 0,077 0,000 0,086 bc
3 P-L+ 0,008 0,930 0,023 0,000 0,083 b
4 P-L- 0,000 0,077 0,023 0,000 0,102 c
6 Controle 0,000 0,000 0,000 0,000 0,134 d




Metodologia estatistica para o teste XTT

Univariate Tests of Significance for Absorbancia - Método XTT
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Effect SS Degr. of MS F p
Freedom

Tratamento 4,06051 4 1,01513 50,15 0,000

Error 0,18219 9 0,02024

Levene's Test for Homogeneity of Variances

Variavel MS MS F p

Effect Error

Absorbancia 0,008 0,003 2,793 0,092

Tests of Normality

Variavel N max D K-S Lilliefors W

p p

Residuo 14 0,101 p>.20 p>.20 0,974 0,929
Tukey HSD test

Tratamento {1} {2} {3} {4} {6} Média
1 P+L+ 0,014 0,301 0,000 0,000 0,925 a
2 P+L- 0,014 0,478 0,002 0,000 1,418 b
3 P-L+ 0,301 0,478 0,001 0,000 1,197 ab
4 P-L- 0,000 0,002 0,001 0,374 2,094 c
6 Controle 0,000 0,000 0,000 0,374 2,317 c
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Metodologia estatistica para o teste UFC

Univariate Tests of Significance for Log(UFC) - Método UFC

SS Degr. MS F p
Effect of
Freedo
m
Tratamento 8’5754 4 (1)’6438 18,05 8’00 *
1,3664 0,0911
Error 0 15 0
Levene's Test for Homogeneity of Variances
Variavel MS MS F p
Effect Error
Log(UFC) 0,039 0,024 1,613 0,222
Tests of Normality
Lilliefor
Variavel N maxD K-S s w p
p
0,93
Residuo 20 04198 p>20 p<.05 6 2200
Tukey HSD test
Tratamento {1} {2} {3} {4} {6} Média
1 P+L+ 0,001 0,001 0,000 0,000 5394 a
2 P+L- 0,001 1,000 0,592 0,124 6,514 b
3 P-L+ 0,001 1,000 0,533 0,104 6,493 b
4 P-L- 0,000 0,592 0,533 0,800 6,829 b
6 Controle 0,000 0,124 0,104 0,800 7066 b




ANEXO 2

Metodologia estatistica para o teste Alamar Blue (nanoparticulas em solugéo)

Univariate Tests of Significance for Fluorescéncia - Método Alamar
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Effect SS Degr. of MS F p
Freedom
Nanoparticula 59,63 1 59,63 0,34 0,570
Concentracao 0,00 1 0,00 0,00 1,000
Interagao 30,88 1 30,88 0,18 0,681
Error 1728,42 10 172,84
Levene's Test for Homogeneity of Variances
MS MS F p
Effect Error
Fluorescéncia 224,921 21,646 10,391 0,001
Tests of Normality
Variavel N max D K-S Lilliefors W p
p p
Residuo 15 0,284 p<,15 p<,01 0,804 0,004
Tukey HSD test
Nanoparticula {1} {2} {3} Média
1 Tungstato 0,830 0,000 42,7 a
2 Molibdato 0,830 0,000 38,2 a
Controle 100%
4 células 0,000 0,000 19826 b
Concentragao {1} {2} {3} Média
1 C.25 1,000 0,000 40,5 a
2 C.A125 1,000 0,000 40,4 a
Controle 100%
5 células 0,000 0,000 19826 b
Tukey HSD test
Nanoparticula Tratamento {1} {2} {5} {6} {13} Média
1 Tungstato C.25 0,998 1,000 0,993 0,000 41,1 a
2  Tungstato C.125 0,998 0,993 0,949 0,000 44,3 a
5  Molibdato C.25 1,000 0,993 0,998 0,000 39,8 a
6  Molibdato C.125 0,993 0,949 0,998 0,000 36,6 a
Controle 100% Controle 100%
13 células células 0,000 0,000 0,000 0,000 1982,6 b

Metodologia estatistica para o teste Alamar Blue (Capitulo 2: nanoparticulas como revestimento)



