UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO
INSTITUTO NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA
CENTRO UNIVERSITARIO ESTADUAL DA ZONA OESTE
PROGRAMA INTERINSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM
BIOMEDICINA TRANSLACIONAL

VERONICA DA SILVA FERREIRA

POTENCIAL ANTITUMORAL E MECANISMO DE INDUCAO DE
CITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS A BASE DE PRATA
PRODUZIDAS POR ROTA VERDE

DUQUE DE CAXIAS
2019



VERONICA DA SILVA FERREIRA

POTENCIAL ANTITUMORAL E MECANISMO DE INDUCAO DE
CITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS A BASE DE PRATA
PRODUZIDAS POR ROTA VERDE

Tese apresentada ao Programa Interinstitucional
de Biomedicina Translacional - Biotrans,
Universidade do Grande Rio - Unigranrio,
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, Inmetro, Centro  Universitario
Estadual da Zona Oeste - Uezo, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Doutor em

Biomedicina.

Orientador: Dr. Celso Sant'Anna de Barbosa Filho
Co-orientadores: Dr. Wanderley de Souza e Dr.2

Elaine Del Nery

DUQUE DE CAXIAS
2019



CATALOGACAO NA FONTE
UNIGRANRIO — NUCLEO DE COORDENACAO DE BIBLIOTECAS

F383p Ferreira, Verodnica da Silva.

Potencial antitumoral e mecanismo de indugdo de citotoxicidade de nanoparticulas a
base de prata produzidas por rota verde / Verdnica da Silva Ferreira. — Duque de
Caxias, 2019.

116 f. :il. ; 30 cm.

Tese (Doutorado em Biomedicina Translacional) — Universidade do Grande Rio
“Prof. José de Souza Herdy”, Escola de Ciéncias da Saude, 2019.
“Orientador: Dr. Celso Sant'Anna de Barbosa Filho
Co-orientadores: Dr. Wanderley de Souza
Dr.2 Elaine Del Nery”.
Referéncias: . 82-101.

1. Biomedicina. 2. Nanotecnologia. 3. Neoplasias. 4. Citotoxicidade. 5.
Anticorpos antineoplasicos. |. Barbosa Filho, Celso Sant’/Anna de. Il. Souza, Wanderley
de. lll. Nery, Elaine Del. IV. Universidade do Grande Rio “Prof. José de Souza Herdy.
V. Titulo.

CDD - 610.28




VERONICA DA SILVA FERREIRA

POTENCIAL ANTITUMORAL E MECANISMO DE INDUCAO DE
CITOTOXICIDADE DE NANOPARTICULAS A BASE DE PRATA
PRODUZIDAS POR ROTA VERDE

Tese apresentada ao Programa Interinstitucional de Biomedicina Translacional - Biotrans,
Universidade do Grande Rio - Unigranrio, Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia, Inmetro, Centro Universitario Estadual da Zona Oeste - Uezo, como requisito

parcial para obtencdo do titulo de Doutora em Biomedicina.
COMISSAO JULGADORA

Dr. Celso Barbosa de Sant’ Anna Filho
Inmetro/BIOTRANS (Presidente)

Dr. Sérgio Henrique Seabra
UEZO/BIOTRANS

Dr. José Mauro Granjeiro
Inmetro/BIOTRANS

Dr. Kildare Rocha de Miranda
UFRJ

Dr. Luis Mauricio Trambaioli da Rocha e Lima
UFRJ




Agradecimentos

A Deus que em todos 0s momentos esteve comigo e permitiu que eu chegasse até aqui.

Ao meu orientador Celso Sant’Anna, com quem venho trabalhando desde 2011,
agradeco pela paciéncia, pelo apoio que recebi todos esses anos, por toda dedicacdo em
buscar recursos para nossos projetos e por ter me encorajado a superar cada obstaculo que
apareceu pelo caminho.

Ao meu coorientador, o professor Wanderley de Souza e a todos os professores do
programa Biotrans, em especial ao professor Sergian Vianna, que me orientou na disciplina
de estagio em docéncia e muito contribuiu para meu desenvolvimento profissional.

Aos meus colegas de grupo Chayenne, Nathalia, Mateus, Yuri, Michele, Renato e
Renata pelas contribui¢des técnicas, discussdes cientificas e pelo companheirismo.

A todos os colegas do prédio 47, pela companhia nos almocos, pelas comemoragoes e
por tornar meus dias melhores e mais leves, em especial ao meu amigo Lucas Marianno que
ja me acompanha desde a graduacdo e ao Flavio, que me ensinou pacientemente diversas
técnicas.

As doutoras Emile Barrias e Ana Paula Gadelha, que sempre colaboraram com meu
trabalho.

A doutora Elaine Del Nery, minha coorientadora no Institut Curie, agradeco a
oportunidade e por todo apoio recebi para a realizacdo do meu estdgio de doutorado
sanduiche.

A equipe do Labio, especialmente ao professor Leonardo Boldrini e & técnica Priscila
Grion por fornecerem linhagens celulares e pelo apoio técnico.

Aos colegas do Institut Curie: Adele, Aurienne, Bérengere, Bruno, Kévin, Maxime e
Sara Magri pela acolhida e por todo o apoio técnico e cientifico. Je voudrais aussi remercier
Dominique, la meilleure et plus généreuse institutrice de francais que j'ai connu.

A Annick por me receber e acolher t&o bem em Paris.

Aos meus amigos e familiares por sempre apoiarem a minha carreira (mesmo sem
entender muito bem), em especial a minha mae que sempre fez todo o possivel para me ajudar
a seguir em busca dos meus sonhos.

Ao meu namorado Eduardo, pela compreenséo, incentivo e suporte.



A FAPERJ, CNPq, Inmetro e Institut Curie pelo suporte financeiro ao projeto e a
CAPES pelas bolsas no pais e no exterior (bolsista da Capes/PDSE/Processo n°
88881.134152/2016-01).



“Cada pessoa deve trabalhar para o seu
aperfeicoamento e, a0 mesmo tempo, participar
da responsabilidade coletiva por toda a

humanidade.”

Marie Curie

“Filho, aceite a instrucdo desde a juventude, e
até a velhice vocé encontrara a sabedoria. Como
um lavrador ou semeador, aproxime-se dela e
espere por seus frutos saborosos. Por um pouco
de tempo vocé tera que trabalhar para cultiva-la,
mas logo comera dos seus frutos.”

Eclesiastico (6:18-19)



Resumo

A maioria dos tratamentos de cancer incluem cirurgias, radioterapia e quimioterapia.
Entretanto, além dos efeitos colaterais, muitos tipos de tumores sdo resistentes a radioterapia e
aos agentes quimioterapicos. Neste contexto, tratamentos antitumorais mais eficientes vém
sendo buscados. Dentre as novas estrategias terapéuticas, a utilizacdo de nanoparticulas (NPs)
a base de prata tem se destacado devido a seus multiplos mecanismos de acgdo. As
nanoparticulas de cloreto de prata (AgCI-NPs) e de Prata/Cloreto de Prata (Ag/AgCI-NPS)
podem ser produzidas biologicamente, sdo estaveis em solucao e capazes de liberar ions Ag+,
entretanto a atividade antitumoral destas NPs ainda foi pouco explorada. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o potencial antitumoral e identificar os mecanismos de indugdo de
citotoxicidade de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs produzidas por rota verde. Para avaliar o
potencial antitumoral das nanoparticulas foram utilizadas como modelo as linhagens tumorais
BT-474 (adenocarcinoma mamario), MDAMBA436 (adenocarcinoma mamario triplo negativo)
e A673 (sarcoma de Ewing), que foram tratadas com 0 - 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs ou O -
40 pug/mL de AgCI-NPs. A avaliacdo de seletividade foi realizada usando como modelo as
células ndo tumorais RPE-1 (epitélio pigmentado da retina). Apos a exposi¢do as NPs, as
células RPE-1 apresentaram reducdes menores que 50% na proliferacdo e 11% na viabilidade,
menos de 4% de apoptose na populacdo e ndo foram encontrados danos lisossomais,
mudangas na produgdo de ROS, na polimerizagdo de microfilamentos, no potencial de
membrana mitocondrial ou na érea celular. As linhagens tumorais BT-474, MDA-MB-436 e
AG673 tiveram seus niveis de proliferacdo notavelmente diminuidos e suas viabilidades
reduzidas em 64,19, 46,19 e 99,17%, e 98,36, 82,29 e 92,51%, quando tratadas com AgClI-
NPs e Ag/AgCI-NPs, respectivamente. Nestas células os tratamentos induziram ainda
aumento significativo na producdo celular de ROS e perda no potencial de membrana
mitocondrial que culminaram no aumento do percentual de apoptose na populacdo. As células
da linhagem BT-474 apresentaram ainda perda da acidificacdo lisossomal quando tratadas
com as maiores concentracdes de nanoparticulas (40 e 12,5 pg/ml de AgCI-NPs e Ag/AgCl-
NPs, respectivamente) e reducéo de 85% na polimerizacdo do citoesqueleto de actina quando
tratada com Ag/AgCI-NPs. Enquanto a linhagem A673 apresentou dano lisossomal e reducéo
de cerca de 23% na area da célula quando tratada com 40 pg/mL AgCl-NPs. Os resultados
demonstraram ainda que a exposicdo a Ag/AgCI-NPs induz alteracBes na morfologia da
superficie celular de HFF-1 (Fibroblastos de prepucio humano), que passam a apresentar
maior nimero de protusdes de membrana. Em conclusdo, os resultados apontaram que AgCl-
NPs e Ag/AgCI-NPs possuem acdo citotoxica mediada pela producdo de ROS e induzem
morte por apoptose por via mitocondrial ou lisossomal, dependendo do tipo celular. As NPs
demonstraram promissora atividade antitumoral com reduzidos efeitos contra células néo
tumorais, 0 que aponta para uma futura aplicacdo clinica.



Abstract

Cancer therapy includes surgeries, radiotherapy and chemotherapy. However, tumors
are resistant to radiotherapy and chemotherapics. In this context, efficient antitumor
treatments are necessary. The use of silver-based nanoparticles (NPs) is promising in
combating cancer cells due to their multiple mechanisms of action. Silver chloride (AgCl-
NPs) and silver/silver chloride (Ag/AgCI-NPs) nanoparticles can be biologically produced,
are stable in solution and able to release Ag+ ions, however, their antitumor activity has been
little explored. This work aimed to evaluate the antitumor potential and to identify the
cytotoxicity mechanisms of AgCI-NPs and Ag/AgCI-NPs produced via green route. For this,
the tumor cell lines BT-474 (Mammary Adenocarcinoma), MDAMBA436 (Triple Negative
Mammary Adenocarcinoma) and A673 (Ewing's Sarcoma) were used as models. Cells were
treated with 0 - 40 pg/ml AgCI-NPs or 0 - 12.5 pg/mL Ag/AgCI-NPs. Selectivity evaluation
was performed using RPE-1 non-tumor cells (Retinal Pigmented Epithelium). After
administration of NPs, RPE-1 reduced less than 50% of cells density and viability in 11%. In
addition, less than 4% of apoptosis in the population, as well as no lysosomal damage,
changes in ROS production, microfilaments polymerization, mitochondrial membrane
potential or cell area were found. Tumor cell lines BT-474, MDA-MB-436 and A673 had
their proliferation levels remarkably decreased and their viability reduced by 64.19, 46.19 and
99.17%, and 98.36, 82.29 and 92, 51% when treated with AgCI-NPs and Ag/AgCI-NPs,
respectively. In these cells the treatments induced a significant increase in ROS cellular
production and loss in the mitochondrial membrane potential that culminated in the increase
in percentage of apoptosis in the population. In BT-474 cells the lysosomal acidification
decreased when treated with the higher concentrations of nanoparticles (40 pg/ml AgCIl-NPs
and 12.5 pg/ml Ag/AgCI-NPs) and showed an 85% reduction in microfilaments
polymerization when treated with Ag/AgCI-NPs. A673 cells presented lysosomal damage and
a reduction of approximately 23% in the cell area when treated with 40 pg/mL AgCI-NPs.
The exposure to Ag/AgCI-NPs induced membrane protrusions in HFF-1 (Human Foreskin
Fibroblasts). In conclusion, the results indicated that AgCI-NPs and Ag/AgCI-NPs have
cytotoxic action mediated by ROS production and induce cell death by apoptosis via
mitochondrial or lysosomal route, according to the cell type. The NPs demonstrated
promising antitumor activity with reduced effects against non-tumor cells, indicating clinical
applications for cancer therapy.



Lista de Figuras

Figura 1: Desenho esquematico das abordagens Top-down e Bottom-up para a sintese de
NANOMIALETTAIS. ...veveereeetiesteeie et ie st ettt e te et e e st e et e et e e be e st e sseesbeeseeebe e beeseesseenbeeneeaseenbeeneenneenbeenee e 3
Figura 2: Ensaio de proliferacdo de células humanas tumorais e ndo tumorais...............c....... 28
Figura 3: Imagens representativas do ensaio proliferacdo de células humanas tumorais (BT-
474, MDA-MB-436 e A673) e nd0 tumorais (RPE-1) ......cccovviiiiiiie e 28
Figura 4: Ensaio de proliferagdo de células humanas tumorais € ndo tumorais.............c.c....... 30

Figura 5: Imagens representativas do ensaio proliferacdo de células humanas tumorais (BT-

474, MDA-MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1) .......ccccoeiieiiiiiiie e 30
Figura 6: Compactacéo Nuclear de células humanas tumorais e ndo tumorais.............c.c........ 36
Figura 7: Compactacéo Nuclear de células humanas tumorais e ndo tumorais.............c.c........ 37
Figura 8: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais...............c.c....... 39

Figura 9: Imagens representativas do ensaio viabilidade de células humanas tumorais (BT-
474, MDA-MB-436 e A673) e N80 tumoraiS (RPE-1) ......cccoeieriiiiiiiisieeeee e 40
Figura 10: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais....................... 42
Figura 11: Imagens representativas do ensaio viabilidade de células humanas tumorais (BT-
474, MDA-MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1) .......cccccceiiiiiiieiie e 43
Figura 12: Avaliacdo do percentual de células apoptéticas em linhagens tumorais e ndo
L0 10] 1SS 45

Figura 13: Avaliacdo do percentual de células apoptoéticas em linhagens tumorais e nédo

LC0 T = VLSO 47
Figura 14: Avaliacdo da presenga de ROS em linhagens tumorais e ndo tumorais ................. 49
Figura 15: Avaliacéo da presenga de ROS em linhagens tumorais e ndo tumorais ................. 50

Figura 16: Imagens de representativas da linhagem RPE-1 expostas por 48h a concentragdes

entre 0 € 40 G/ML de AQCI-NPS .......ooiiee e 52
Figura 17: Imagens de representativas da linhagem RPE-1 expostas por 48h a concentragdes
entre 0 € 12,5 HG/ML de AQ/AGCI-NPS ... s 53

Figura 18: Imagens de representativas da linhagem tumoral BT-474 expostas por 48h a
concentragdes entre 0 € 40 Ug/ML de AGCI-NPS ..o 54
Figura 19: Imagens de representativas da linhagem tumoral BT-474 expostas por 48h a

concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de AQ/AGCI-NPS .....c.veiiiiicie e 55

VI



Figura 20: Imagens de representativas da linhagem tumoral MDA-MB-436 expostas por 48h a
concentracdes entre 0 € 40 Ug/ML de AGCI-NPS ......ccovoiieiiiieeee e 56
Figura 21: Imagens de representativas da linhagem tumoral MDA-MB-436 expostas por 48h a
concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de AQ/AGCI-NPS ..o 57
Figura 22: Imagens de representativas da linhagem tumoral A673 expostas por 48h a
concentracdes entre 0 € 40 Ug/ML de AGCI-NPS .......cooiieiiiieece e 58
Figura 23: Imagens de representativas da linhagem tumoral A673 expostas por 48h a
concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de AQ/AGCI-NPS. ..o 59
Figura 24: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de lisossomos em linhagens tumorais e
Ao (g To] - U SRR P PR 61
Figura 25: Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia de lisossomos em linhagens tumorais e
A Lo 0T 0] USSP 61
Figura 26: Avaliacdo do percentual de células que perderam o potencial de membrana
TR o ole] o To | F- | PSR PP 63
Figura 27: Avaliacdo do percentual de celulas que perderam o potencial de membrana
Ao ToTo oo [ 4 -SSP 64
Figura 28: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de microfilamentos de actina de
linhagens tumorais € NA0 TUMOTAIS .........ccecveiieiiecie ettt sre e sre e sra e 65

Figura 29: Avaliagdo da intensidade de fluorescéncia de microfilamentos de actina de

linhagens tumMOraiS € NE0 TUMOTAIS ........cviiiiiieiee ittt 65
Figura 30: Avaliacdo da area celular de linhagens tumorais e ndo tumorais .............c.cccceeue.e 66
Figura 31: Avaliacdo da area celular de linhagens tumorais e ndo tumorais .............ccccceeue.e 67
Figura 32: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais............c.......... 70
Figura 33: Microscopia eletronica de Varredura...........coveveeiinene s 71
Figura 34: Microscopia eletrdnica de Varredura. ...........ccceiveiiiiicieeie e 72

VIl



Lista de Tabelas

Tabela 1: Tempo de duplicacdo (horas) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas
COM AGCI-NPS. .. bbbttt bbb 31
Tabela 2: Tempo de duplicacéo (horas) de celulas humanas tumorais e ndo tumorais tratadas
COM AQG/AGCI-NPS. ... et te et e e e e s te et e eneesteesteenee e 32
Tabela 3: Taxa de crescimento () de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com
AGCI-NPS. ...ttt et 33
Tabela 4: Taxa de crescimento (u) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com
AGIAGCINPS. .. e et et e e nre et e areereas 34
Tabela 5: Sintese dos principais efeitos de AgCI-NPs nas linhagens celulares RPE-1, BT-474,
MDA-MB-436 8 ABT3. ..ottt e s e e st e e s e e e s e e e st e e et e e e nnaeeennees 67
Tabela 6: Sintese dos principais efeitos de Ag/AgCI-NPs nas linhagens celulares RPE-1, BT-
474, MDA-MB-436 € ABT3. ..ottt sttt ettt s r ettt nease e 68

VI



Lista de Abreviaturas

AgCI-NPs: Nanoparticulas de Cloreto de Prata

Ag/AgCI-NPs: Nanoparticulas de Prata/Cloreto de Prata

AgNPs: Nanoparticulas de Prata

AOT: Bis(2-etilhexil) Sulfosuccinato de Sodio

AUNPs: Nanoparticulas de Ouro

BSA: Albumina do Soro Bovino

CTAB: Brometo de Cetrimonio

DHE: Dihydroethidium

DRX: Difragéo de Raios X

EDS: Energia Dispersiva de Raios X

EthD-1: Homodimero de etidio-1, do inglés Ethidium homodimer-1
ER: Receptores para estrogénio

HR™: Positivo para receptores de hormonios

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

HER2*: Positivo para Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
HER2-: Negativo para Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
ICs0: do inglés, inibitory concentration of 50%, concentracéo inibitoria de 50%
IL-1pB: Interleucina-1f3

MET: Microscopia Eletrénica de Transmissdo

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura

OEG: Oligo(etilenoglicol)