139

Metodologia estatistica para o teste Alamar Blue (nanoparticulas como revestimento)

Univariate Tests of Significance for Fluorescéncia - Método Alamar

Effect SS Degr. of MS F p
Freedom

Nanoparticula 1081397,65 2 540698,82 271,35 0,000

Biomaterial 409843,41 3 136614,47 68,56 0,000

Interagao 153152,85 6 25525,48 12,81 0,000

Error 51809,08 26 1992,66

Levene's Test for Homogeneity of Variances

MS MS F p
Effect Error
Fluorescéncia 536,901 397,932 1,349 0,252

Tests of Normality

Variavel N max D K-S Lilliefors W p
p p
Residuo 39 0,112 p>.20 p>.20 0,970 0,363

Tukey HSD test

Nanoparticula {1} {2} {3} {4} Média
1 Tungstato 0,993 0,000 0,000 1531,9 a
2 Molibdato 0,993 0,000 0,000 1536,9 a
3 Sem revestimento 0,000 0,000 0,000 1902,0 b

Controle 100% 0,000 0,000 0,000

4 células 2146.,9 b

Biomaterial {1} {2} {3} {4} {5} Média
1 Ti 0,000 0,086 0,000 0,000 1771,4 c
2 Zi 0,000 0,056 0,000 0,000 1654,6 b
3 RA 0,086 0,056 0,000 0,000 1715,2 bc
4 Si 0,000 0,000 0,000 0,000 1486,6 a

Controle 100%

. 0,000 0,000 0,000 0,000
5 células

2146,9 d




Tukey HSD test
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Mé&di
Nanoparticula Tratamento @ 3} @ {5y’ {7y {8 © {10y {1 {12} {13} a
1 Tungstato Ti 0503 1000 0000 0472 0003 0845 0005 0000 0% 0000 0865 0000 (.0
2 Tungstato zi 0,503 0730 0000 1,000 0454 1,000 0545 0,000 8’00 0000 0018 0000 ., p
3 Tungstato RA 1,000 0,730 0,000 0700 0008 0963 0011 0,000 8’00 0000 0666 0000 .o |
4 Tungstato si 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 8’00 0000 0000 0000 o,
5  Molibdato Ti 0472 1,000 0700 0,000 0485 1,000 0577 0,000 8’00 0000 0016 0000 oo
6  Molibdato zi 0,003 0454 0008 0,000 0485 0179 1,000 0,000 8’00 0000 0,000 0000 o .
7 Molibdato RA 0,845 1,000 0963 0000 1,000 0,179 0,233 0,000 8’00 0000 0066 0000 . oo .
8  Molibdato si 0,005 0545 0011 0000 0577 1,000 0233 0,000 8’00 0000 0000 0000 00
9  Semrevestimento  Ti 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 g,oo 0003 0000 0818 o0
(1) Sem revestimento  Zi 0,000 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0,000 0003 1000 0003 0000 oo
1 Sem revestimento  RA 0,000 0,000 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 0003 (1)’00 0003 0000 00, |
; Sem revestimento  Si 0865 0018 0666 0000 0016 0000 0066 0000 0,000 g,oo 0,003 0000 1oy 4
) 0,
1 Controle  100% Confrole  100% 555 (000 0000 0000 0000 0000 0000 0000 0818 29 0000 0000
3 células células 0 2147 c
1 2 3 Média 1 2 3 Média
Ti 1 Tungstato 0,472 0,000 1661 A RA 1 Tungstato 0,963 0,000 1648 A
2 Molibdato 0472 0000 1573 A 2 Molibdato 0,963 0000 1596 A
Sem Sem
3 revestimento 0,000 0,000 2080 B 3 revestimento 0,000 0,000 1902 B
Zi 1 Tungstato 0454 0000 1575 A Si 1 Tungstato 0000 0000 1244 A
2 Molibdato 0454 0000 1486 A 2 Molibdato 0,000 0000 1492 B
Sem Sem
3 revestimento 0,000 0,000 1902 B 3 revestimento 0,000 0,000 1724 C
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Metodologia estatistica para o teste MTT (nanoparticulas como revestimento)