OMS: Organizacdo Mundial de Saude

PGA: Acido Poliglicélico

PLA: Acido Poliltico

PLL: Poli-L-Lisina

PR: Receptor de progesterona

PVP: Polivinilpirrolidona

ROS: Espécies Reativas de Oxigénio

SE: Sarcoma de Ewing

TMRM: Tetrametilrodamina, do inglés, Tetramethylrhodamine

TNBC: Cancer de mama triplo negativo, do inglés Triple-negative Breast Cancer



UA: Unidade Arbitraria
UTEX: Universidade do Texas



Sumario

R 01 oo [FTox: [0 B TSSO P TP P PRI 1
1.1 Nanociéncia € NANOLECNOIOGIA .....ccvveuiiieiieieeie e 1
1.2 NANOMALEITAIS ...ttt ettt b bbbt e et bbb nbeene s 1
1.3 Nanoparticulas MELALICAS.........c.coviieiecii et 3
1.4 NANOMEAICING ...ttt ettt b e nn e b b sn e nb e 5
1.5 Nanoparticulas de Pratal.........cccoceiieieeiiiie ettt e re e 7
1.6 Nanoparticulas de Cloreto de Prata ...........cccccveieeiieiieiie e 8
1.7 Nanoparticulas de prata/cloreto de prata..........ccccoveveieeiicii s 10
1.8 CANCET ...ttt bbb et bbbt 11

1.8.1 CANCEY U8 IMIBIMA ...ttt ettt bttt 12
1.8.2 SarcomMa A8 EWING .....coviiiiieieieieie et 14
1.9 Mecanismo de acao de nanoparticulas a base de prata...........cccceeeveieevierereveneseseenean, 16

2. JUSEITICALIVA ...ttt bbb bbbttt b bbbt 18

3. ODJBEIVOS. ..ttt bbb bbbttt bbbt 20
3. L ODJELIVO GEIAL ... 20
3.2 ObJetiVOS ESPECITICOS ... vttt 20

4. MALEriaiS € IMELOUOS ........oviuieiiitiieiee ettt ettt 20
4.1 Cultivo de microalgas e sintese de nanoparticulas de Cloreto de Prata ......................... 20
4.2 Cultivo de leveduras e sintese de nanoparticulas de Prata/Cloreto de Prata.................. 21
4.3  Avaliagéo do efeito antitumoral de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPS........cccoovviiiiiinnne 21

A3 L CAIUIAS ... e 21
4.3.2 Avaliacdo do efeito antiproliferativo...........ccoooeririiieiie e 22
4.3.3 Avaliacdo da viabilidade Celular...........ccooooiiiii 22
4.3.4 Avaliagdo da 0corréncia de aPOPLOSE ......ocvvruiriiieieie e 23
4.3.5 Avaliagdo da producao de ROS ..o s 23



4.3.6 Avaliacdo multiparamétrica de citotoXicidade ...........ccccoveveriiiieieiie e 24

4.4 Avaliacao dos efeitos da exposicdo a Ag/AgCINPs na morfologia de células tumorais e

NEO TUMOTELS ...ttt b bbbt b bbb bbbt e bt bt e e e e et et e bt b b e e 24
A4 L CEIUIAS ...ttt 24
4.4.2 Avaliacdo da viabilidade CEIUIAr. ... 25
4.4.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ......ccovieiiiiiiniiecee e 25

4.6 ANALISES ESTALISLICAS .....cvevieeiieieite ettt et 26

5. RESUITAUOS. ...ttt bbb 26

5.1 Avaliagéo da nanotoxicidade e efeito antitumoral de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs......... 26
5.1.1 ProliferaCao CEIUIAN..........ccviiiiieie e e 26
5.1.2 Tempo de duplicacdo e taxa de CreSCIMENtO ........cccevevveevieieeie e 31
5.1.3 COMPACLAGAD NUCIEAT .......ccueeeeieieiecee sttt 34
5.1.4 Viabilidade CelUIAr...........ccooiiiiiiee s 37
T I Y 0 [o] o] (011 PSR OPRPPRPPIN 44
5.1.6 ProduGao de ROS.........ooiiece ettt ae e 47
5.1.7 Avaliacdo multiparamétrica de citotoXicidade ...........ccevvvrviieeiierere e 50

5.2 Avaliacéo dos efeitos da exposi¢do a Ag/AgCI-NPs na morfologia de células tumorais e

NAO TUMOTAIS .. oo 68

5.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular e determinagé@o da concentracdo de Ag/AgCI-NPs

para ensaios MOrfOlOQICOS ........cc.civiiiic e 68
5.2.2 Avaliacdo dos efeitos da exposi¢do a Ag/AgCI-NPs na superficie celular.............. 70
B. DIISCUSSED ...tttk bbbkt b bt b ettt b n et 72
T CONCIUSDES ...ttt bbbttt b bbb 81
8. RETEIBINCIAS ...ttt b bbb et b n e 82

X1



1. Introducao

1.1 Nanociéncia e nanotecnologia

O termo “nano” € uma adaptacdo de uma palavra grega que significa “anao”. Quando
utilizado como um prefixo para unidades o termo nano significa 10°. Um nanémetro (nm) é
igual a um bilionésimo de um metro, o que corresponde a aproximadamente o comprimento
de trés atomos (THAKKAR et al., 2010). A nanoescala é referente a escala dos nandmetros
em que geralmente os materiais apresentam propriedades diferentes daquelas apresentadas em
macroescala (HOCHELLA, 2002). A nanociéncia é definida como o estudo das propriedades
dos materiais em nanoescala com foco principal em propriedades que dependem do tamanho
de materiais no estado s6lido (GLOTZER, 2015). Nanociéncia na pratica significa estudar
nanomateriais, que sdo materiais como pelo menos uma das dimensfes com tamanho menor
gque 100nm, como por exemplo moléculas grandes, agregados de moléculas, coldides,
micelas, polimeros e outras estruturas fabricadas em nanoescala, além de estruturas bioldgicas
como o virus, 0 DNA, juncdes GAP e outras nanoestruturas celulares (WHITESIDES, 2005).

A nanociéncia ainda ndo pdde ser descrita matematicamente com uma férmula geral
gue compreendesse todo e qualquer material. Porém pode-se dizer que qualquer propriedade
de qualquer material pode ser alterada de modo brando ou radical, como uma funcdo das
dimensdes fisicas do material. Sendo que estas alteracdes nas propriedades do material sdo em
geral observadas somente quando o material é reduzido até atingir a nanoescala. E o tamanho
em que estas alteragdes comegam a acontecer pode variar entre diferentes materiais e também
com a propriedade em questdo (HOCHELLA, 2002).

A nanociéncia constitui a base para implementacdo da nanotecnologia que é a
capacidade de manipular um objeto com pelo menos uma das dimensdes em nanoescala, 0
que inclui processos de sintese, separacdo, fusdo e deformacédo destes materiais (GLOTZER,
2015).

1.2 Nanomateriais

Um nanomaterial é material natural, acidental ou intencionalmente produzido, que
contenha pelo menos 50% de particulas livres ou agregadas com uma ou mais dimensdes em
escala nanométrica, ou seja, medindo entre um e cem nandmetros (EUROPEAN
COMMISSSION, 2011). Os nanomateriais podem ser naturais ou podem ser produzidos pela

acdo humana. Dentre os nanomateriais naturais podemos citar uma molécula de DNA que tem



cerca de 2,5 nm de largura, uma proteina que possui aproximadamente 50 nm e um virus da
gripe que mede cerca de 100 nm (ZINICOVSCAIA, 2012). Os nanomateriais produzidos por
acao antropogénica podem ser produzidos propositalmente ou ndo. Dentre aqueles produzidos
por meios ndo intencionais podemos citar nanoparticulas que sédo subprodutos da queima de
combustiveis, por exemplo. As nanoparticulas produzidas pelo homem intencionalmente sao
em geral o alvo de processos nanotecnologicos (SCHAMING & REMITA, 2015).

Com relacdo ao numero de dimensdes em nanoescala, existem trés categorias de
nanomateriais: as nanoparticulas, os nanotubos e os nanofilmes. As nanoparticulas sdo os
objetos que possuem as trés dimensdes em escala nanométrica, 0s nanotubos possuem duas
das dimensdes em nanoescala, enquanto os nanofilmes possuem somente uma das dimensdes
em nanoescala (SCHAMING & REMITA, 2015).

Os nanomateriais podem ter diferentes composicdes dependendo da aplicagdo. Pode
ser um nanomaterial inorganico, organico ou hibrido (produzido com material organico e
inorganico) (KUMAR & KUMBHAT, 2016). Os nanomateriais inorganicos podem ser
compostos de metais, 6xidos de metais, semimetais ou estruturas de carbono, como 0s
nanotubos. Os nanomateriais ou nanoestruturas organicas sao em geral polimeros ou micelas
e podem ser compostos, por exemplo, de gelatina, quitosana ou polimeros sintéticos como o
acido polilatico (PLA) e éacido poliglicdlico (PGA) (LAI et al., 2014; KUMAR &
KUMBHAT, 2016).

A utilizacdo de nanomateriais € mais antiga do que 0s conceitos de nanociéncia e
nanotecnologia. Ha 4000 anos antes de Cristo, alquimistas egipcios ingeriam o “elixir da
longa vida” para estimular a mente. Este elixir nada mais era do que uma suspensdo de
nanoparticulas de ouro. A tinta nanquim produzida pelos chineses na idade média também era
um exemplo de produto nanotecnoldgico, uma vez que para a fabricacdo desta tinta eram
utilizadas nanoparticulas de carvdo (FERREIRA & RANGEL, 2009). No século XVII, os
artesbes fabricavam vitrais coloridos para as igrejas medievais. Estas cores eram obtidas a
partir da mistura de nanoparticulas de ouro ao vidro e dependendo do tamanho das
nanoparticulas de ouro, o vidro podia ganhar diferentes cores (ALVES, 2010). Durante a
Primeira Guerra Mundial, compostos de prata foram utilizadas para a prevencéo de infecgdes
(VARNER et al., 2010).



1.3 Nanoparticulas metéalicas

Muitos metais sdo capazes de formar nanoparticulas, como a prata, o outro e o cobre
(EDMUNDSON et al., 2014). Devido a sua aumentada &rea de superficie, estas
nanoestruturas de metal possuem propriedades Opticas, quimicas e elétricas que dependem de
seu tamanho e diferem do seu material homdlogo em escala macro (KRUMOV et al., 2009;
VITHIYA & SEN, 2011). Um dos aspectos mais interessantes € que em nanoescala, muitos
metais como 0 ouro e a prata, possuem forte absorcéo na regido visivel do espectro, exibindo
cores diferentes dos materiais em grande escala, como o amarelo para a prata e o bord6/roxo
para nanoparticulas esféricas de ouro (ZHANG & NOGUEZ, 2008). Esta absorc¢éo € atribuida
a oscilacdo coletiva de elétrons em resposta ao campo elétrico da radiacdo eletromagnética de
luz, denominada ressonancia plasmonica de superficie, em parte porque cargas sao deslocadas
de modo transiente na superficie da particula durante a oscilacdo de elétrons (ZHANG &
NOGUEZ, 2008).

A sintese de nanoparticulas inorganicas pode ser feita por duas diferentes abordagens:
a “bottom-up” ou a “Top-down” (Figura 1). Na abordagem bottom-up os elementos que
compBe o nanomaterial se unem para forméa-lo, ou seja, consiste na constru¢do atomo-a-
atomo ou molécula-por-molécula (THAKAR et al., 2010). Esta abordagem pode ser feita por
diversas técnicas como a sintese quimica, nanoimpressdo ou por auto-agregagdo (“Self-
assembly”). Na abordagem Top-down o nanomaterial é produzido a partir do material em
maior escala (micro ou macro), que € entdo reduzido fisicamente ou quimicamente até atingir
a nanoescala (BHUSHAN, 2016).

Top-Down Bottom~-up
= o EE
S . R
Pé Clusters
Macroescala Nanoparticulas Atomos

Figura 1: Desenho esquematico das abordagens Top-down e Bottom-up para a sintese de nanomateriais.



Nanoparticulas metalicas podem ser produzidas por sintese quimica, fisica ou
bioldgica (VITHIYA & SEN, 2011). Para a sintese fisica podem ser utilizados métodos como
atrito ou pirélise. No método de atrito, particulas sdo moidas até serem reduzidas de tamanho,
enquanto o método de pir6lise utiliza um precursor organico que é queimado sob alta presséo.
Estes métodos apresentam baixa produtividade e alto custo, além de apresentarem grande
consumo de energia (THAKKAR et al., 2010). A sintese quimica geralmente é feita em meio
liquido contendo diversos reagentes, como agentes redutores e estabilizantes. O método
quimico é de baixo custo e apresenta boa produtividade, no entanto, as suas desvantagens
incluem a contaminacdo de precursores quimicos e geracdo de subprodutos toxicos
(THAKKAR et al., 2010), limitando seu uso em aplica¢cdes biomédicas.

Métodos bioldgicos de sintese de nanoparticulas sdo promissores, pois sdo conduzidos
em pH, temperatura e pressdes fisioldgicos, possuem baixo custo e ndo produzem residuos
toxicos (VITHIYA & SEM, 2011). Alguns microrganismos possuem vias metabdlicas
capazes de sintetizar de forma reprodutivel nanoparticulas com tamanhos e estruturas bem
definidos, soltveis em agua e com propriedades biocompativeis, 0 que é interessante para
muitas aplica¢gBes no campo da medicina e farmacologia (KRUMOQV et al., 2009). A sintese
de nanoparticulas por bactérias e outros microrganismos, € um mecanismo de defesa contra a
toxicidade de certos ions metalicos presentes no meio, jA& que juntando os ions em
nanoparticulas, a concentracdo destes no meio é reduzida (QUESTER et al. 2013). Nos
microrganismos, a sintese de NPs pode ocorrer tanto no meio intracelular quanto extracelular
(VITHIYA e SEM, 2011). Foi postulado que microrganismos capazes de sintetizar
nanoparticulas secretam enzimas que sdo responsaveis pela reducdo de ions metalicos, no
entanto, 0 mecanismo bioquimico de formacdo de nanoparticulas ainda precisa ser esclarecido
(ZINICOVSCAIA, 2012). A sintese de nanoparticulas metélicas utilizando vegetais também
se apresenta como promissora devido a grande biocompatibilidade e ao fato de ndo serem
patogénicos ao homem. Métodos de sintese utilizando frutas, flores, sementes e extratos de
folhas, cascas e raizes de algumas plantas terrestres e aquaticas ja foram testados com sucesso
e esta producéo foi atribuida a enzimas e também a algumas outras moléculas presentes nos
vegetais, como por exemplo os flavonoides, polifendis, terpendides (AHMAD et al., 2019).
Na sintese bioldgica, alguns fatores como o pH, temperatura de sintese, tempo de incubacéo e
concentragdo de metais podem ser modificados, levando a alteragGes na distribuicdo de

tamanhos, formato e cristalinidade das nanoparticulas produzidas (ZINICOVSCAIA, 2012).



Diversos tipos de nanoparticulas ja foram sintetizados utilizando plantas, bactérias e
fungos, como por exemplo, nanoparticulas de ouro (JAYASEELAN et al., 2013), cobre (LEE
et al., 2013), 6xido de ferro (MAHDAVI et al., 2013), prata (SINGH e RAJA 2011), platina
(SYED & AHMAD, 2012), dentre outras. Microalgas, no entanto, foram pouco estudadas
para este propoésito. Alguns trabalhos disponiveis na literatura reportam a bioproducdo de
nanoparticulas de ouro (SHAKIBAIE et al., 2010), prata (MOHSENIAZAR et al., 2011) e
bimetélicas de ouro e prata (GOVINDARAJU et al., 2008) e de cloreto de prata (FERREIRA
et al., 2017) por algumas espécies de microalgas. A biossintese de nanoparticulas metalicas,
ja foi demonstrada também utilizando alguns virus, como o Virus do Mosaico do Tabaco
(TMV), que foi demonstrado promissor na producdo de nanoparticula de 6xido de ferro
(AHMAD et al., 2019).

1.4 Nanomedicina

A nanomedicina nasceu no ano de 2002 quando o Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América (NIH) anunciou um programa de nanociéncia e nanotecnologia
na area médica. A Nanomedicina tem como objetivos tratar, diagnosticar e prevenir doengas e
injurias, aliviar dores, preservar e melhorar a vida humana através da aplicacdo da
nanotecnologia a medicina (FREITAS JR., 2005).

Nanomateriais utilizados na nanomedicina incluem lipossomos, micelas, emulses,
dendrimeros, nanoparticulas metalicas e poliméricas, nanocristais, nanofibras,
nanoconstruidos poliméricos e outros materiais em nanoescala que podem atuar por exemplo
no diagnostico, carreamento e liberacdo controlada de drogas e até mesmo como
nanomedicamentos, que em geral possuem maior eficacia em relacdo a medicamentos
convencionais (MOGHIMI et al., 2005; CHOI & HAN 2018).

Nanoparticulas sdo componentes centrais da nanociéncia e nanotecnologia, portanto
também tem importante papel na nanomedicina (LATEEF et al., 2018). Nanoparticulas
podem ser utilizadas como carreadores para drogas abrindo diversas possibilidades para a
sintese e utilizacdo de drogas, inclusive para o tratamento de céncer, de filmes nano-
estruturados e arcaboucos para implantes de tecidos (KRUMOV et al., 2009). As
nanoparticulas de ouro, por exemplo, podem ser funcionalizadas para uso em testes
diagnosticos como o teste de gravidez em que estas particulas sdo conjugadas com anticorpos
contra 0 hormoénio B-HCG (SCHAMING & REMITA, 2015). Nanoparticulas de ouro podem



ainda ser utilizadas por exemplo em terapias fotodinamicas, terapias em que a nanoparticula é
utilizada como um agente fotossensibilizante e exposta a um laser levando a necrose ou
apoptose de células proximas, esta terapia pode ser utilizada por exemplo em tratamentos de
tumores (ELAHI et al., 2018). Outro exemplo s&o as nanoparticulas magnéticas, podem ser
utilizadas como contraste para exames de ressonancia magnética, podem ser submetidas a
campos magnéticos para serem carreadas para locais especificos e ainda podem ser campos
magnéticos de corrente alternada que induzem o aquecimento das particulas, possibilitando
que elas sejam utilizadas em tratamentos de hipertermia contra tumores localizados
(STAFFORD et al., 2018). Algumas nanoparticulas metalicas possuem atividade
antimicrobiana, podendo ser utilizadas na fabricacdo de tecidos, embalagens para alimentos e
medicamentos. Por exemplo, ja foram demonstradas a acdo antibacteriana de nanoparticulas
de prata (PANACEK et al., 2006), de cloreto de prata (GOPINATH et al., 2013; FERREIRA
et al., 2017), prata/cloreto de prata (EUGENIO et al., 2016), de cobre (RUPARELIA et al.,
2008) e ouro (GEETHALAKSHMI & SARADA, 2013). Nanoparticulas de prata (JO et al.,
2009; MUNOZ et al., 2014), cobre (WEI et al., 2010) e ouro (GEETHALAKSHMI &
SARADA, 2013) também possuem ac¢do antifingica comprovada. Poucos trabalhos avaliaram
o potencial de nanoparticulas metélicas contra protozoarios parasitas, no entanto ja se sabe,
por exemplo, que nanoparticulas de prata possuem bom efeito proliferativo contra
Leishmanias (ALLAHVERDIYEV et al., 2011). Nanoparticulas metalicas foram também
demonstradas eficazes como agentes antivirais (GAIKWAD et al., 2013).

Nanoparticulas  metélicas ja foram avaliadas como nanomedicamentos
anticoagulantes, demonstrando bons resultados, sendo promissores candidatos para substituir
medicamentos anticoagulantes e tromboliticos que tem baixa meia-vida, sdo caros e possuem

alguns efeitos colaterais hemorragicos (LATEEF et al., 2018).

Alguns trabalhos mostram ainda que algumas nanoparticulas metalicas apresentam
acdo anticancerigena, por exemplo, nanoparticulas de prata possuem efeito antiproliferativo
em células cancerigenas da linhagem THP-1 (Leucemia miel6ide aguda) (THOMBRE et al.,
2013) e nanoparticulas de cobre possuem efeito citotoxico contra células de cancer de pulméo
da linhagem A549 (VALODKAR et al., 2011). As nanoparticulas de ouro possuem a
capacidade de melhorar o efeito de outras drogas contra células cancerigenas (CHEN et al.,
2007) e ainda aumentar o efeito da radioterapia contra o cancer in vivo (HAINFELD et al.
2004).



1.5 Nanoparticulas de Prata

A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) ja foi demonstrada por diversos métodos
quimicos, por exemplo, utilizando polidis (KIM et al., 2006), utilizando &cido ascérbico ou
etanol e surfactantes (MARZAN & TOURINO, 1996; AL-THABAITI et al., 2008) e
eletroquimica (NASRETDINOVA et al., 2015). Também por métodos fisicos, como a
irradiacdo de elétrons (BOGLE et al., 2006) e bioldgicos utilizando vegetais (LOGESWARI
et al., 2016), algas marinhas (EDISON et al., 2016), bactérias (SHANTHI et al., 2016),
fungos (AMERASAN et al., 2016) e microalgas (JENA et al., 2015).

AgNPs possuem efeito antibacteriano contra bactérias Gram-positivas e negativas
(GURUNATHAN et al., 2014). Sdo também capazes de inibir a formacdo de biofilmes
bacterianos, como demonstrado por GURUNATHAN et al. (2015) que utilizaram AgNPs
para inibir a formacdo de biofilmes de Helicobacter Pylori e Helicobacter felis, além disso
demonstraram que o tratamento com nanoparticulas induz a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) com consequente fragmentacdo do DNA e morte celular. AgNPs podem
ainda ter efeito sinérgico com antibi6ticos por meio de alteracdes na permeabilidade
membranar e danos na parede celular, que facilitariam a entrada do antibidtico nas células, e
inibicdo da atividade de enzimas, incluindo aquelas que degradam os antibidticos
(SMEKALOVA et al., 2016). PANACEKAT et al. (2016) demonstraram que AgNPs sio
capazes até mesmo de restaurar a atividade de antibiGticos inativos contra bactérias
multirresistentes, como Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae produtoras de -lactamase e
carbapenemase.

AgNPs também possuem atividade antifingica (MUNOZ et al., 2014). XUE et al.
(2016) demonstrou que nanoparticulas de prata sintetizadas pelo fungo Arthroderma fulvum
possui acdo antifingica contra dez espécies testadas sendo quatro do género Candida spp.,
trés do género Aspergillus spp. e outras trés do género Fusarium spp. Além disso, AgNPs
foram demonstradas como capazes nao so de inibir a formacéo de biofilme, mas também s&o
eficazes contra biofilmes ja formados por Candida albicans (LARA et al., 2015).

Alguns trabalhos mostram ainda que nanoparticulas de prata possuem atividade
antiviral. KHALID et al. (2017) demonstrou que AgNPs sintetizadas por trés diferentes
espécies de microalgas possuem atividade contra o virus da doencga de Newcastle. SUJITHA
et al. (2015) demonstrou que AgNPs possuem atividade antiviral in vitro contra o virus da

dengue (DEN-2), reduzindo de maneira dose-dependente a carga viral de células Vero



infectadas. Nanoparticulas de prata possuem também atividade larvicida e pupicida contra o
mosquito vetor Aedes aegypti (SUJITHA et al., 2015). GOVINDARAJAN e BENELLI
(2016) demonstraram também efeito larvicida contra larvas das espécies de mosquitos vetores
Anopheles subpictus, Aedes albopictus e Culex tritaeniorhynchus sendo ao mesmo tempo
segura para espécies ndo alvo como Diplonychus indicus, Anisops bouvieri e Gambusia
affinis. Enquanto AMERASAN et al. (2016) demonstraram o efeito larvicida de AgNPs
biossintetizadas por fungos contra larvas e pupas da espécie vetora da maléria Anopheles
culicifacies.

AgNPs apresentam ainda efeito antiparasitario contra Leishmania tropica nas formas
promastigota e amastigota (ALLAHVERDIYEYV et al., 2011), Giardia lamblia (SAID et al.,
2012) e oocistos de Cryptosporidium parvum (CAMERON et al., 2016). GAAFAR et al.
(2014) demonstrou por meio de experimentos in vivo o tratamento com AgNPs foi capaz de
reduzir a contagem de taquizoitas de Toxoplasma gondii no figado e baco de camundongos
infectados além disso, os taquizoitas encontrados no exudato peritoneal dos animais tratados
com AgNPs apresentam perda dos movimentos e deformac@es na superficie celular.

A atividade antitumoral de AgNPs ja foi demonstrada em diversas linhagens tumorais
como MCF-7 (adenocarcinoma mamario) (SONKER et al., 2017), MDA-MB-231,
(adenocarcinoma mamario), Hela (cancer cervical), KB (carcinoma epitelial oral) (BARUA et
al., 2016), HepG-2 (hepatoma) e HTC-116 (cancer de c6lon) (GOMAA et al., 2017).

1.6 Nanoparticulas de cloreto de prata

Nanoparticulas de cloreto de prata (AgCI-NPs) ja foram sintetizadas por métodos
quimicos, fisicos e bioldgicos. A sintese quimica de AgCI-NPs ja foi demonstrada por
diferentes métodos como, por exemplo, utilizando surfactantes e cloreto de prata em po
(HUSEIN et al., 2005); pela reacdo de KCIl e AgNOs em solventes organicos assistida por
ultrassom (ABBASI & MORSALI, 2013) e pela reacdo de AgNO3 e HCI seguida por
tratamento térmico (SIDDIQUI et al., 2013). Estes métodos possuem algumas desvantagens,
como a geragdo de residuos toxicos. No caso do método que utiliza surfactantes o custo é
mais elevado e ao aplicar o tratamento térmico (altas temperaturas) hd& um maior gasto
energeético. A sintese de AgCI-NPs por método fisico ja foi demonstrada usando ablacéo a
laser em meio liquido (MAHMOOD et al., 2016), este método produz nanoparticulas bastante
homogéneas quanto ao tamanho, no entanto é caro e pouco produtivo, o que dificulta o seu

emprego em larga escala (ZENG et al., 2012).



A sintese biologica de AgCI-NPs foi demonstrada utilizando bactérias como Klebsiella
planticola (PAULKUMAR et al., 2013a) e Bacillus subtilis (PAULKUMAR et al., 2013b),
em ambos os casos a biomassa das bactérias foi incubada com nitrato de prata a 37°C, sob
agitagdo por 24h. GOPINATH et al., (2013) demonstrou a sintese de AgCI-NPs por meio da
incubacdo de AgNOs com um extrato aquoso de folhas de Cissus quadrangularis em uma
reacdo conduzida a temperatura ambiente e protegida da luz. AgCI-NPs ja foram produzidas
também utilizando extrato de raiz de Onosma dichroantha (NEZAMDOOST et al., 2014) ou
extrato de Sargassum plagiophyllum (DHAS et al., 2014). Em ambos, o extrato vegetal foi
incubado com AgNOs a temperatura ambiente. Recentemente, nosso grupo demonstrou a
sintese de AgCI-NPs a partir do sobrenadante do cultivo de microalgas Chlorella vulgaris
(FERREIRA et al., 2017) e por bactérias Bacillus megaterium (CHARELLI et al., 2018).

Poucos estudos foram feitos no intuito de avaliar as potenciais aplicagdes biomédicas
das AgCI-NPs e a maior parte destes sdo limitados a avaliacGes dos efeitos antibacterianos e
antifangicos (PAULKUMAR et al., 2013b; KUMAR et al., 2014).

GOPINATH et al. (2013) demonstrou que AgCI-NPs possuem efeito antibacteriano
contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogens, e as
Gram-negativas Escherichia coli e Proteus vulgaris, todas bactérias consideradas patdgenos
oportunistas. Neste mesmo trabalho foi demonstrado que a concentracdo inibitéria minima
(MIC) de AgCI-NPs foi menor que a do antibiotico Tetraciclina tanto para as bactérias Gram
positivas quanto para as Gram negativas. AgCI-NPs induzem alteragdes morfol6gicas em
bactérias, como demonstrado em estudos feitos em Escherichia coli, que devido ao acimulo
de nanoparticulas na regido periplasmatica (regido entre as membranas interna e externa de
bactérias Gram negativas) sofreu ruptura de membranas e alteragdes na funcéo celular (DHAS
et al., 2014). Nosso grupo obteve resultados semelhantes quando expds S. aureus e Klebsiella
pneumoniae a AgCI-NPs. Além do pronunciado efeito antiproliferativo, as nanoparticulas
reduziram de modo dose-dependente a viabilidade das bactérias e as analises ultraestruturais
demonstraram que as nanoparticulas interagem com a superficie das celulas e tambeém
induzem um arranjo anormal do DNA das bactérias, formando uma estrutura conhecida como
“regido de baixo peso molecular” (FERREIRA et al., 2017).

A atividade antifungica de AgCI-NPs foi demonstrada por PAULKUMAR et al.
(2013b) contra Candida albicans, Aspergillus flavus e Aspergillus niger. AgCI-NPs atuam

junto com antibioticos, como canamicina e rifampimicina, melhorando seus efeitos contra



bactérias Gram positivas e negativas, e com a anfotericina B, potencializando seus efeitos
contra cinco espécies de leveduras do género Candida (PATRA & BAEK, 2016).

AgCI-NPs apresentam também efeito anti-inflamatorio, reduzindo a producdo de
Oxido nitrico e prostaglandinas estimuladas por lipopolissacarideos em células RAW2647
(KANG et al., 2018). CHARELLI et al (2018) demonstraram que AgCI-NPs produzidas por
B. megaterium induziram simultaneamente aumento na secrecdo de interleucinas pro-
inflamatodrias IL-6, IL-8, IL-1B e da interleucina anti-inflamatéria 1L-10 em esferoides
produzidos a partir de células tronco de tecido adiposo humano.

1.7 Nanoparticulas de prata/cloreto de prata

A composicao exata das nanoparticulas de prata/cloreto de prata (Ag/AgCI-NPs) ainda
ndo foi claramente descrita, atualmente tem-se duas hipoteses: (1) Ag/AgCI-NPs séo
nanoparticulas hibridas formadas por prata e cloreto de prata e (2) uma solucdo de Ag/AgCl-
NPs, € uma solucdo onde coexistem as nanoparticulas de prata e as de cloreto de prata
(DURAN et al., 2016). Este tipo de nanoparticulas podem ser sintetizadas quimicamente
(CHEN et al., 2012; SONG et al., 2013) ou biologicamente por fungos filamentosos e
leveduriformes, bactérias, plantas, algas e enzimas (revisado por DURAN et al., 2016).

Assim como as nanoparticulas de cloreto de prata, as Ag/AgCI-NPs também néo
tiveram suas aplicagBes biomeédicas extensamente exploradas e estdo limitadas a avaliagdes
principalmente de seus efeitos antibacterianos, antifngicos e antiproliferativo contra células
tumorais, o que pode indicar um potencial antitumoral (BOONTO et al., 2016; DURAN et
al., 2016; CHANKAEW et al., 2018). Por exemplo, nosso grupo demonstrou que Ag/AgCl-
NPs biossintetizadas por leveduras possuem atividade antibacteriana contra S. aureus e K.
pneumoniae, bactérias Gram positiva e negativa, respectivamente (EUGENIO et al., 2016). A
atividade antibacteriana de Ag/AgCI-NPs sintetizadas utilizando suco de rabanete foi
demonstrada por BOONTO et al. (2016) contra a bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus e a Gram-negativa Escherichia coli.

Segundo DURAN et al. (2016) diversos trabalhos fazem a interpretacéo incorreta de
dados de difracdo de raios-X de nanoparticulas, o que leva & erros na determinagdo da
composicdo de nanoparticulas a base de prata. A difracdo de raios X é uma importante técnica
utilizada no estudo e caracterizagdo de estruturas cristalinas de materiais sélidos, inclusive
nanoparticulas porque permite identificacdo da composicdo j& que cada sélido em fase
cristalina apresenta um padrdo de difracdo Unico (SHARMA et al., 2012). Deste modo,
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diversos trabalhos publicados com caracterizacdo e avaliacdo de potenciais aplicacdes de
AgNPs e AgCI-NPs foram na verdade feitos com Ag/AgCI-NPs. Por exemplo, fazendo uma
reavaliacio dos espectros de raio-X publicados por LONGHI et al. (2015), DURAN et al.
(2016) concluiu que este trabalho que mostra efeito antifungico de nanoparticulas de prata
contra Candida albicans foi na verdade feito com Ag/AgCI-NPs.

Nanoparticulas de Ag/AgCl produzidas biologicamente utilizando extrato de Citrus
hystrix tiveram acéo antiproliferativa contra células HCT116 e Caco-02, ambas linhagens de
tumores colorretais, enquanto fibroblastos humanos ndo tumorais ndo sofreram nenhuma
alteracdo significativa no crescimento (CHANKAEW et al., 2018). O efeito antiproliferativo
de Ag/AgCINPs contra células tumorais foi demonstrado também pelo nosso grupo em
GBMO02 (Glioblastoma) onde apresentou efeitos mais pronunciados em comparacao astrocitos
saudaveis tratados com as mesmas concentracdes (EUGENIO et al., 2018). Este trabalho
demonstrou ainda que a acdo de Ag/AgCI-NPs em altas concentracbes tem acdo mais
eficiente que o quimioterapico atualmente utilizado no tratamento do glioblastoma, a
Temozolamida (TMZ) e com reduzidos efeitos sobre astrocitos saudaveis (EUGENIO et al.,
2018)

1.8 Cancer

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o céancer, também chamado de
tumor maligno ou neoplasia, € um nome genérico dado a grande grupo de doengas que pode
afetar qualquer parte do corpo. O tumor maligno é caracterizado pela presenca uma célula ou
mais células que apresentam crescimento descontrolado e em muitos casos possuem
capacidade para invadir tecidos e realizar metastase (NAZEEMA & SUGANNYA, 2014). O
cancer é atualmente a segunda maior causa de mortes no mundo e estima-se que no ano de
2018 foi causa de 9.6 milhdes de mortes no mundo (OMS, 2018).

O céancer é causado pelo acumulo de mutagdes genéticas que favorecam a proliferacdo
celular e que podem ser herdadas, induzidas ou causadas por erros na replicacdo do DNA
(TOMASETTI et al., 2017). De modo que o cancer pode ser causado por uma complexa
combinacdo de fatores genéticos, epigenéticos, ambientais e comportamentais, sendo
considerado uma doenca multifatorial (VERMA et al., 2004; HAMILTON & WATERS,
2018). Alguns dos fatores de risco ambientais e comportamentais mais comuns incluem o
tabagismo, o sobrepeso/obesidade, dietas pobres em vegetais, alcoolismo, doencas infecciosas
(como AIDS e hepatite), poluicdo do ar e exposicédo a radiagdes (OMS, 2018).
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As neoplasias podem ser classificados de acordo com os tecidos e células de onde se
originaram: carcinomas sdo canceres derivados de células epiteliais, sarcomas sdo canceres
derivados de células musculares ou de tecidos conectivos, existem ainda outros tipos de
cancer que ndo se enquadram nestas duas categorias, como o0s tumores do tecido nervoso e as
leucemias e linfomas, que sdo tumores derivados de células hematopoiéticas. Existem ainda
diversas subdivisdes em cada classificacdo, por exemplo um adenocarcinoma é um tumor
maligno originado no tecido epitelial, especificamente em uma glandula (ALBERTS et al.,
2017).

O tecido neoplasico além das células tumorais, possui outros dois subcompartimentos:
0 vascular e o intersticial. A vascularizacdo de tecidos tumorais é bastante irregular e
compreende areas de hemorragias e areas de intensa vascularizacdo, o que prové nutrientes e
oxigénio em abundancia possibilitando o crescimento rapido das células tumorais. Os vasos
sanguineos de tecidos tumorais possuem membrana basal anormal, deficiéncia em pericito e
células endoteliais altamente proliferativas, o que resulta em uma alta permeabilidade
vascular. O compartimento intersticial é formado principalmente por uma rede de fibras de
colageno e elastina, o fluido intersticial e macromoléculas como proteoglicanos e &cido
hialurdnico. Diferente do intersticio de um tecido normal, o compartimento intersticial
tumoral ndo possui uma rede linfatica funcional o que mantém alta pressdo intersticial, o que
leva a um fluxo de liquido intersticial para fora (BRIGGER et al., 2012).

O cancer é atualmente tratado por quimioterapia, radioterapia ou por meio de
cirurgias, podendo ainda incluir transplantes (VLASHI & PAJONK, 2015). A estratégia de
tratamento € definida de acordo com o tipo de cancer e estagio em que a doenca é descoberta.
O diagnostico precoce do cancer aumenta significativamente a chance de sucesso do
tratamento (OMS, 2018). Durante o tratamento quimioterapico, a entrega do agente
terapéutico no sitio tumoral pode ter alguns problemas advindos de (1) resisténcia a drogas
devido a barreiras fisiologicas, (1) ma distribuicdo ou biotransformacdo e/ou clearance da
droga ou (1) resisténcia a nivel celular. A alta presséo do fluido intersticial e a arquitetura
vascular podem impedir ou retardar a entrega da droga antitumoral. Além disso, o ambiente
acido do intersticio tumoral pode também modificar a superficie da droga impedindo sua
entrada nas células (BRIGGER et al., 2012).

1.8.1 Cancer de Mama
Cancer de mama é juntamente com os canceres de c6lon e de pulméo um dos trés mais
comuns (HARBECK & GNANT, 2017), sendo entre as mulheres o tipo com maior incidéncia
12



e mortalidade (BRAY et al., 2018). A incidéncia e a mortalidade do cancer de mama tém
aumentado na Africa, América do Sul e Asia, provavelmente devido a mudancas no estilo de
vida e demora no diagnéstico e inicio da terapia (HARBECK & GNANT, 2017). J& nos
Estados Unidos e Europa, a taxa de morte por cancer de mama tem reduzido nos ultimos anos,
reducdo que vem sendo atribuida ao diagndstico precoce (CEDOLINI et al., 2014,
DESANTIS et al., 2017). Entretanto, nos Estados Unidos a incidéncia de cancer in situ e
invasivo continuam aumentando discretamente, em especial entre mulheres com mais de 50
anos (DESANTIS et al., 2017). Estima-se que uma a cada 8 ou 10 mulheres desenvolvera
cancer ao longo da vida (HARBECK & GNANT, 2017). A gravidez tardia, o fato de ndo ter
nenhum filho, obesidade e o uso de hormonios na menopausa sdo considerados fatores de
risco para o cancer de mama (DESANTIS et al., 2017).