Univariate Tests of Significance for Absorbancia - Método

MTT

Effect SS Degr. of MS F p
Freedom

Nanoparticula 0,01 2 0,00 109,42 0,000

Biomaterial 0,00 3 0,00 23,93 0,000

Interagao 0,00 6 0,00 6,12 0,000

Error 0,00 26 0,00

Levene's Test for Homogeneity of Variances

MS MS F p
Effect Error
Absorbancia 0,000 0,000 1,832 0,095
Tests of Normality
Variavel N max D K-S Lilliefors w p
p p
Residuo 39 0,097 p>.20 p>.20 0,958 0,153
Tukey HSD test
Nanoparticula {1} {2} {3} {4} Média
1 Tungstato 1,000 0,000 0,000 0,155 a
2 Molibdato 1,000 0,000 0,000 0,155 a
3 Sem revestimento 0,000 0,000 0,000 0,186 b

Controle 100% 5000 0000 0,000

4 células 0,227 c
Biomaterial {1} {2} {3} {4} {5} Média

1 Ti 0,000 0,203 0,000 0,000 0,177 b

2 Zi 0,000 0,002 0,950 0,000 0,159 a

3 RA 0,203 0,002 0,000 0,000 0,171 b

4 Sj 0,000 0,950 0,000 0,000 0,157 a
Controle 100%

5 células 0,000 0,000 0,000 0,000 0,227 c




Tukey HSD test
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Nanoparticula Tratamento {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10} {11} {12} {13} Média
1 Tungstato Ti 0,006 1,000 0,009 0,988 0,000 0,985 0,051 0,002 0,001 0,016 0,909 0,000 0,167 b
2 Tungstato Zi 0,005 0,018 1,000 0,000 0,990 0,082 0,997 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,144 a
3 Tungstato RA 1,000 0,018 0,037 0,831 0,001 1,000 0,469 0,001 0,000 0,004 0,600 0,000 0,164 b
4  Tungstato Si 0,009 1,000 0,037 0,001 0,947 0,150 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,146 a
5  Molibdato Ti 0,988 0,000 0,831 0,001 0,000 0,429 0,003 0,042 0,015 0,211 1,000 0,000 0,173 ¢
6  Molibdato Zi 0,000 0,990 0,001 0,947 0,000 0,005 0,589 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,139 a
7 Molibdato RA 0,985 0,082 1,000 0,150 0,429 0,005 0,491 0,000 0,000 0,001 0,231 0,000 0,161 bc
8  Molibdato Si 0,061 0,997 0,169 1,000 0,003 0,589 0,491 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,149 ab
9 Semrevestimento  Ti 0,002 0,000 0,001 0,000 0,042 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,098 0,000 0,191 ab
10 Semrevestimento  Zi 0,001 0,000 0,000 0,000 0,015 0,000 0,000 0,000 1,000 0,986 0,037 0,000 0,193 b
11  Semrevestimento  RA 0,016 0,000 0,004 0,000 0,211 0,000 0,001 0,000 1,000 0,986 0,399 0,000 0,187 ab
12 Semrevestimento  Si 0,909 0,000 0,600 0,000 1,000 0,000 0,231 0,001 0,098 0,037 0,399 0,000 0,175 a

Controle 100% Controle 100%
13 células células 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,227 | d
1 2 3 Média 1 2 3 Média
T 1 Tungstato 0,988 0,002 0,167 A RA 1 Tungstato 1,000 0,004 0,164 A
2 Molibdato 0,988 0,042 0,173 A 2 Molibdato 1,000 0,001 0,161 A
Sem Sem

3 revestimento 0,002 0,042 0,191 B 3 revestimento 0,004 0,001 0,187 B

Zi 1 Tungstato 0,990 0,000 0,144 A Si 1 Tungstato 1,000 0,000 0,146 A

2 Molibdato 0,990 0,000 0,139 A 2 Molibdato 1,000 0,001 0,149 A

Sem Sem
3 revestimento 0,000 0,000 0,193 B 3 revestimento 0,000 0,001 0,175 B




Metodologia estatistica para o teste CytoTox-One (nanoparticulas como revestimento)

Univariate Tests of Significance for Fluorescéncia - Método CytoTox
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Effect SS Degr. of MS F
Freedom
Nanoparticula 2162,25 2 1081,13 215,12 0,000
Biomaterial 734,96 3 244,99 48,75 0,000
Interagéo 62,18 6 10,36 2,06 0,093
Error 130,67 26 5,03
Levene's Test for Homogeneity of Variances
MS MS F p
Effect Error
Fluorescéncia 1,556 1,009 1,542 0,172
Tests of Normality
Variavel N max D K-S Lilliefors p
p p
Residuo 39 0,107 p>.20 p>.20 0,977 0,600
Tukey HSD test
Nanoparticula {1} {2} {3} {4} Média
1 Tungstato 0,001 0,000 0,000 153,4 b
Molibdato 0,001 0,000 0,000 149,1 a
3 Sem revestimento 0,000 0,000 0,000 167,3 (o]
Controle 100%
4 células Uy G et 1828 d
Biomaterial {1} {2} {3} {4} {5} Média
1 Ti 0,000 0,069 0,000 0,000 162,1 c
2 Z 0,000 0,009 0,000 0,000 155,3 b
3 RA 0,069 0,009 0,000 0,000 159,1 c
4 Si 0,000 0,000 0,000 0,000 150,0 a
Controle 100%
5 células 0,000 0,000 0,000 0,000 1828 d




Tukey HSD test
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Médi
Nanoparticula Tratamento (1 2) (3} {4) {5) (6} n (8} (9} (10} {11} {122 {13} a
. 0,04
1 Tungstato Ti 0,948 1,000 0,000 0,939 0000 0077 0,000 0,000 3 0,000 0,733 0,000 157,7 b
. 0,00
2 Tungstato 2 0,048 1,000 0,001 1,000 0,005 0,751 0,000 0,000 1 0,000 0,072 0000 1550 b
3 Tungstato RA 0.00
9 1,000 1,000 0,000 1,000 0,001 0325 0000 0000 7 0,000 0281 0000 1563 b
. 0,00
4 Tungstato Si 0,000 0,001 0,000 0,001 1,000 0,061 1,000 0,000 O 0,000 0,000 0,000 1449 a
5  Molibdato Ti 0,00
0,939 1,000 1,000 0,001 0,005 0,772 0,000 0,000 1 0,000 0,067 0,000 1549 ¢
6  Molibdato zi 0,00 <
0,000 0,005 0,001 1,000 0,005 0,305 0,960 0,000 0 0,000 0,000 0,000 1464 b
7 Molibdato RA 0,00
0,077 0,751 0,325 0,061 0,772 0,305 0,016 0,000 0 0,000 0,001 0,000 1514 bc
8 Molibdato Si 0,00
0,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,960 0,016 0,000 0 0,000 0,000 0,000 1438 a
. . 0,00
9 Semrevestimento  Ti 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2 0,647 0,000 0002 1737 ¢
1 . .
o Semrevestimento Zi 0,043 0,001 0,007 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,002 0,212 0871 0000 1644 b
1 . 0,21
1 Semrevestimento  RA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,647 2 0,005 0,000 1698 b
1 . . 0,87
g Semrevestimento  Si 0,733 0,072 0,281 0,000 0,067 0,000 0,001 0,000 0,000 1 0,005 0,000 161,3 a
1 Controle 100% Controle 100% 0,00
3 células células 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0 0,000 0,000 182,8 | d
1 2 3 Média 1 2 3 Média
Ti 1 Tungstato 0,939 0,000 157,7 A RA 1 Tungstato 0,325 0,000 156,3 A
2 Molibdato 0,939 0,000 1549 A 2 Molibdato 0,325 0,000 1514 A
Sem Sem
3 revestimento 0,000 0,000 173,7 B 3 revestimento 0,000 0,000 169,8 B
Zi 1 Tungstato 0,005 0,001 1550 B Si 1 Tungstato 1,000 0,000 1449 A
2 Molibdato 0,005 0,000 1464 A 2 Molibdato 1,000 0,000 1438 A
Sem Sem
3 revestimento 0,001 0,000 164,4 C 3 revestimento 0,000 0,000 161,3 B
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