O cancer de mama é bastante heterogéneo e apresenta diversas alteragdes fenotipicas e
genotipicas que implicam em alteracGes clinicas. Baseado na presenca ou auséncia de
receptores de superficie celular, os canceres de mama sao clinicamente divididos em trés
tipos: HR™ (positivo para receptores de hormonios), HER2" (positivo para Human Epidermal
Growth Factor Receptor 2) e o triplo negativo (TANG et al., 2016). O cancer de mama HR*
apresenta receptores para estrogénio (ER) e progesterona (PR), é o mais comum dos tumores
de mama, compreendendo cerca de 85% dos casos e pode ser classificado entre luminal A
(HER2Y) ou luminal B (HER2") (TANG et al., 2016). O cancer de mama HER2" é do tipo que
apresenta 0 HER2, compreende a 15 a 20% dos casos (LOIBL & GIANNI, 2017). O céancer
de mama triplo negativo (TNBC, do inglés Triple-negative Breast Cancer) representa de 12 a
24% dos casos. TNBC é caracterizado pela auséncia de receptores de estrogénio e
progesterona e por ndo superexpressar HER2 (SCHMADEKA et al., 2014).

Os trés tipos de cancer de mama podem apresentar metastases, sendo que 0s canceres
metastaticos ainda ndo tém cura e apresentam uma taxa de sobrevivéncia em 5 anos de apenas
25% (CARDOSO et al., 2017). O TNBC ¢ o tipo de tumor de mama que mais frequentemente
apresenta recorréncia local e metastases distantes, sendo também o tipo que mais apresenta
metastases nas visceras e no sistema nervoso central (HORTON et al., 2018).

Os canceres de mama do tipo HR™ sdo geralmente tratados com terapias hormonais
com antagonistas e moduladores da expresséo de ER ou inibidores de aromatase, que
impedem a sintese de estrogénio. Estas estratégias terapéuticas em geral apresentam bons
resultados, entretanto entre 20 e 30% dos pacientes apresentam resisténcia (TANG et al.,
2016). O cancer de mama do tipo HER2*, sdo geralmente tratados com drogas antagonistas do
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HER2 (TANG et al., 2016). O TNBC é o cancer de mama com o pior prognastico, devido ao
fato de ndo apresentar os alvos terapéuticos dos outros dois tipos de cancer de mama, sendo
entdo tratado com quimioterdpicos comuns e/ou radioterapia (SCHMADEKA et al., 2014;
KALIMUTHO et al.,, 2015). Embora as pacientes com TNBC que recebem radioterapia
associada a outros tratamentos tenham um melhor prognéstico que as pacientes que nao
receberam, os TNBC sdo mais radioresistentes que outros tipos de tumores de mama e
acredita-se que isto se deva a expressdo de ERp29, HER1 e mir-27 (KINDTS et al., 2017).

1.8.2 Sarcoma de Ewing

Sarcomas sdo tumores que ocorrem em tecidos musculares e conectivos, como 0ssos,
tenddes e cartilagens. O Sarcoma de Ewing (SE) é altamente agressivo e ocorre usualmente
em 0ssos (cerca de 87% dos casos), predominantemente na pelve, fémur, tibia, escapula e
costelas, porém pode surgir em qualquer osso. SE também pode ser extra ésseo, afetando
tecidos na parede toracica, cavidade pleural e musculos (GRUNEWALD et al., 2018;
HEMAVARTHY & JOSE, 2018).

Sarcoma de Ewing, embora seja um tumor raro, é o terceiro mais frequente em
pacientes entre 10 e 24 anos de idade e o segundo tumor dsseo maligno que mais afeta
criancas e adolescentes (BUCKLEY et al., 1998; HUH et al., 2017). Corresponde a 10% dos
tumores 6sseos malignos em criancas e adolescentes e a 3% dos tumores malignos infantis
(PATERAKIS et al., 2017). Em 27% dos casos, o SE afeta pacientes até 10 anos de idade,
64% dos casos pacientes que possuem entre 10 e 20 anos e em 9% dos casos, pacientes entre
20 e 30 anos (HEMAVARTHY & JOSE, 2018). SE afeta principalmente individuos brancos e
do sexo masculino e a taxa de sobrevivéncia em 5 anos é de apenas 50% (BUCKLEY et al.,
1998; DAMRON et al., 2007). A incidéncia em descendentes de europeus é de 1.5 casos por
milhdes de criancas e adultos jovens, enquanto em descendentes de asiaticos e africanos é de
somente 0,8 e 0,2, respectivamente (GRUNEWALD et al., 2018). Aproximadamente 25%
dos pacientes apresenta metastases ja no momento do diagndstico, sendo pulméo, 0ssos e
medula Ossea 0s locais de metastase mais comuns (BALAMUTH & WOMER, 2010;
PATERAKIS et al., 2017).

Os sintomas do SE incluem dor localizada, dor nas costas (em caso de tumor
periespinhal, retropeitoral ou pélvico), massa palpavel massa, e inchaco local. Em casos de
tumores com metastases, 0 paciente pode apresentar febre, perda de peso, fadiga, mal-estar e
falta de apetite (HEMAVARTHY & JOSE, 2018).
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SE é caracterizado por células pequenas com forma oval/arredondada que apresentam
CD99 na membrana células e translocacdes génicas entre membros das familias TET/FET
(genes TLS/FUS, EWSR1 e TAF15) e ETS (E26) (GRUNEWALD et al., 2018). A
glicoproteina CD99 (Single Chain Type 1) codificada pelo gene MIC2 parece ser envolvida
na tumorigénese do SE, afetando entre outros fatores, a adesdo e migracédo celular, impedindo
a diferenciacdo neural (KIM & PARK, 2016). Uma caracteristica comum do SE é a
translocacdo da proteina EWSR1 (Ewing's Sarcoma Breakpoint Region 1) do chromossomo
22 (22912) com a proteina FLI1 (Friend Leukaemia Integration 1 Transcription Factor) no
chromossomo 11 (11g24), levando a formacdo da oncoproteina EWSR1-FLI1, que age como
um fator de transcricdo envolvido na regulacdo da expressao de varios genes envolvidos na
tumorigéneses do SE, como genes ligados a angiogénese (VEGF, CCND1, TSD1/2),
imortalizagdo (hTERT), e outros (KIM & PARK, 2016). Somente 15% dos casos de SE s&o
negativos para a oncoproteina EWSR1-FLI1, apresentando outras fusdes de EWSR1 com
outras proteinas da familia ETS, como ERG (Encoding transcriptional regulator), originando
EWSR1- ERG. Outras variacOes de fusbes entre proteinas codificadas por genes das familias
TET/FET e ETS podem também ser observados. Estas variacBes genéticas podem estar
ligadas a alteragdes clinicas (GRUNEWALD et al., 2018).

O tratamento de pacientes com SE, pode ser feito através de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Entretanto, esses tratamentos ndo apresentam bons resultados em pacientes
com metéstases (BALAMUTH & WOMER, 2010). Radioterapia, especialmente quando
utilizada para tratar tumores grandes (maiores que 8cm de diametro ou 200ml de volume)
apresentam altas taxas de recorréncia (aproximadamente 35% dos casos). A radioterapia
definitiva é indicada somente em caso de lesdes que ndo podem ser operadas, incluindo
cicatrizes de cirurgia ou biopsia, e as doses sdo prescritas de acordo com o tamanho do tumor,
irradiando também uma area de seguranca de 2 cm ao redor do tumor (GASPAR et al., 2015).
O tratamento cirdrgico pode incluir a remocdo do tumor localizado e de metastases
(HEMAVARTHY & JOSE, 2018). A resseccdo cirurgica € prescrita quando é possivel
remover 0 tumor e uma area de seguranca ao seu redor, em 10% dos casos é indicada a
amputacdo completa do membro afetado. A radioterapia pos-operatoria € recomendada em
caso de resseccdo incompleta do tumor, porém os beneficios dessa estratégia terapéutica ainda
vém sendo discutidos devido a resultados conflitantes obtidos (GASPAR et al., 2015). Em
tratamentos quimioterapicos, € comum a prescricdo de dois ou mais agentes quimioterapicos

combinados que possuam diferentes mecanismos de acdo, por exemplo, vincristina,
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dactinomicina, doxorubicina, ciclofosfamida e isofosamida (ZHANG et al., 2018). Varios
estudos tém sido feitos usando varias combinacdes de quimioterapicos, entretanto mesmo
combinagdes com boas respostas iniciais ndo tem melhorado a taxa de sobrevivéncia ou a taxa

de recorréncia a longo prazo (GASPAR et al., 2015).

1.9 Mecanismo de acédo de nanoparticulas a base de prata

As células sdo semipermeaveis e permitem a passagem de moléculas de modo seletivo
por meio de diferentes mecanismos, por exemplo as moléculas pequenas e apolares, agua e
gases como 0 oxigénio e o gas carbdnico, conseguem atravessar por difusdo de acordo com
seus gradientes de concentracdo. Enquanto os ions, mesmo sendo moléculas pequenas
dependem de transporte através de proteinas de membrana, pois possuem carga. Moléculas
grandes e hidrofilicas, no entanto, dependem dos processos de endocitose para entrar nas
células (AHMAD et al., 2019). A entrada de nanoparticulas na maioria das células de
mamiferos é mediada por endocitose, podendo ou ndo ser um transporte mediado por clatrina
e caveolina (PONGRAC et al., 2018).

AgNPs com tamanhos entre 10 e 75 nm, por exemplo, foram captadas por células
pulmonares BEAS-2B sem diferencas significativas na quantidade de captagdo entre os
diferentes tamanhos de nanoparticulas. As nanoparticulas foram encontradas
intracelularmente dentro de vesiculas, sendo a internalizacdo dependente de diferentes
mecanismos ativos de transporte, tais como: endocitose mediada por clatrina, endocitose
mediada por caveolina, fagocitose dependente de actina e macropinocitose. Desse modo é
possivel concluir que em uma mesma célula as nanoparticulas podem ser internalizadas de
diversas formas (GLIGA et al., 2014).

SINGH & RAMARAO (2012), no entanto, quando trataram macréfagos RAW264.7
com AgNPs observaram que as nanoparticulas foram internalizadas pelas células e se
encontravam proximas a periferia celular livre no citoplasma. Utilizando inibidores
farmacolodgicos para analisar os mecanismos de captacdo celular das AgNPs, concluiram que
a internalizagdo de nanoparticulas se dava principalmente por fagocitose mediada por
receptores scavenger (SR). Quando um ligante se liga ao SR e € internalizado juntamente com
ele, ocorre a formacdo do endossoma que depois se funde a um lisossomo. De modo
alternativo, as nanoparticulas podem ter se desviado dessa via endocitica sendo liberados no

citoplasma. Outra hipotese é a de que o SR preso a membrana plasmatica sofre flip-flop
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(revisado em GLATZ et al., 2010), e nesse processo a AgNP gue estaria ligado inicialmente
do lado extracelular poderia se dissociar ao chegar no citoplasma.

A composi¢do quimica da superficie das nanoparticulas influencia em sua captacdo
pelas células, como demonstrado por PONGRAC et al, (2018) que tratou células tronco
neurais de camundongos com AgNPs e viu que as nanoparticulas cobertas com AOT (bis(2-
etilhexil) sulfosuccinato de sodio), PVP (polivinilpirrolidona) e PLL (Poli-L-Lisina) foram
captadas pelas células em maior quantidade do que nanoparticulas cobertas com BSA
(Albumina do Soro Bovino) e CTAB (Brometo de Cetrimonio), sendo a macropinocitose a
principal rota de internalizacdo de todas as nanoparticulas, que intracelularmente foram
encontradas em endossomos.

Quando as nanoparticulas sdo expostas a fluidos biolégicos, sua superficie pode
adsorver biomoléculas, especialmente proteinas presentes na solu¢do formando a chamada
proteina-corona que altera significativamente a superficie das nanoparticulas, modificando
inclusive sua capacidade de interacio com as células (AHSAN et al., 2018).
BARBALINARDO et al. (2018) demonstrou que celulas NIH-3T3 somente conseguem
internalizar AgNPs com proteina-corona, assim, quando sdo cultivadas em meio livre de soro
e tratadas com AgNPs ndo expostas a proteinas séricas as células nao sofrem nenhum efeito
toxico causado pelas nanoparticulas, sugerindo que a captacdo de nanoparticulas é mediada
pela proteina-corona. Tal grupo demonstrou ainda que AgNPs cobertas com OEG
(Oligo(etilenoglicol) adsorvem muito menos proteinas que AgNPs cobertas com citrato de
sodio, sendo essas Ultimas mais captadas pelas células e com toxicidade mais alta.

A forma das nanoparticulas também pode influenciar na sua captacdo celular como
demonstrado por GRAF et al. (2018) que tratou células tronco mesenquimais humanas com
AgNPs de formato esférico e prismatico (trigonal) e observou que as nanoparticulas de
formato prismatico foram mais internalizadas pelas células e também dissolveram mais
depressa liberando fons Ag™*. Esse fator se deve ao efeito Gibbs-Thomson que se refere a uma
alta energia de superficie encontrada em areas de alta curvatura, como nos vértices do
nanoprisma. GRAF et al. (2018) demonstraram também que esse comportamento pode variar
de uma linhagem celular para outra, visto que células HaCat (queratindcitos humanos)
tratadas com as mesmas nanoparticulas captaram igualmente AgNPs dos dois formatos.

AgNPs, tem seus efeitos citotoxicos atribuidos a liberacdo de ions de prata em meio
aquoso e a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem induzir diversos danos
celulares e causar apoptose (KITTLER et al., 2010; CHENG et al., 2013). GLIGA et al
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(2014) demonstrou que AgNPs de tamanhos entre 10 e 75 nm liberavam Ag* em solucéo e
que essa liberacdo aumentava com o0 tempo e € maior em nanoparticulas menores, o que
explica 0 motivo de nanoparticulas menores serem mais toxicas. Um trabalho realizado com
celulas HSC-3, carcinoma de células escamosas da mucosa oral humana, demonstrou que
AgCI-NPs reduziram significativamente a viabilidade celular, aumentaram a geracédo
intracelular de ROS e também o nimero de células apoptoticas, indicando que os efeitos de
AgCI-NPs sdo semelhantes aos de AgNPs, podendo também ser mediados por ions Ag*
(AUSTIN et al., 2015).

2. Justificativa

Em nivel global, estima-se que 18,1 milhGes de novos casos tenham surgido no ano de
2018 e, segundo a OMS, o céancer é responsavel por uma em cada 6 mortes no mundo (BRAY
et al., 2018; OMS, 2018). O cancer € atualmente tratado por quimioterapia, radioterapia ou
por meio de cirurgias (VLASHI & PAJONK, 2015). Os quimioterapicos disponiveis
atualmente para o tratamento de neoplasias afetam também as células saudaveis,
especialmente de medula 6ssea, tecidos epiteliais, do sistema reticulo-endotelial e gbnadas
(NAZEEMA & SUGANNYA, 2014). Alem disso, muitas terapias antitumorais tém uso
bastante limitado devido ao desenvolvimento de resisténcia (SEGUIN et al., 2014).

A resisténcia a quimioterapicos antitumorais depende de diversos fatores, entre eles a
variabilidade individual de pacientes que podem apresentar baixa absor¢do do quimioterapico
ou metabolizacdo e excrecdo muito rapidas, fazendo com que a concentracdo da droga fique
abaixo dos niveis 6timos, por exemplo. Além disso, um mesmo paciente apresenta
heterogeneidade em suas células tumorais, de modo que cada célula tumoral de cada paciente
pode apresentar uma composicdo genética diferente que depende ndo s6 do tecido onde ela foi
originada, mas também do padrdo de ativacdo de oncogenes e de genes supressores de
tumores e além de mutagOes aleatdrias, assim cada célula pode expressar diferentes conjuntos
de genes de resisténcia a drogas (GOTTESMAN, 2002).

A resisténcia as drogas antitumorais pode ser intrinseca ou adquirida. E intrinseca quando
ela existia previamente ao tratamento e adquirida quando ao longo do tratamento, células
anteriormente sensiveis desenvolvem respostas adaptativas que as tornam resistentes. Além
disso, devido a heterogeneidade tumoral os tratamentos podem ainda selecionar
subpopulacdes resistentes (HOLOHAN et al., 2013). Alguns dos mecanismos comuns de

resisténcia sdao mutacdes que geram alteracdes nas moleculas alvo do farmaco; evasdo da
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apoptose; expressdo de proteinas que promovem o efluxo do farmaco; capacidade de reparo
de DNA, no caso de quimioterapicos que induzem danos ao DNA, e mecanismos de
inativacdo dos farmacos (LONGLEY & JOHNSTON, 2005; HOLOHAN et al., 2013).

O céncer de mama triplo negativo é o mais agressivo subtipo de tumor de mama. Por ndo
possuir alvos terapéuticos eficientes € uma neoplasia dificil de tratar e apresenta altas taxas de
metéstase e recorréncia pos-tratamento (SCHMADEKA et al., 2014). O répido crescimento
do TNBC induz a formacdo de uma area de hipdxia, que induz necrose no centro da massa
tumoral, promovendo uma resposta inflamatéria que favorece a migragéo de células tumorais.
Esses eventos ajudam a promover a metastase, 0 que torna necessario um tratamento
sistémico, aumenta as chances de recorréncia e reduz as chances de sobrevivéncia do paciente
(ARROYO-CRESPO et al., 2019).

O osteosarcoma de Ewing, € um tumor maligno que afeta principalmente criancas e
adultos jovens. Sua grande heterogeneidade celular o torna bastante agressivo, sendo
determinante para sua progressao e para seu alto potencial metastatico (BAILEY et al., 2019).
Cerca de 25% dos pacientes apresentam metéstase, sendo pulmao, ossos e medula 6ssea 0s
sitios metastaticos mais comuns. O tratamento dos pacientes pode ser feito por meio de
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, no entanto, estes tratamentos ndo apresentam bons
resultados em pacientes com metastase (BALAMUTH & WOMER, 2010).

Devido a resisténcia a tratamentos antitumorais (ZHOU et al., 2015; SAMUEL et al.,
2016) tém sido estudadas novas alternativas de tratamentos. Neste contexto, as nanoparticulas
metélicas, como as de prata, tém sido demonstradas eficientes no tratamento de cancer in vivo
e in vitro com multiplos mecanismos de citotoxicidade como a inducdo de danos ao DNA,
lisossomos e a mitocondrias com indugdo da producdo de ROS que pode levar a apoptose e
peroxidacdo de lipideos (RUTBERG et al., 2007; GURUNATHAN et al., 2013; WEI et al.,
2015). O fato de agirem simultaneamente por vérias vias € a principal vantagem das
nanoparticulas em relacdo aos quimioterapicos, porque dificulta o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia por parte das células neoplasicas (WElI et al., 2015). E a resisténcia
aos quimioterapicos € atualmente o maior gargalo que limita a efetividade dos tratamentos e
acredita-se que seja responsavel por mais de 90% dos casos de falha no tratamento de
neoplasias (LONGLEY & JOHNSTON, 2005). Portanto, ha atualmente grande interesse em
desenvolver métodos ecologicamente corretos, reprodutiveis e de baixo custo para a producdo
de nanoparticulas metélicas como AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs, por exemplo, visando uma

possivel aplicagcdo no tratamento de tumores. Sendo também importante avaliar o efeito destas
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nanoparticulas contra células tumorais e ndo tumorais buscando compreender 0s mecanismos

pelos quais agem essas nanoparticulas.

3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral e identificar mecanismos de inducdo de citotoxicidade
de nanoparticulas de cloreto de prata e prata/cloreto de prata sintetizadas via rota verde.

3.2 Objetivos especificos
- Avaliar o efeito antiproliferativo de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs em células tumorais e nao
tumorais.
- Avaliar o efeito do tratamento com AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs na condensacao nuclear.
- Avaliar o efeito de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs na viabilidade.
- Avaliar o efeito de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs na producéo de ROS.
- Analise multiparamétrica da nanotoxicidade induzida por AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs em
células tumorais e ndo tumorais através de avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial,
acidificacédo lisossomal, avaliacdo da area celular e da polimerizacdo do citoesqueleto.
- Avaliar o efeito da exposicdo a concentracdes subletais de Ag/AgCI-NPs na morfologia

celular.

4. Materiais e Métodos

4.1 Cultivo de microalgas e sintese de nanoparticulas de Cloreto de Prata

As microalgas da espécie Chlorella vulgaris (UTEX 2714) foram adquiridas do banco
de microalgas da Universidade do Texas (UTEX), USA. Foram cultivadas em meio ASM-1
(0,17g/L de NaNOs; 0,041 g/L de MgCl..6H.0; 0,049 g/L de MgS04.7H.0; 0,029 g/L de
CaCl2.2H20; 17,4 mg/L de KoHPOg4; 35,6 mg/L de Na2HPO4.12H-0; 2,48 mg/L de H3BOs;
0,39 mg/L de MnCl,.4H20; 1,08 mg/L de FeCls. 6H20; 0,335 mg/L de ZnClz; 19ug/L de
CoCl2.6H20; 1,4 ug/L de CuCl e 7,44 mg/L de EDTA Nay), pH 6,8 a 25°C com fotoperiodo
de 12h:12h (escuro:claro) e intensidade luminosa de 123.47 + 8.23 umol de fétons/m?s,
mensurada utilizando um medidor de luminosidade Heinz Walz Gmbh equipado com sensor
s/n: SQSA0404.

As nanoparticulas de cloreto de prata (AgCI-NPs) foram sintetizadas utilizando o
sobrenadante do cultivo de C. vulgaris. Para isto, as microalgas foram cultivadas por 21 dias

nas condicdes descritas acima e as células foram entdo separadas do meio de cultivo por
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centrifugacdo (3000 g por 10 min). O meio de cultura, livre de células, foi entdo incubado
com 3,5 mM de nitrato de prata (Merck), protegido da luz a 25°C por 5 dias. Apos o periodo
de incubacéo a solugéo foi centrifugada a 38360g por 20 min. e as nanoparticulas produzidas
foram suspensas em citrato de sodio 1% (FERREIRA et al., 2017).

4.2 Cultivo de leveduras e sintese de nanoparticulas de Prata/Cloreto de Prata

Leveduras da espécie Candida lusitaniae foram cultivadas por 24h a 30°C em meio rico

(4% de glicose, 1% de peptona bacterioldgica e 1% de extrato de levedura, pH 6,5). Apds 24h de

crescimento, foi adicionado nitrato de prata (Merck) a uma concentracdo final de 3,5 mM. As

células foram entdo cultivadas por 7 dias a 30°C, ao abrigo da luz e sob agitagdo a 150 rpm. Em

seguida o cultivo foi centrifugado a 2720g por 15 min visando a separacao das leveduras do meio

de cultivo contendo nanoparticulas. Posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado a 38360g por

20 min. O pellet, contendo Ag/AgCI-NPs foi ressuspenso em citrato de sédio 1% (EUGENIO et
al., 2016).

4.3 Avaliacéo do efeito antitumoral de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs

4.3.1 Células

A avaliacdo da nanotoxicidade e efeito antitumoral das nanoparticulas (AgCI-NPs e
Ag/AgCI-NPs) em células humanas foi feita utilizando as linhagens MDA-MB-436
(adenocarcinoma mamario triplo negativo), BT-474 (adenocarcinoma do ducto da glandula
mamaria) e A673 (sarcoma de Ewing). Como controle foi utilizada a linhagem ndo tumoral
RPE-1 (epitélio pigmentado da retina). As linhagens MDA-MB-436 e BT-474 foram
cultivadas em meio RPMI GlutaMAX (Gibco, ref.: 6187010) e as linhagens A673 e RPE-1
em meio DMEM high glucose GlutaMAX (Gibco, ref.: 61965026). Todas as linhagens
tiveram 0 meio suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico (Penicillin-
Streptomycin 10000 U/mL, Gibco, ref.:15140122) e foram mantidas em estufa com a 37°C e
atmosfera com 5% de CO». Ao atingirem confluéncia, as células foram ressuspensas pela acao
da solugdo enzimatica tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, ref.: 25300054) por 2 a 5 minutos a
37°C. Para a realizacdo dos experimentos, as células em suspensdo foram contadas
(Cellometer® Auto T4, Nexcelom Bioscience) e semeadas em placas de 96 pocos, a uma
densidade celular de 4 x 103 células/pogo.
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4.3.2 Avaliacéo do efeito antiproliferativo

Um inoculo de células em fase exponencial de crescimento foi plaqueado em placas
pretas de fundo transparente de 96 pocos a uma densidade de 4 x 10° células/pogo. Apds 24h,
as células foram tratadas com Ag/AgCI-NP (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 ou 12,5 pg/mL) ou
AgCI-NP (0; 2,5; 5; 10; 15; 20; 30 ou 40 pg/mL). Foram feitos 6 pocos para cada condicdo de
tratamento. Nos tempos 0, 24, 48 e 72h de tratamento com as nanoparticulas, as células foram
coradas com 1M Hoechst 33258 (Termo Fisher ref.: H1399) e o sistema de analise celular de
alto conteudo GE InCell Analyzer 2200 (GE Health-Care Life Sciences) foi utilizado para
gerar automaticamente imagens de fluorescéncia (objetiva de 10X, Aem Hoechst 461 nm, filtro
DAPI, regido espectral: 432 + 48 nm) de 6 campos aleatorios de cada poco. As analises das
imagens adquiridas foram feitas no software IN Cell Analyzer 1000 workstation (GE
Healthcare Life Sciences), utilizando algoritmos de deteccdo automatica de objetos (nucleos).
Apds a segmentacdo dos objetos, estes foram automaticamente quantificados para estimativa
da proliferacdo celular. A medida da compactacdo nuclear foi calculado a partir da formula:
[2*1*(G*G?)]/A, onde A representa a area do objeto e G representa o “raio de giro” que é
uma média do raio do objeto, ou seja, um valor referente a distribuicdo dos componentes de
um objeto ao redor de um eixo. A taxa de crescimento (u) e o tempo de duplicacdo (T) foram
calculados conforme descrito por SHERLEY et al. (1995), utilizando as férmulas Nf = No 2"
e T = In(2)/u, respectivamente, onde Nt representa o nimero final de células, No 0 nimero
inicial de células, p é a taxa especifica de crescimento, t € o tempo de cultivo, In € o logaritmo

natural e T € o tempo de duplicacdo do cultivo.

4.3.3 Avaliacéo da viabilidade celular

As células foram plaqueadas e tratadas com nanoparticulas a base de prata conforme
descrito no tépico 4.3.2. Nos tempos 24, 48 e 72h foram coradas por 30 mim a 37°C com
1uM de Hoechst 33258 (Termo Fisher ref.. H1399) e com o kit LIVE/DEAD™
Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells (ThermoFisher ref.: L3224) de acordo com as
instrucbes do fabricante. Imagens das células marcadas com os corantes foram obtidas
utilizando o sistema de analise celular de alto conteddo GE InCell Analyzer 2200 (GE
Healthcare Life Sciences), utilizando os filtros DAPI, FITC e Cy3 (Regides espectrais: 432 +
48 nm, 525 = 48 nm e 597 £ 45 nm, respectivamente), para a obtencdo de imagens dos
corantes Hoechst, Calceina e Homodimero de etidio (EthD-1, do inglés Ethidium homodimer-

1), respectivamente. A partir de imagens de fluorescéncia obtidas, foram feitas as analises no
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software IN Cell Analyzer 1000 workstation (GE Healthcare Life Sciences), utilizando
algoritmos de deteccdo automatica de objetos e filtro de classificacdo linear 2D para

determinacdo automatica do percentual de células vidveis e mortas.

4.3.4 Avaliacéo da ocorréncia de apoptose

Para avaliar se o tratamento com nanoparticulas a base de prata induz apoptose, as
celulas foram plaqueadas e tratadas com nanoparticulas conforme descrito no topico 4.3.2.
Nos tempos 24, 48 e 72h foram marcadas por 30 mim a 37°C com os corantes fluorescentes 1
MM de Hoechst 33258 (Thermo Fisher ref.: H1399), 0,4 uM de EthD-1 (Thermo Fisher
ref..E1169) e 8 uM de CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Thermo Fisher
ref.:.C10423). Imagens das células coradas foram obtidas utilizando o sistema de anélise
celular de alto contetdo GE InCell Analyzer 2200 (GE Healthcare Life Sciences), utilizando
os filtros DAPI, FITC e Cy3 (Regides espectrais: 432 + 48 nm, 525 + 48 nm e 597 + 45 nm,
respectivamente), para a obtencdo de imagens dos corantes Hoechst, CellEvent™ e EthD-1,
respectivamente. A partir de imagens de fluorescéncia obtidas, foram feitas as analises no
software IN Cell Analyzer 1000 workstation (GE Healthcare Life Sciences), utilizando
algoritmos de deteccdo automatica de objetos e filtro de classifica¢do (do tipo “decision tree”)
para determinacdo automatica do percentual de células apoptéticas (excluindo células mortas

marcadas por ETh-1).

4.3.5 Avaliacdo da producdo de ROS

Para avaliar se o tratamento com nanoparticulas a base de prata induz a producdo de
ROS, as células foram plaqueadas e tratadas com nanoparticulas conforme descrito no tépico
4.3.2. Nos tempos 24, 48 e 72h foram marcadas por 30 mim a 37°C com 0s corantes
fluorescentes 1 uM de Hoechst 33258 (Thermo Fisher ref.: H1399) e Dihydroethidium (DHE)
(Thermo Fisher, ref.: D23107). Imagens das células marcadas com os corantes foram obtidas
utilizando o sistema de analise celular de alto conteddo GE InCell Analyzer 2200 (GE
Healthcare Life Sciences), utilizando os filtros DAPI e Cy3 (Regi0es espectrais: 432 + 48 nm,
e 597 + 45 nm, respectivamente), para a obten¢do de imagens dos corantes Hoechst e DHE,
respectivamente. A partir de imagens de fluorescéncia obtidas, foram feitas as analises no
software IN Cell Analyzer 1000 workstation (GE Healthcare Life Sciences), utilizando
algoritimos de deteccdo automatica de objetos e medicdo da intensidade de fluorescéncia para
estimar modificagdes na producdo de ROS pelas células tratadas.
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4.3.6 Avaliacdo multiparamétrica de citotoxicidade

Para avaliar outros efeitos citotoxicos dos tratamentos com nanoparticulas, as células
foram tratadas com nanoparticulas a base de prata conforme descrito no topico 4.3.2. Ap6s
48h de tratamento foram coradas com 1 pM de Hoechst 33258 (Thermo Fisher ref.: H1399)
(para identificar nucleos celulares e fazer sua quantificacdo) combinado com 1 pM de
LysoTracker® Red DND-99 (Molecular Probes ref.: L7528) (para corar os lisossomos, que
foram avaliados quanto & intensidade de fluorescéncia para avaliar a acidificacdo lisossomal)
50 nM de Tetrametilrodamina, (TMRM, do inglés Tetramethylrhodamine) (Thermo Fisher
ref.: 134361) (para corar mitocondrias cujo potencial de membrana permanece integro) ou 1,5
pg/mL de CellMask™ Deep Red Plasma Membrane Stain (Thermo Fisher ref.: C10046) (para
marcar a membrana citoplasmatica das células e estimar a area das células.). O efeito dos
tratamentos com nanoparticulas sobre os filamentos de actina do citoesqueleto foram
avaliados em amostras fixadas com 3,7% de formaldeido por 15 min, bloqueadas com 10% de
albumina do soro bovino (BSA) e 2% saponina em PBS por 5 min, permeabilizadas com
0,5% de Triton X-100 por 2 min e coradas com 165 puM de Faloidina-Rodamina (Thermo
Fisher ref.: R415) e 2 ug/mL de DAPI (Thermo Fisher ref.: D1306) por 30 min. Apéds a
coloracdo, foram feitas imagens de 6 campos aleatdrios/po¢o no total de 6 pocos por condicdo
experimental utilizando o sistema de analise celular de alto conteddo GE InCell Analyzer
2200 (GE Healthcare Life Sciences), com objetiva de 20X. Foram utilizados os filtros: DAPI,
para a obtencdo de imagens dos corantes Hoechst ou DAPI (Regido espectral: 432 + 48 nm);
Texas Red, para obtenco de imagens do corante LysoTracker® Red (Regido espectral: 620 +
30 nm); Cy3, para a obtencdo de imagens dos corantes TMRM ou Rodamina (Regido
espectral: 597 + 45 nm); e Cy5 para a obtencdo de imagens do corante CellMask™ (Regiéo
Espectral: 684 + 25 nm). A partir de imagens de fluorescéncia obtidas, foram feitas as
analises no software IN Cell Analyzer 1000 workstation (GE Healthcare Life Sciences),

utilizando algoritmos de detec¢do automatica de objetos.

4.4 Avaliacdo dos efeitos da exposicdo a Ag/AgCINPs na morfologia de células
tumorais e ndo tumorais
4.4.1 Células
A avaliacdo dos efeitos morfoldgicos das nanoparticulas (Ag/AgCI-NPs) em celulas
humanas foi feita utilizando as linhagens MDA-MB-468 (adenocarcinoma mamario triplo
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negativo) e como controle foi utilizada a linhagem ndo tumoral HFF-1 (Fibroblasto de
prepucio humano). A linhagem MDA-MB-468 foi cultivada em meio L15 (Sigma Aldrich,
ref.: L5520) e a linhagem HFF-1 foi cultivada em meio DMEM high glucose (Gibco, ref.:
12100046) e ambas tiveram o meio suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidtico (Penicillin-Streptomycin 10000 U/mL, Gibco, ref.:15140122) e foram mantidas

em estufa com a 37°C e atmosfera com 5% de CO:x.

4.4.2 Avaliacao da viabilidade celular

Ao atingirem confluéncia, as células foram ressuspensas pela acdo da solugdo
enzimatica tripsina-EDTA 0,05% (Gibco, ref.: 25300054) por 2 a 5 minutos a 37°C. Para a
realizacdo dos experimentos, as células em suspensdo foram contadas em camara de
Neubauer e semeadas em placas de 96 pogos, a uma densidade celular de 1 x 10*
células/pogo. Apos 24h, as células foram tratadas com Ag/AgCI-NP (0; 2,5; 5; 10; 20; 30; 40
ou 50 pg/mL). Foram feitos 3 poc¢os para cada concentracdo de nanoparticula. Apos 48h de
tratamento, foi feito o ensaio de viabilidade utilizando o kit CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega, ref.. G5421) conforme recomendacgfes do
fabricante e apds 2h de incubacdo a 37°C com 5% de CO. as amostras tiveram as
absorbéancias lidas em espectrofotbmetro (TECAN Infinite M200 PRO) no comprimento de
onda 490 nm. A viabilidade foi calculada utilizando a seguinte equacdo: V% = (DOT/DOC) x
100, onde V representa a viabilidade, DOT representa a densidade Optica da amostra teste
medida a 490 nm, e DOC representa a densidade Optica do grupo controle (cultivado com 0
pg/mL de Ag/AgCI-NP) medida a 490 nm. O ICso foi calculado utilizando o software
GraphPad Prism 5.

4.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As linhagens HFF-1 e MDA-MB-468 foram semeadas em laminulas circulares de
12mm dentro de placas de 24 pogos a uma densidade celular de 2,5 x 10* células/pogo. Apos
24h, as células foram tratadas com 0 ou 2,2 pg/mL de Ag/AgCI-NP. Foram feitas 3 laminulas
para cada concentracdo de nanoparticula. Apos 48h de tratamento, as laminulas foram lavadas
trés vezes com PBS pré-aquecido a 37°C e fixadas em 2,5% de glutaraldeido, 4% de
formaldeido em 0,1 M de tampéao cacodilado de sodio pH 7,3. As amostras foram entéo

lavadas trés vezes em PBS e desidratadas em concentragdes crescentes de acetona (30%,
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50%, 70%, 90% e 3 vezes 100%) por 10 min a cada concentracao e secas no ponto critico do
CO.. As amostras secas foram revestidas com 5 nm de platina e observadas no microscopio
eletronico de varredura FEI Quanta 450F (5 kV).

4.6 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando intervalo de confianca de 95% no
software GraphPad Prism 5, os testes estatisticos utilizados foram: Anova one-way com pos-
teste de Tukey ou Anova two-way com pos-teste de Bonferroni. Os experimentos dos topicos
4.3 e 4.4 foram realizados em triplicatas independentes enquanto os experimentos do topico
4.5 foram realizados em seis replicatas independentes.

5. Resultados

5.1 Avaliacao da nanotoxicidade e efeito antitumoral de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs

Para avaliar o potencial antitumoral e a nanotoxicidade de AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs
produzidas biologicamente foram utilizadas a linhagem ndo tumoral RPE-1 (epitélio
pigmentado da retina) e as linhagens tumorais BT-474 (adenocarcinoma do ducto da glandula
mamaria), MDA-MB-436 (adenocarcinoma mamario triplo negativo) e A673 (sarcoma de
Ewing). As quatro linhagens celulares humanas foram avaliadas por meio da técnica de
analise celular de alto contetdo (HCA) quanto a proliferacdo celular, viabilidade, apoptose,
producdo de ROS, acidificacdo lisossomal, potencial de membrana mitocondrial,

polimerizacdo dos microfilamentos de actina e area celular.

5.1.1 Proliferacéao celular
Para avaliar se AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs prejudicam o crescimento celular as
linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673 foram cultivadas por 72h com
concentragdes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs ou 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. As
concentragcdes utilizadas para cada nanoparticula sdo concentragdes subletais que foram
escolhidas ap6s experimentos preliminares com concentracfes que variaram entre 0 e 200
pg/mL de nanoparticulas (dados ndo mostrados). As Figuras 2 e 3 demostram a proliferacdo
celular das quatro linhagens ap6s 72h de tratamento com AgCI-NPs, onde é possivel observar
que as células da linhagem RPE-1 nédo tratadas apresentaram em 72h um crescimento de
454,85 + 130,06% em relagdo ao tempo 0. Quando essas células foram cultivadas com
concentragdes entre 2,5 e 30 pg/mL de AgCI-NPs apresentaram crescimento igual ao grupo
controle ao longo de todo o tempo de experimento. A inibicdo do crescimento celular em
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relacdo ao grupo controle, foi observada somente em células cultivadas na presenca de 40
pg/mL de AgCI-NPs por 72h (28,84 + 9,97%) (Figura 2a).

As células tumorais da linhagem BT-474 ndo tratadas cresceram em 72h 102,47 +
22,10% em relacdo a mesma condic¢do no tempo 0 (Figura 2b). Em 24h, todos os grupos de
células BT-474 tratados com AgCI-NPs apresentam crescimento semelhante ao do grupo
controle. Em 48h de tratamento, as células desta mesma linhagem cultivadas com 2,5 pg/mL
de AgCI-NPs apresentam um crescimento celular estatisticamente significativo de 27,83 +
27,77% superior ao do grupo controle. Por outro lado, o grupo tratado com 30 pg/mL de
AgCI-NPs apresentou reducdo de 22,12 + 9,97% no crescimento celular, enquanto os demais
grupos apresentaram numero de células semelhante ao grupo controle. Apdés 72h de
tratamento, os grupos cultivados com 2,5, 5 e 15 pg/mL de AQCI-NPs apresentaram
crescimento celular semelhante ao do grupo controle enquanto os grupos cultivados com 10,
20, 30 e 40 pg/mL de AgCI-NPs apresentaram reducdes no crescimento celular de 23,12 +
20,86%, 30,12 + 8,72%, 35,94 + 8,53%, 20,54 + 10,31%, respectivamente.

Apos 72h de cultivo na condigdo controle as células da linhagem tumoral MDA-MB-
436 cresceram 244,76 = 87,52% em relacdo ao tempo inicial. Em 24 e 48h de cultivo os
grupos de células tratados com concentracdes entre 2,5 e 40 pg/mL de AgCI-NPs apresentam
crescimento significativamente menor que o grupo controle (Figura 2c). Ja em 72h, as células
tratadas com 2,5 pug/mL de AgCI-NPs apresentam crescimento semelhante ao do grupo
controle, enquanto redugdes de 39,97 £ 20,55%, 50,75 + 15,13%, 65,99 + 10,39%, 48,30
12,52%, 56,35 + 9,90% e 63,91 + 8,69% sao observadas nos grupos de células cultivados com
5, 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL de AgCI-NPs, respectivamente.

A linhagem tumoral A673 cultivada por 72h na condicdo controle apresentou
crescimento celular de 252,50 + 100,02% em relacdo a mesma condigdo no tempo 0 (Figura
2d). As células desta linhagem tratadas por 24h com concentragdes entre 2,5 e 40 pg/mL de
AgCI-NPs apresentaram crescimento celular semelhante ao grupo controle, entretanto nos
tempos 48 e 72h apresentam reducdes significativas no crescimento. Em 72h, as reducdes
chegaram a 17,74 + 19,40% nas células tratadas com 2,5 pg/mL de AgCI-NPs, 58,45 +
11,53% no grupo tratado com 5 pg/mL, 55,13 + 8,94% no grupo tratado com 10 pg/mL,
60,448 = 11,69% no grupo cultivado com 15 pg/mL, 62,70 + 12,87% no grupo tratado com
20 pg/mL, 67,70 £ 12,87% no grupo tratado com 30 pg/mL e 65,05 £ 9,93% no grupo tratado
com 40pg/mL.
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Figura 2: Ensaio de proliferagédo de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)

BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com 0 - 40 pug/mL de AgCI-NPs. * P <0,05, **
P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way).
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Figura 3: Imagens representativas do ensaio proliferacdo de células humanas tumorais (BT-474, MDA-
MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1). As imagens mostram os nucleos das células ap6s 72h de tratamento
com concentragdes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs marcados com o corante fluorescente Hoechst. As barras de
escala equivalem a 200 pm.
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As Figuras 4 e 5 demonstram a proliferacdo celular das linhagens RPE-1, BT-474,
MDA-MB-436 e A673 ap6s 72h de tratamento com concentracdes entre 0 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. Observando os resultados é possivel notar as células da linhagem RPE-1 ndo
tratadas apresentaram crescimento em funcdo do tempo, de modo que em 72h de cultivo o
crescimento foi de 463,08 + 145,98% em relacdo ao tempo 0 (Figura 4a). Em 24h de cultivo,
todos os grupos de células da linhagem RPE-1 tratados com AgCI-NPs apresentaram
crescimento semelhante ao grupo controle. Porém, em 48 e 72h de cultivo, os grupos de
celulas cultivados com 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs apresentaram reducdes de
32,728 + 6,00%, 35,27 + 17,73% e 39,44 + 9,04% em 48h e 20,68 + 13,21%, 34,59 + 24,37%
e 47,50 £ 13,28% em 72h, respectivamente.

As células da linhagem BT-474 cultivadas por 72h na condicdo controle apresentaram
crescimento de 40,66 + 32,25% em relacdo ao tempo O (Figura 4b). Os tratamentos com
Ag/AgCI-NPs ndo induziram alteracGes significativas no crescimento celular em nenhum dos
tempos de cultivo avaliados, exceto para as células cultivadas com 2,5 pg/mL por 48h que
apresentaram reducdo de 17,98 + 10,14% e o grupo de células cultivado por 72h com 12,5
pg/mL que apresentaram reducdo de 19,51 + 9,29%.

A linhagem tumoral MDA-MB-436 quando cultivada por 72h na condicdo controle
apresentou em relacdo ao tempo O um crescimento de 303,20 + 53,56% (Figura 4c). Esta
mesma linhagem celular teve a proliferagdo inibida quando tratada por 24, 48 e 72h com
concentragdes entre 0,5 e 12,5ug/mL Ag/AgCI-NPs, de modo que os grupos tratados com 0,5,
1,25,5,75,10, 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP apresentam reducdes de 71,13 + 4,76%, 74,36
+5,977%, 72,92 £ 4,04%, 79,62 + 3,94%, 75,05 + 5,94%, 69,97 + 8,40% e 70,27 + 6,56% no
namero de células, respectivamente.

Em relagdo ao tempo 0O, a linhagem tumoral A673 cultivada na condi¢do controle
cresceu 177,90 + 60,98% em 72h (Figura 4d). A mesma linhagem quando tratada por 24, 48 e
72h com concentracbes entre 0,5 a 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs apresentou reducdo no
crescimento celular, atingindo em 72h uma reducdo de 46,187 = 11,43% para 0 grupo
cultivado com 0,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP, 61,07 £ 5,37% para o grupo cultivado com 1
pg/mL de Ag/AgCI-NP, 65,409 + 4,31% para o grupo cultivado com 2,5 pg/mL de Ag/AgCl-
NP, 66,833 = 5,74% para o grupo cultivado com 5 pg/mL de Ag/AgCI-NP, 66,202 + 3,55%
para 0 grupo cultivado com 7,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP, 66,72 + 5,21% para 0 grupo
cultivado com 10 pg/mL de Ag/AgCI-NP e 65,53 + 4,27% para 0 grupo cultivado com 12,5
pg/mL de Ag/AgCI-NP.
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Figura 4: Ensaio de proliferagdo de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)
BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentracdes entre 0 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)
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Figura 5: Imagens representativas do ensaio proliferacdo de células humanas tumorais (BT-474, MDA-
MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1). As imagens mostram os nlcleos das células apds 72h de tratamento
com concentracdes entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs marcados com o corante fluorescente Hoechst. As
barras de escala equivalem a 200 pm.
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5.1.2 Tempo de duplicacéo e taxa de crescimento

O tempo de duplicagdo, que revela o tempo necessério para dobrar o numero de
celulas no cultivo, foi estimado para as linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673
tratadas com AgCI-NPs (Tabelas 1) e Ag/AgCI-NPs (Tabela 2). Os resultados revelaram que
os tratamentos com concentracbes entre 2,5 e 40 pg/mL de AQCI-NPs ndo afetaram
significativamente o tempo de duplicacdo da linhagem RPE-1, que na condi¢do controle
apresenta tempo de duplicacdo igual a 31,25 + 7,12h (Tabela 1). A linhagem BT-474
cultivada na condicdo controle teve o tempo de duplicacdo estimado de 82,70 + 9,06h e
também ndo teve este significativamente afetado pelo tratamento com AgCI-NP, exceto
quando cultivada com 30 pug/mL em que apresentou aumento de 58,28 + 18,64% no tempo de
duplicagéo. A linhagem MDA-MB-436 apresentou um tempo de duplicagdo igual a 51,57 +
16,79h quando cultivado na condicdo controle. O tempo de duplicacdo da linhagem MDA-
MB-436 cultivada com 2,5 e 5 pg/mL de AgCI-NPs ndo foi significativamente alterado,
entretanto quando cultivada com 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL de AgCI-NPs tiveram o tempo de
duplicacdo aumentado em 132,23 £ 105,11%, 228,134 + 123,5%, 110,487 £+ 72,96%, 142,52
+ 68,17% e 199,62 + 107,94%, respectivamente. A linhagem A673 cultivada na condicdo
controle apresentou tempo de duplicacdo igual a 51,06 + 17,65h e quando cultivada com 2,5
pg/mL de AgCI-NPs ndo apresentou alteragdes significativas no tempo de duplicacdo, porém
quando cultivada com 5, 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL de AgCI-NPs apresentou aumentos de
157,28 + 70,57%, 133,46 + 73,16%, 168,95 + 63,15%, 193,91 + 101,56%, 235,33 + 121,36%,
205,60 + 87,77%, respectivamente.

Tabela 1: Tempo de duplicacao (horas) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com AgCl-
NPs. Os simbolos * P <0,05 e *** P <0,001 representam diferencas estatisticas significativas em rela¢do ao
controle (0 pg/mL) da mesma linhagem celular.

AgCI-NPs
RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673
(g/mL)

0 31,25+ 7,12 82,70 £ 9,06 51,57 + 16,79 51,06 + 17,65
25 33,17 £ 4,09 83,64 = 20,30 50,38 £ 11,39 63,57 = 15,83

5 30,73 £ 11,22 82,53 £ 7,98 90,03 + 32,16 122,06 +12,6 ™
10 28,22 £ 4,01 116,81 + 43,09 107,36 + 27,73 112,23 +£ 22,48 ™
15 28,68 + 4,81 103,25 + 25,78 153,71 £33,72™ 128,83 + 20,04 ™
20 30,85+ 5,70 119,83 £ 22,26 98,69 + 17,22 138,15+ 25,72
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30,66 + 7,37

131,03+ 21,71°

118,29 + 22,96 ™

156,64 + 20,61 ™

40

44,18 + 10,37

127,36 + 35,91

142,74 + 18,85 ™"

145,88 + 24,59 ™

A linhagem RPE-1 ndo teve o tempo de duplicacdo afetado pelos tratamentos com
Ag/AgCI-NPs exceto quando cultivada com 12,5 pg/mL, tratamento em que apresentou um
tempo de duplicacdo 109,58 + 71,02% maior (Tabela 2). A linhagem tumoral BT-474 néo
teve o tempo de duplicacdo afetado por tratamentos com Ag/AgCI-NPs, enquanto a linhagem
MDA-MB-436 apresentou tempos de duplicacdo significativamente maiores em todas as
concentracdes de Ag/AgCI-NPs testadas, sendo os aumentos de 254,52 + 50,77%, 312,52 +
111,64%, 258,57 + 102,59%, 419,71 + 172,89%, 317,23 + 87,95%, 257,84 + 110,70% e
251,85 + 85,78% para os tratamentos com 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCl-
NPs. A linhagem tumoral A673, assim como a MDA-MB-436, apresentou aumento no tempo
de duplicacdo quando tratada com 0,5 (98,06 £ 55,23%), 1 (167,65 £ 69,56%), 2,5 (202,08 +
78,21%), 5 (216,94 + 97,91%), 7,5 (206,69 * 64,33%), 10 (220,93 + 105,49%) e 12,5 pg/mL
de Ag/AgCI-NPs (196,05 + 56,56%).

Tabela 2: Tempo de duplicagdo (horas) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com
Ag/AgCI-NPs. Os simbolos * P <0,05 e *** P <0,001 representam diferencas estatisticas significativas em
relacdo ao controle (0 pg/mL) da mesma linhagem celular.

Ag/AgCI-NPs
RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673
(Mg/mL)
0 31,05+ 7,55 127,08 + 37,62 39,06 + 5,03 62,95 + 18,32
0,5 31,93+3,43 136,75 + 35,54 137,25 +17,97 117,57 £ 14,83~
1 26,44 + 6,85 138,40 £ 40,03 157,49 + 32,13 ™ 160,59 + 24,55 ™
2,5 36,02 + 7,86 135,13 £ 15,94 147,17 £ 26,87 ™ 178,93 £ 12,58 ™
5 27,43 + 6,80 150,84 + 21,92 199,40 + 55,43 ™ 188,48 + 31,24 ™
7,5 39,38 +£9,32 149,52 + 45,25 161,56 + 31,83 ™ 183,46 + 10,12 ™
10 49,50 + 10,19 147,07 + 23,43 138,14 + 39,17 ™ 187,99 + 41,50 ™
12,5 63,08 +23,11 " 156,23 + 39,71 134,67 + 20,77 180,99 + 36,27 ™

As taxas de crescimento, que representam 0 nimero de vezes que as células se
duplicam em um dia, também foram calculadas para as linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-
436 e A673 tratadas com AgCI-NPs (Tabela 3) ou Ag/AgCI-NPs (Tabela 4). A linhagem
RPE-1 quando cultivada na condicdo controle apresentou taxa de crescimento igual a 0,23 +

0,05 e esta taxa nédo foi afetada pelos tratamentos com concentragdes entre 2,5 e 40 pg/mL de
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AgCI-NPs (Tabela 3). A linhagem BT-474 na condi¢do controle apresentou taxa de
crescimento igual a 0,08 =+ 0,01 sem alteracGes significativas quando tratada com qualquer
concentracdo de AgCI-NPs. Por outro lado, as celulas das linhagens MDA-MB-436 e A673
apresentaram reducdes nas taxas de crescimento quando tratadas com AgCI-NPs. MDA-MB-
436 quando tratada com 2,5 pg/mL de AgCI-NP apresentou taxa de crescimento semelhante a
do grupo controle, porém quando tratada com 5, 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL de AgCI-NP
apresentaram taxas de crescimento 33,28 + 17,28%, 46,78 £ 29,47%, 63,31 + 21,14%, 43,67
+ 31,76%, 55,94 + 1246% e 62,53 + 14,41% menores que a do grupo controle,
respectivamente. Enquanto a linhagem celular A673, apresentou taxas de crescimento
menores que a do grupo controle em todas as concentragcdes testadas, sendo que estas
reducdes foram de 16,03 + 15,93%, 58,21 + 13,47%, 54,51 £ 10,43%, 60,13 = 13,94%, 62,19
+ 13,98%, 66,95 + 11,44% e 64,86 + 10,13%, para os tratamentos com 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 e
40 pg/mL de AgCI-NP, respectivamente.

Tabela 3: Taxa de crescimento (W) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com AgCI-NPs.
Os simbolos * P <0,05, ** P <0,01 e *** P <0,001 representam diferenca estatistica em relacdo ao controle (0
pg/mL) da mesma linhagem celular.

AgCI-NPs
RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673
(Hg/mL)

0 0,23 £ 0,05 0,08 £ 0,01 0,14 + 0,04 0,15+ 0,04
2,5 0,21 +0,03 0,09 £ 0,02 0,14 £ 0,04 0,11+0,02™
5 0,25 + 0,08 0,08 +0,01 0,09 +0,03" 0,06 + 0,01 ™
10 0,25 + 0,04 0,06 + 0,02 0,07 £0,02 ™ 0,06 +0,01 ™
15 0,25 + 0,04 0,07 0,02 0,05+0,01 ™ 0,05+0,01 ™
20 0,23 + 0,04 0,06 + 0,01 0,07 +£0,01 ™ 0,05+0,01 ™
30 0,24 £ 0,08 0,05+0,01 0,06+001™ 0,04 £0,01 ™
40 0,17 £ 0,05 0,07 £ 0,03 0,05+0,01™ 0,05+0,01 ™

Para o tratamento com Ag/AgCI-NPs, a taxa de crescimento da linhagem RPE-1 na
condicdo controle foi 0,24 + 0,06, sem alteracfes estatisticamente significativas quando
tratada com concentragdes entre 0,5 e 10 pg/mL de nanoparticulas, entretanto a taxa de
crescimento foi reduzida em 43,24 + 8,50% quando as células foram tratadas com 12,5 pg/mL
de nanoparticulas (Tabela 4). Assim como no tratamento com AgCI-NPs, a linhagem BT-474
nédo sofreu alteracdes significativas na taxa de crescimento quando tratada com concentragdes
entre 0,5 e 12,5 pug/mL de Ag/AgCI-NPs. A linhagem tumoral MDA-MB-436 apresentou taxa
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de crescimento igual a 0,018 = 0,02 na condic¢do controle e sofreu reducdes de 71,26 + 4,45%,
73,99 + 8,06%, 72,39 + 7,76%, 79,415 + 4,97%, 75,06 + 5,75%, 69,54 +10,37% e 70,28 +
6,51% quando cultivada com 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. O mesmo
fendmeno foi observado com a linhagem A673, cuja taxa de crescimento na condic¢do controle
foi igual a 0,12 £ 0,03, apresentando reducdes de 45,65 + 17,31%, 60,48 + 10,33%, 64,37 +
12,03%, 65,93 + 10,08%, 65,68 + 9,89%, 63,75 + 19,17% e 65,06 + 7,32% quando tratada
comO0,5,1,25,5,7,5,10e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs.

Tabela 4: Taxa de crescimento (1) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com Ag/AgCl-
NPs. Os simbolos * P <0,05 e *** P <0,001 representam diferenga estatistica em relac&o ao controle (0 pg/mL)
da mesma linhagem celular.

Ag/AgCI-NPs

RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673
(Mg/mL)
0 0,24 + 0,06 0,06 + 0,02 0,18 + 0,02 0,12 +0,03
0,5 0,22 + 0,02 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 *** 0,06 + 0,01 ***
1 0,28 + 0,07 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 *** 0,04 + 0,01 ***
2,5 0,20 + 0,05 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 *** 0,04 + 0,00 ***
5 0,26 + 0,06 0,05+ 0,01 0,04 + 0,01 *** 0,04 + 0,01 ***
7,5 0,18 + 0,04 0,05 + 0,02 0,04 + 0,01 *** 0,04 + 0,00 ***
10 0,15 + 0,03 0,05 + 0,01 0,05 + 0,02 *** 0,04 + 0,01 ***
12,5 0,13 + 0,05* 0,05 + 0,01 0,05 + 0,01 *** 0,04 + 0,01 ***

5.1.3 Compactacao nuclear

Além da guantificacdo de nucleos para a determinacao da proliferacdo celular, foi feita
também a medida da compactacdo nuclear das células tratadas com nanoparticulas, visto que
este € um dos indicativos de dano celular e apoptose. A compactacdo nuclear é calculada
automaticamente pelo software de andlise utilizado na segmentacdo dos nucleos e é
representada por um valor de unidade arbitraria. Quanto menor este valor, mais compactado
estd o nacleo. A Figura 6 mostra os dados de compactacdo nuclear das linhagens RPE-1, BT-
474, MDA-MB-436 e A673 tratadas com AgCI-NPs. A linhagem RPE-1 quando tratada por
24, 48 ou 72h com concentragdes entre 2,5 e 30 pg/mL de AgCI-NPs néo sofreu modificagoes
no grau de compactacdo nuclear, entretanto quando tratadas com 40 pg/mL de AgCI-NPs

apresentaram compactacdo nuclear de 5,22 + 1,19 % quando comparada ao grupo controle
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tratado pelo mesmo tempo (Figura 6a). A linhagem BT-474 apresentou nivel de compactacéo
nuclear semelhante a do grupo controle quando cultivada com até 20 pg/mL de AgCI-NPs,
entretanto na presenca de 30 pg/mL de AgCI-NPs por 72h apresentou ndcleos compactacao
de 3,04 + 3,26% (Figura 6b). O tratamento de BT-474 com 40 pg/mL de AgCI-NPs por 24,
48 ou 72h induziu a compactacdo nuclear, de modo que em 72h os ndcleos apresentaram
compactacdo de 11, 91 + 1,12% em relacédo ao controle.

As celulas da linhagem MDA-MB-436 em 24h de tratamentos com concentragdes até
20 pg/mL de AgCI-NPs ndo apresentaram alteragdes na compactacdo nuclear, sendo que o
grau de compactacdo ¢ maior que o do controle nos grupos tratados com 30 e 40 pg/mL de
nanoparticulas (Figura 6¢). Em 48h de tratamento, as células tratadas com 20 pug/mL de AgCl-
NPs, assim como as tratadas com 30 e 40 pg/mL passaram também a apresentar nlcleos mais
compactados em relacdo ao controle. Em 72h as celulas tratadas com 5, 15, 20, 30 e 40
pg/mL de AgCI-NPs apresentam nucleos compactacdo de 1,74 + 1,16%, 2,15 + 0,57%, 1,55 £
1,39%, 2,50 + 1,31% e 3,33 + 1,09% em relacdo ao grupo controle, respectivamente. Em
contraste, os grupos tratados com 2,5 e 10 pg/mL de AgCI-NPs ndo apresentam alteracGes
significativas no grau de compactacdo nuclear em relacéo ao controle.

A linhagem A673 quando tratada por 24, 48 e 72h com concentracdes entre 5 e 40
pg/mL de AgCI-NPs apresentou nicleos mais compactados em relacdo ao cultivo controle
(Figura 6d). Porém em 72h o tratamento com 2,5 pug/mL de AgCI-NPs passa a apresentar
compactacdo de 2,05 + 1,17% em relacdo as células ndo tradadas. Nesse mesmo tempo 0s
grupos cultivados na presenca de 5, 10, 15, 20, 30 e 40 pg/mL apresentaram compactacao
nuclear de 4,69 + 1,29%, 4,21 + 0,98%, 4,54 + 1,66%, 5,01 + 0,85%, 5,58 + 1,36% e 5,44 +
0,92%, respectivamente.

Quando tratada por 24 ou 48h com até 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP, as células da
linhagem RPE-1 ndo apresentaram alteracdes significativas no grau de compactacédo nuclear,
entretanto em 72h de tratamento com concentragdes superiores a 2,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs
foi observado aumento no grau de compactacdo nuclear (Figura 7a). Em relacdo as células
ndo tratadas, a compactacao nuclear a 1,48 £+ 1,27% para o grupo tratado com 2,5 pg/mL, 2,23
+ 1,26% para o grupo tratado com 5 pg/mL, 2,47 £ 1,10% para o grupo tratado com 7,5
pg/mL, 2,80 £ 1,36% para o grupo tratado com 10 pug/mL e 3,28 + 0,98% para 0 grupo
tratado com 12,5 pg/mL. A linhagem BT-474 sofreu compactacdo nuclear quando cultivada
por 24h com concentragdes entre 1 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP (Figura 7b). Ja em 48h de

tratamento, estas células apresentaram nucleo mais compacto que o grupo controle quando
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cultivadas com concentracdes entre 2,5 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP. Em 72h as células
tratadas com 5, 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NP apresentam aumentos de 9,06 + 2,05%,
13,12 £ 1,90%, 14,24 + 1,65% e 15,32 £ 1,99%, respectivamente, na compactacdo nuclear.

As células da linhagem MDA-MB-436 quando cultivadas por 24h com 0,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NP por 24h apresentam nucleo 1,97 £ 1,77% mais compacto que o grupo controle
(Figura 7c). Em contraste, quando tratada por 48h ou 72h com concentracGes entre 0,5 e 12,5
png/mL de Ag/AgCI-NPs néo houve alteragOes significativas no grau de compactagéo nuclear
em relacdo ao grupo controle. As células da linhagem AG673 quando tratadas com
concentracdes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs por 24, 48 ou 72h apresentam
compactacdo nuclear, atingindo em 72h graus de compactagédo 4,37 + 1,18%, 4,41 + 1,21%,
4,09 + 1,77%, 4,47 £ 1,11%, 3,92 = 0,83%, 3,28 £ 2,12% e 3,94 = 1,04% maiores que O
grupo controle para os tratamentos com 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 pug/mL de Ag/AgCI-NPs,
respectivamente (Figura 7d).
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Figura 6: Compactacdo Nuclear de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)
BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentracdes entre 0 e 40 pg/mL de
AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)
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Figura 7: Compactagdo Nuclear de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)
BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentragdes entre 0 e 12,5 pug/mL de
Ag/AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)

5.1.4 Viabilidade celular

As linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 tiveram a viabilidade celular avaliada
apos 24, 48 e 72h de tratamento com concentrac@es entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs (Figuras
8 e 9) ou concentragdes entre 0 e 12,5 ug/mL Ag/AgCI-NPs (Figuras 10 e 11). Os resultados
demonstraram que a viabilidade celular da linhagem ndo tumoral RPE-1 cultivada na
condicdo controle por 24h foi de 94,20 + 3,47% (Figura 8a). Quando tratada pelo mesmo
tempo com 2,5 e 10 pg/mL de AgCI-NPs estas células mantiveram a viabilidade celular igual
a do grupo controle, porém viabilidades celulares significativamente maiores foram
observadas quando as células foram tratadas com 5, 15, 20, 30 ou 40 pug/mL de AgCI-NPs,
com aumentos de 4,32 + 4,78%, 5,61 + 4,26%, 4,36 + 4,48%, 4,68 * 4,62% e 3,72 £ 4,71%,
respectivamente, em relacdo grupo controle. Em 48h e 72h de tratamento com concentragdes
entre 2,5 e 40 pg/mL de AgCI-NP, as células da linhagem RPE-1 ndo apresentacdo alteracbes
significativas na viabilidade celular em relacdo a condicdo controle, que nestes tempos
apresentou viabilidade celular de 99,55 + 0,27% e 99,88 + 0,06%, respectivamente. A
linhagem celular BT-474 apresentou viabilidade celular de 95,07 + 1,18% em 24h, 94,58 +
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0,95% em 48h e de 97,13 + 0,67% em 72h, sem alteracdes significativas quando tratada com
concentragdes entre 2,5 e 20 ug/mL de AgCI-NP (Figura 8b). A viabilidade celular de BT-
474, porém, foi reduzida quando estas células foram tratadas por 24, 48 ou 72h com 30 e 40
pg/mL de AgCI-NP, sendo que em 72h a reducéo na viabilidade em relagéo ao grupo controle
chega a 10,50 + 4,60% para as células tratadas com 30 pg/mL e a 64,19 + 11,28% para as
células tratadas 40 pg/mL de nanoparticulas. A viabilidade celular da linhagem MDA-MB-
436 em 24h foi de 97,77 = 1,43%, em 48 foi de 97,81 = 0,691% e em 72h foi de 97,86 *
0,863% quando cultivada na condicdo controle (Figura 8c). O tratamento com 2,5 pg/mL de
AgCI-NPs ndo afetou a viabilidade celular até 48h de tratamento, porém em 72h todas as
concentracdes de AgCI-NPs afetaram significativamente a viabilidade celular de MDA-MB-
436, de modo que em 72h de tratamento as células tratadas com 2,5, 5, 10, 15, 20, 30, 40
pg/mL de AgCI-NPs apresentaram redugdes de 4,13 + 5,42%, 12,59 + 2,15%, 22,95 + 3,60%,
30,92 £ 1,89%, 35,85 * 3,33%, 43,88 + 2,78% e 46,19 £ 3,38% na viabilidade celular em
relacdo ao grupo controle, respectivamente. As células da linhagem A673 cultivadas na
condicdo controle apresentaram viabilidade celular de 72,27 = 2,93% em 24h, 70,03 £ 3,42%
em 48h e 79,24 + 7,65% em 72h e sofreram reducgdes significativas quando tratadas com
qualquer concentracdo de AgQCI-NPs nos trés tempos avaliados (Figura 8d). Em 72h de
tratamento, os grupos tratados com 2,5, 5, 10, 15, 20, 30 e 40 pug/mL de AgCI-NPs sofreram
reducgdes de 25,39 + 10,68%, 47,28 + 8,27%, 55,33 + 8,82%, 51,51 + 4,24%, 58,22 + 4,82,
74,09 £ 7,15 e 99,17 + 0,76 na viabilidade celular, respectivamente.
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Figura 8: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)

BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentra¢fes entre 0 e 40 pg/mL de

AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)
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RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673

Figura 9: Imagens representativas do ensaio viabilidade de células humanas tumorais (BT-474, MDA-
MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1). As imagens mostram em verde as células viaveis (coradas com
calceina) e em vermelho as células ndo viaveis (coradas com EthD-1) ap6s 72h de tratamento com concentragGes
entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. As barras de escala equivalem a 200 pm.
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As células da linhagem RPE-1 quando cultivadas por 24h com concentrac6es entre 0,5
e 10 pg/mL de Ag/AgCI-NPs ndo apresentaram alteracdes relevantes na viabilidade celular,
mas quando cultivadas com 12,5 pug/mL de nanoparticulas apresentaram reducdo de 6,11 +
3,60% na viabilidade celular (Figura 10a). Em 48h de cultivo, as células tratadas com 2,5 a
12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs apresentaram reducdes significativas na viabilidade celular,
atingindo uma reducdo maxima de 10,74 + 1,77% quando tratadas com a maior concentracao
de nanoparticulas. Ja em 72h somente o grupo de células cultivado com 10 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs apresentou viabilidade 5,68 + 2,69% menor que 0 grupo controle, enquanto
todos os outros tratamentos ndo induziram alteracdes significativas.

As células da linhagem BT-474 apresentaram viabilidade celular reduzida quando
tratada por 24 e 48h com 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs (Figura 10b). Em 72h de cultivo,
as células tratadas com concentragdes entre 0,5 e 5 pg/mL de nanoparticulas néo
apresentaram modificacdes relevantes na viabilidade celular, entretanto os grupos cultivados
com 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs sofreram reducdes de 13,24 + 5,34%, 76,26 +
10,58% e de 98,36 + 1,12% na viabilidade celular, respectivamente. A linhagem MDA-MB-
436 quando cultivada com concentracGes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs sofrem
reducdo significativa na viabilidade celular tanto em 24, quanto em 48 e 72h de tratamento
(Figura 10c). Em 72h estas células ndo tratadas apresentam viabilidade celular igual a 90,51 +
1,23% e os grupos tratados com 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 pug/mL de Ag/AgCI-NPs
apresentam reducOes de 18,89 + 3,85%, 60,38 + 8,46%, 72,68 + 4,32%, 82,76 + 1,31%, 82,83
+ 2,01%, 82,12 + 2,04% e 82,29 £ 1,67% na viabilidade celular, respectivamente. Resultado
semelhante foi obtido para a linhagem celular A673 (Figura 10d), que também sofreu
reducdes significativas na viabilidade celular quando tratada por 24, 48 ou 72h com
concentragdes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs chegando a reducbes de 53,15 +
3,18%, 45,62 + 3,19%, 48,29 + 4,42%, 71,94 + 3,56%, 86,75 £ 3,91%, 92,56 + 2,33% e 92,51
+ 3,83% quando cultivada por 72h com 0,5, 1, 2,5, 5, 7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs,

respectivamente.
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Figura 10: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)

BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de

Ag/AGCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)
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Figura 11: Imagens representativas do ensaio viabilidade de células humanas tumorais (BT-474, MDA-
MB-436 e A673) e ndo tumorais (RPE-1). As imagens mostram em verde as células vidveis (coradas com
calceina) e em vermelho as células ndo viaveis (coradas com EthD-1) ap6s 72h de tratamento com concentragGes
entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. As barras de escala equivalem a 200 pm.
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5.1.5 Apoptose

Para avaliar se o tratamento com nanoparticulas induz apoptose nas células, estas
foram marcadas com CellEvent®, que é um peptideo de quatro aminoacidos conjugado a um
fluoréforo que serve como substrato para caspase-3/7, que apds clivado pela caspase se
conjuga ao DNA e fluoresce. A Figura 12 mostra o resultado da avaliacdo do percentual de
células apoptoticas na populacdo das linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673
tratadas com AgCI-NPs. Os resultados demonstraram que as células da linhagem RPE-1,
quando cultivadas por 24h na condicdo controle apresentam 0,46 + 0,71% de células
apoptoticas, entretanto nos tempos 48 e 72h, o percentual de apoptose na populacédo é de 0%
(Figura 12a). Quanto tratadas por 24, 48 ou 72h com concentragdes entre 2,5 e 30 pug/mL de
AgCI-NPs, estas células ndo sofrem alteracdes estatisticamente significativas no percentual de
apoptose, porém quando tratadas com 40 pg/mL de AgCI-NPs apresentam em 24h 3,46 + 2,32
% de apoptose na populacao, enquanto em 72h, o percentual é de 3,00 £ 3,57%.

Em 24h de cultivo na condicdo controle, a linhagem BT-474 apresentou 2,85 + 2,87%
de células apoptoticas na populagdo e os tratamentos com concentragdes até 30 ug/mL de
AgCI-NPs néo afetaram significativamente este valor, entretanto o tratamento com 40 pg/mL
de AgCI-NPs elevou o percentual de células apoptéticas para 27,86 + 3,59% (Figura 12b). Em
48h o percentual de apoptose no grupo controle foi de 3,11 + 1,682%, aumentando para 9,82
+ 5,29, 10,83 + 6,44 e 37,55 + 6,62% quando as células sdo tratadas com 10, 30 e 40 pg/mL
de AgCI-NPs, respectivamente. Em 72h BT-474 cultivada na condi¢do controle apresentou
1,48 £ 1,12% de apoptose na populacdo, sendo que este percentual ndo é significativamente
modificado pelos tratamentos com até 30 pug/mL de AgCI-NPs, porém o tratamento com 40
ug/mL de AgCI-NPs elevou o percentual de apoptose para 22,54% + 6,12%.

A linhagem MDA-MB-436 quando cultivada por 24h na condicdo controle apresentou
3,15 =+ 1,91% de apoptose na populacdo. Neste tempo de cultivo os tratamentos com
concentragdes entre 2,5 e 40 pug/mL de AQCI-NPs ndo afetaram significativamente o
percentual de apoptose na populagdo (Figura 12c). Em 48h de tratamento, as células controle
apresentaram 1,41 + 1,30% de celulas apoptdticas e este percentual é significativamente
maior para todos os grupos tratados com nanoparticulas, atingindo 30,33 = 10,39% de
apoptose no grupo tratado com 40 pg/mL de AgCI-NPs. Em 72h o grupo controle apresentou
0,42 + 0,66% de células apoptdticas, ndo havendo alteragdes significativas nos grupos
tratados com 2,5 ou 5 pg/mL de AQCI-NPs, entretanto os grupos cultivados com
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concentracdes superiores a 10 ug/mL de AgQCI-NPs aumentaram significativamente o
percentual de células apoptdticas na populacdo, culminando em 20,02 + 7,11% de células
apoptdticas no grupo tratado com 40 pg/mL.

Em 24h a condigdo controle da linhagem A673 apresentou 20,99 + 11,97% de células
apoptoticas e tratamentos com concentracfes maiores que 5 pg/mL de AgCI-NPs induziram
aumento significativo no percentual de apoptose da populacdo alcancando 46,69 + 6,27% no
tratamento com 40 pug/mL (Figura 12d). Em 48h o grupo controle apresentou 11,01 + 5,11%
de celulas apoptdticas e assim como em 24h, concentra¢des acima de 5 pg/mL de AgCI-NPs
elevaram o percentual de apoptose na populagéo, neste tempo de tratamento o grupo tratado
com 40 pg/mL de nanoparticulas atingiu 41,87 + 4,67% de células apoptdticas. Em 72h de
tratamento as células da linhagem A673 cultivadas na condic¢do controle apresentaram 11,43 +
4,14% de apoptose na populag@o e o tratamento com concentragdes a partir de 2,5 pg/mL de
AgCI-NPs induziram aumento no percentual de apoptose, sendo o valor maximo igual a 47,23

+ 7,23%, que foi atingido no tratamento com 20 pg/mL de nanoparticulas.
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Figura 12: Avaliacdo do percentual de células apoptoticas em linhagens tumorais e ndo tumorais. As
linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentrages
entre 0 e 40 pug/mL de AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)
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A figura 13 mostra os resultados da avaliacao do percentual de células apoptoticas nas
populacdes de células tratadas com Ag/AgCI-NPs. Em 24h de cultivo, a linhagem RPE-1
apresentou 0,63 + 0,55% de apoptose na populagdo controle, enquanto aumentos
significativos foram observados em tratamentos com concentragdes acima de 2,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs, atingindo 5,23 + 2,76% de apoptose quando estas células foram cultivadas
com 12,5 pg/mL de nanoparticulas (Figura 13a). Em 48h de cultivo, tratamentos com 0,5, 5,
7,5, 10 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs elevaram o percentual de apoptose na populacéo de
células, chegado a 5,17 = 1,81% de células apoptéticas no tratamento com 12,5 ug/mL de
nanoparticulas. Em 72h de tratamento, somente as concentra¢des acima de 7,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs induziram aumento na apoptose celular, e mais uma vez o grupo tratado com
12,5 pg/mL apresentou o maior percentual de apoptose, 3,51 + 0,91%.

A linhagem BT-474 quando cultivada por 24h na condicdo controle apresentou 3,69 +
3,10% de células apoptoticas na populacdo, que é significativamente maior quando as células
sdo tratadas com concentragdes acima de 5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, alcangando 51,41 +
12,28 % de apoptose quando cultivada com 12,5 ug/mL de nanoparticulas (Figura 13b). Em
48h o cultivo controle de BT-474 apresenta 1,62 + 1,39% de apoptose na populagdo, sem
alteracOes estatisticamente significativas quando tratadas com concentragdes de até 5 ug/mL
de AgQ/AgQCI-NPs, entretanto quando tratadas com 7,5, 10 ou 12,5 pg/mL, apresentaram
percentuais de apoptose significativamente maiores: 51,74 + 6,29%, 52,34 + 8,44% e 64,66 +
2,73%, respectivamente. Em 72h o cultivo controle apresentou 0,75 + 0,58% de apoptose na
populagdo e assim como em 48h, os tratamentos com até 5 pg/mL de nanoparticulas nédo
modificaram significativamente este percentual, enquanto os tratamentos com concentragdes
acima de 7,5 pg/mL induziram aumento, atingindo um percentual maximo de apoptose igual a
51,01 £ 12,64%, quando tratada com 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs.

A linhagem MDA-MB-436 quando cultivada na condicdo controle por 24, 48 e 72h
apresentou percentuais de apoptose iguais a 3,06 + 1,51, 2,64 + 1,33% e 2,12 £+ 0,78%,
respectivamente (Figura 13c). Os tratamentos com concentragdes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs elevaram o percentual de apoptose em todos os tempos avaliados, sendo que 0s
maiores percentuais de apoptose foram alcangados no tratamento com a maior concentragdo
de nanoparticulas, atingindo 21,54 + 3,16%, 27,03 £+ 3,70% e 31,05 + 1,57% de apoptose, em
24, 48 e 72h, respectivamente.

Em 24h de cultivo na condicdo controle, a linhagem A673 apresentou percentual de
apoptose igual a 21,71 + 7,78%, sofrendo aumentos significativos quando tratada com
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concentragdes acima de 2,5 pg/mL de AgQ/AgCI-NPs (Figura 13d). Em 48 e 72h de
tratamento, concentragdes acima de 0,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs induziram aumento no
percentual de apoptose na populagéo, de modo que o maior percentual de apoptose em 48h foi
48,21 + 5,01%, alcancado quando as células foram tratadas com 12,5 pg/mL de
nanoparticulas e em 72h foi 35,39 £ 7,16%, atingido quando as células foram tratadas com

0,5 ng/mL de nanoparticulas.
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Figura 13: Avaliacdo do percentual de células apoptéticas em linhagens tumorais e ndo tumorais. As
linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentracfes
entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)

5.1.6 Producéo de ROS

Para avaliar se as nanoparticulas a base de prata induzem alguma alteracdo na
producdo de ROS, ap6s 24, 48 e 72h de tratamento com AgCI-NPs ou Ag/AgCI-NPs, as
células das linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673 foram marcadas com DHE, um
indicador de super 6xido que quando oxidado € transformado em EthD-1, intercala o DNA e
fluoresce na regido espectral do vermelho (Figuras 14 e 15). Os resultados demonstraram que
ao serem tratadas por até 72h com concentragdes entre 2,5 e 40 pg/mL de AgCI-NPs, células
da linhagem RPE-1 ndo tiveram a producgéo de ROS alterada (Figura 14a). Entretanto, células
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da linhagem BT-474, quando tratadas por 24h com 15, 20, 30 ou 40 pg/mL de AgCI-NPs
apresentaram aumentos de 61,23 + 23,96%, 41,91 + 33,33%, 70,98 + 24,54% e 213,98 *
66,91%, respectivamente, na producdo celular de ROS (Figura 14b). Em 48 e 72h de cultivo,
somente o tratamento com 40 pg/mL de AgCI-NPs afetou a produgéo celular de ROS em BT-
474, que apresentou aumentos de 104,264 + 16,97% e 173,10 * 36,94% a producéo celular de
ROS.

Em 24h a linhagem MDA-MB-436 apresentou aumento na concentragéo intracelular
de ROS quando cultivada com concentracfes acima de 5 ug/mL de AgCI-NPs. Em 48 e 72h,
somente concentragdes acima de 15 pg/mL de AgCI-NPs, induziram aumento significativo na
concentracdo de ROS, em relacdo ao grupo controle (Figura 14c). Em relacdo ao grupo
controle, o0 grupo tratado com 40 pg/mL de nanoparticulas apresentou aumento na producao
celular de ROS de 200,52 + 53,31% em 24h, 53,74 + 45,36% em 48h e 65,46 = 33,45% em
72h. As células da linhagem A673 apresentaram aumento significativo na producdo de ROS
quando cultivadas por 24h com concentragdes acima de 5 pg/mL de AgCI-NPs, ja em 48 e
72h, apresentaram aumento quando cultivadas com concentragdes acima de 2,5 pg/mL de
AgCI-NPs (Figura 14d). O tratamento de células da linhagem A673 com 40 ug/mL de AgClI-
NPs induziu em 24h um aumento de 55,04 + 21,72% na producdo de ROS, em 48h o0 aumento
foi de 178,28 + 39,29% e em 72h 202,31 + 40,94%.
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Figura 14: Avaliagdo da presenca de ROS em linhagens tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b) BT-
474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentracGes entre 0 e 40 pg/mL de AgCl-
NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)

Quanto tratadas com concentragdes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs por 24,
48 ou 72h, células da linhagem RPE-1 ndo sofreram alteracGes na producdo celular de ROS
(Figura 15a), entretanto a linhagem BT-474 quando tratada com concentracdes entre 7,5 e
12,5 ug/mL apresentou aumento significativo nos trés tempos avaliados (Figura 15b). Sendo
que em 72h a producéo celular de ROS do grupo tratado com 7,5 ug/mL chega a ser 139,77%
+ 127,34% maior que a do grupo controle, enquanto nos grupos tratados com 10 e 12,5
ug/mL, os aumentos sdo de 274,19 + 45,08% e 276,52 + 67,49%, respectivamente. Ja a
linhagem MDA-MB-436 apresentou aumentos significativos na producgéo celular de ROS
quando cultivadas por 24, 48 e 72h com concentragdes entre 0,5 e 12,5 ug/mL de Ag/AgCl-
NPs, atingindo o maximo de ROS quando cultivada por 72h com 12,5 pg/mL, condigdo em
que apresentou aumento de 141,36 + 42,82% em relac¢do ao grupo controle (Figura 15c).

As ceélulas da linhagem A673 apresentaram aumentos significativos na producgdo
celular de ROS quando tratados por 24 com 0,5, 1, 2,5, 10 e 12,5 ug/mL de Ag/AgCI-NPs, de
modo que as células tratadas com 5 e 7,5 pg/mL, ndo apresentaram aumentos significativos
em relacdo ao grupo controle (Figura 15d). JA& em 48 e 72h de tratamento, todas as

concentragdes avaliadas entre 0,5 ¢ 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs induziram aumentos
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significativos na producéo celular de ROS, de modo que nos tempos a maior concentracao de
ROS foi obtida no tratamento com 12,5 ug/mL de Ag/AgCI-NPs. Nesta condi¢cdo a producéo
celular de ROS foi 204,20 + 18,72% maior que o controle em 48h e 136,29 + 26,11% maior
que o controle em 72h.
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Figura 15: Avaliacdo da presenga de ROS em linhagens tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1,

(b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 72h com concentracGes entre 0 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova Two-way)

5.1.7 Avaliacdo multiparamétrica de citotoxicidade

Além de avaliar os efeitos das nanoparticulas na proliferacdo, viabilidade, apoptose e
producdo de espécies reativas de oxigénio em 24, 48 e 72h, foram feitas ainda avalia¢des de
outros parametros que podem ser indicadores da citotoxicidade das nanoparticulas nas células.
ApoOs 48h de tratamento com diferentes concentracbes de nanoparticulas as células das
linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673 foram coradas com LysoTracker®, para
marcagdo de lisossomos; TMRM, um indicador de potencial de membrana mitocondrial;
CellMask™ para marcar a membrana citoplasmatica e Rodamina-faloidina, para marcacgéo de
microfilamentos de actina. As Figuras 16 e 17 mostram imagens representativas de células da

linhagem RPE-1, tratadas por 48h com concentragdes entre 0 e 40 ug/mL de AgCI-NPse 0 e
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12,5 ug/mL de Ag/AgCI-NPs, respectivamente. A figura 18 apresenta imagens representativas
de células da linhagem BT-474 tratada por 48h com concentrag¢des entre 0 ¢ 40 ug/mL de
AgCI-NPs, enquanto a Figura 19 apresenta a mesma linhagem tratada por 48h com
concentragdes entre 0 ¢ 12,5 ng/mL de Ag/AgCI-NPs. Na Figura 20 sdo exibidas imagens
representativas de células da linhagem MDA-MB-436 tratada por 48h com concentracdes
entre 0 ¢ 40 pg/mL de AgCI-NPs e a Figura 21 apresenta imagens representativas da mesma
linhagem tratada por 48h com concentragdes entre 0 ¢ 12,5 ug/mL de Ag/AgCI-NPs. As
Figuras 22 e 23 mostram imagens representativas de células da linhagem A673, tratadas por
48h com concentrac6es entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs ¢ 0 ¢ 12,5 ug/mL de Ag/AgCI-NPs,
respectivamente. As imagens foram obtidas utilizando um sistema de andlise celular de alto
contetido e segmentadas para quantificacdo ou obtencdo de intensidade de fluorescéncia de
objetos de interesse, permitindo uma avaliacdo quantitativa dos fendmenos observados nas

imagens.
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30 pg/mL 20 pg/mL 15 pg/mL 10 pg/mL 5 pg/mL 2,5 pg/mL 0 pg/mL

40 pg/mL

Figura 16: Imagens de representativas da linhagem RPE-1 expostas por 48h a concentracdes entre 0 e 40
pg/mL de AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de analise celular de alto contetido
para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de membrana
mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a &rea das células através da marcacdo de membranas
utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-faloidina
(vermelho). Em azul séo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de escala
equivalem a 50 pm.
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Figura 17: Imagens de representativas da linhagem RPE-1 expostas por 48h a concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de anélise celular de alto contetdo para
avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de membrana mitocondrial,
utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da marcacdo de membranas utilizando o
corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-faloidina (vermelho). Em
azul sdo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de escala equivalem a 50 um.
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Figura 18: Imagens de representativas da linhagem tumoral BT-474 expostas por 48h a concentracfes
entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de analise celular de alto
conteido para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de membrana
mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da marcacdo de membranas
utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-faloidina
(vermelho). Em azul séo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de escala
equivalem a 50 pm.
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Figura 19: Imagens de representativas da linhagem tumoral BT-474 expostas por 48h a concentracdes
entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de analise celular
de alto conteido para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de
membrana mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da marcagdo de
membranas utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-
faloidina (vermelho). Em azul séo exibidos os nicleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de
escala equivalem a 50 pm.
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Figura 20: Imagens de representativas da linhagem tumoral MDA-MB-436 expostas por 48h a
concentracfes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de
andlise celular de alto conteldo para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o
potencial de membrana mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da
marcacdo de membranas utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com
Rodamina-faloidina (vermelho). Em azul sdo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As
barras de escala equivalem a 50 pm.
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Figura 21: Imagens de representativas da linhagem tumoral MDA-MB-436 expostas por 48h a
concentrac@es entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de
andlise celular de alto conteido para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o
potencial de membrana mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da
marcacdo de membranas utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com
Rodamina-faloidina (vermelho). Em azul sdo exibidos os nlcleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As
barras de escala equivalem a 50 pm.
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Figura 22: Imagens de representativas da linhagem tumoral A673 expostas por 48h a concentracgdes entre
0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de analise celular de alto
conteGido para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de membrana
mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da marcacdo de membranas
utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-faloidina
(vermelho). Em azul séo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de escala
equivalem a 50 pm.
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Figura 23: Imagens de representativas da linhagem tumoral A673 expostas por 48h a concentragdes entre
0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. As imagens foram adquiridas utilizando um sistema de andlise celular de alto
conteido para avaliar o dano nos lisossomos corados com LysoTracker Red (verde); o potencial de membrana
mitocondrial, utilizando o corante TMRM (Vermelho); a area das células através da marcacdo de membranas
utilizando o corante CellMask (vermelho); e os microfilamentos de actina corados com Rodamina-faloidina
(vermelho). Em azul séo exibidos os nucleos celulares corados com Hoechst ou DAPI. As barras de escala
equivalem a 50 pm.
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5.1.7.1 Acidificacao lisossomal

Apdbs 48h de tratamento com diferentes concentracfes de nanoparticulas (AgCI-NPs
ou Ag/AgCI-NPs), as células foram marcadas com o corante acidofilico LysoTracker®, cuja
intensidade de fluorescéncia foi utilizada para estimar alteragdes na acidez lisossomal, um
indicador de dano nesta organela. Os resultados obtidos revelaram que células da linhagem
ndo tumoral RPE-1, quando tratadas com até 40 ug/mL de AgCI-NPs, ndo sofreram alteracdes
significativas na intensidade de fluorescéncia do LysoTracker®, indicando que nesta linhagem
celular o tratamento ndo induziu modificacGes na acidificacdo lisossomal (Figura 24a). A
linhagem BT-474, nao sofreu modificacGes significativas na acidificacdo lisossomal quando
tratada com até 30 pg/mL de AQCI-NPs, entretanto quando tratada com 40 pug/mL de
nanoparticulas, células desta linhagem apresentaram reducdo de 13,19 + 11,48% na
intensidade de fluorescéncia do LysoTracker®, indicando redugdo na acidificacdo lisossomal
(Figura 24b). Assim como a linhagem RPE-1, as células da linhagem MDA-MB-436 nao
apresentaram alteragdes na acidificacdo lisossomal quando tratadas com até 40 ug/mL de
AgCI-NPs (Figura 24c). Ja as células da linhagem A673, ndo sofrem alteragbes na
acidificacdo lisossomal quando cultivadas com até 30 pg/mL de AgCI-NPs, porém quando
tratadas com 40 pg/mL apresentaram reducdo de 60,62 = 44,10% na intensidade de
fluorescéncia do LysoTracker®, indicando reducéo na acidificacdo lisossomal (Figura 24d).

O tratamento com concentragdes até 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs nédo afetou a
acidificacdo lisossomal das linhagens RPE-1 (Figura 25a), MDA-MB-436 (Figura 25c) ou
A673 (Figura 25d). Entretanto a linhagem BT-474 apesar de ndo sofrer alteracdes na
acidificacdo lisossomal quando cultivada com até 10 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, apresentou
reducio de 88,54 + 28,07% na intensidade de fluorescéncia do LysoTracker®, portanto

reducdo na acidez dos lisossomos, quando tratada com 12,5 pg/mL (Figura 25b).
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Figura 24: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de lisossomos em linhagens tumorais e ndo tumorais.
As linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentragdes
entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way)
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Figura 25: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de lisossomos em linhagens tumorais e ndo tumorais.
As linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentracdes
entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way)
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5.1.7.2 Potencial de membrana mitocondrial

Para avaliar se os tratamentos com nanoparticulas induzem perda no potencial de
membrana mitocondrial, ap6s 48h de tratamento com concentragdes entre 0 e 40 pg/mL de
AgCI-NPs (Figura 26) ou concentragdes entre 0 ¢ 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs (Figura 27),
as células das linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e A673 foram marcadas com
TMRM, que é um fluorocromo capaz de infiltrar em células e de se acumular somente no
interior de mitocondrias ativas e com potencial de membrana integro. Ou seja, caso as
mitocondrias tenham perdido o gradiente de voltagem na membrana mitocondrial e
consequentemente, sua funcdo de producdo de ATP, elas ndo sdo marcadas com o0 TMRM.
Apds a marcacdo das células com TMRM, foi feita uma quantificacdo do percentual da
populacdo que apresentou mitocondrias marcadas pelo corante, ou seja, 0 percentual da
populagdo que ainda mantinha o potencial de membrana mitocondrial. Os resultados
revelaram que o tratamento com concentragdes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs néo afetou o
potencial de membrana mitocondrial de células da linhagem RPE-1 (Figura 26a). Células da
linhagem tumoral BT-474, apesar de ndo sofrerem alteragdes no potencial de membrana
mitocondrial quando tratadas com concentragdes até 30 ug/mL de AgCI-NPs, quando tratadas
com 40 pg/mL apresentaram reducdo de 7,12 £ 4,35% no percentual de células com
mitocéndrias saudaveis (Figura 26b). Células da linhagem MDA-MB-436 apresentaram
reducdo no percentual de células com potencial de membrana mitocondrial integro quando
tratadas com concentra¢des acima de 5 pg/mL de AgCI-NPs, apresentando reducdo maxima
de 76,44 + 6,11% quando tratada com 40 pg/mL (Figura 26c). As células da linhagem A673,
quando tratadas com AgCI-NPs sofrem reducdo dose dependente no percentual de células
com potencial de membrana mitocondrial integro, atingindo reducdo de 99,01 + 0,8% no
percentual da populacdo que apresenta mitocondrias integras, quando tratadas com 40 pg/mL
de AgCI-NPs (Figura 26d).
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Figura 26: Avaliagédo do percentual de células que perderam o potencial de membrana mitocondrial. As
linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentracfes
entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way)

Quando tratadas com concentragdes entre 0 e 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, células da
linhagem RPE-1 ndo tiveram o potencial de membrana mitocondrial afetado (Figura 27a), ja
células da linhagem BT-474 quando tratadas com 10 e 12,5 pg/mL de nanoparticulas
apresentam reducdes de 71,53 + 30,82 e 98,24 + 0,61%, respectivamente, no percentual da
populagdo com potencial de membrana mitocondrial integro (Figura 27b). A linhagem MDA.-
MB-436 apresentou reducbes no percentual da populagdo com potencial de membrana
mitocondrial integro quando tratada com concentra¢des acima de 1 pug/mL de Ag/AgCI-NPs,
culminando numa redugdo de 41,38 + 8,67% quando tratada com 40 pg/mL de nanoparticulas
(Figura 27c). A linhagem A673 sofreu perda no potencial de membrana mitocondrial da
populagdo em tratamentos com 0,5 a 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, sendo que no tratamento
com 12,5 pg/mL 99,21 + 1,41% da populacdo apresentou perda do potencial de membrana

mitocondrial (Figura 27d).
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Figura 27: Avaliagdo do percentual de células que perderam o potencial de membrana mitocondrial. As linhagens
(a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentragdes entre 0 e
12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way)

5.1.7.3 Microfilamentos de actina

Para avaliar se os tratamentos com nanoparticulas a base de prata eram capazes de
induzir alteragdes no estado de polimerizacdo de microfilamentos de actina, apds os
tratamentos as céelulas foram fixadas, permeabilizadas e coradas com rodamina-faloidina, um
marcador que tem alta afinidade com F-actina. A intensidade de fluorescéncia deste marcador
foi utilizada como indicador de alteragdes na polimerizacdo de actina. Os resultados obtidos
revelaram que tratamentos com concentragdes entre 2,5 ¢ 40 ug/mL de AgQCI-NPs néo
induziram alteracdes significativas na polimerizacdo de actina das células RPE-1 (Figura
28a), BT-474 (Figura 28b), MDA-MB-436 (Figura 28c) ou A673 (Figura 28d). O mesmo
fenomeno foi observado nos tratamentos com concentragdes entre 0,5 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs, nas células RPE-1 (Figura 29a), MDA-MB-436 (Figura 29c) ou A673 (Figura
29d), entretanto a linhagem celular BT-474 apresentou redugdo na intensidade de
fluorescéncia de rodamina-faloidina quando tratada com concentragdes acima de 1 pg/mL de
nanoparticulas, sendo que no tratamento com 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs a reducéo foi de
85,05 + 9,06%, indicando que nessas condi¢cdes houve reducdo na polimerizacdo de

microfilamentos de actina (Figura 29d).
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Figura 28: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de microfilamentos de actina de linhagens tumorais
e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h
com concentracdes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs. (Anova One-way)
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Figura 29: Avaliacdo da intensidade de fluorescéncia de microfilamentos de actina de linhagens tumorais e nao
tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b) BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com
concentragdes entre 0 e 12,5 pug/mL de Ag/AgCI-NPs. (Anova One-way)

5.1.7.4 Area celular
Para avaliar o efeito das nanoparticulas na area das células, estas foram tratadas por

48h com concentragdes entre 0 e 40 pg/mL de AgCI-NPs ou concentracdes entre 0 e 12,5
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ug/mL de Ag/AgCI-NPs ¢ foram coradas com o marcador de membranas CellMask™., Apos a
obtencdo das imagens de fluorescéncia, foi feita no software de analise de imagens a
segmentacdo das membranas e medicdo da area das células. Os resultados revelaram que as
areas médias das células das linhagens RPE-1 (Figura 30a), BT-474 (Figura 30b) e MDA-
MB-436 (Figura 30c) quando cultivadas na condicdo controle sdo 809,99 + 52,61, 477,56 +
19,82, e 485,75 + 45,44 um?, respectivamente. A érea celular dessas linhagens ndo foi
significativamente afetada quando as células foram tratadas com até 40 pg/mL de AgCI-NPs.
A linhagem A673 apresentou 4rea celular média igual a 607,98 + 65,26 um? quando cultivada
na condi¢do controle, sem alteragdes significativas quando tratada com até 30 ug/mL de
AgCI-NPs (Figura 30d). Entretanto, quanto foi tratada com 40 pg/mL de AQCI-NPs, a
linhagem A673 apresentou redugdo de 22,96 + 17,99% na area celular, apresentando nesta
condicdo uma drea média de 461,67 = 93,01 um?.

Quanto tratadas com até 12,5 pg/mL de AQ/AgCI-NPs, ndo houve alteragdo
significativa na area celular de nenhuma das linhagens (Figura 31). Neste tratamento, as
linhagens RPE-1 (Figura 31a), BT-474 (Figura 31b), MDA-MB-436 (Figura 31c) e A673
(Figura 31d) apresentaram na condicdo controle areas iguais a 764,44 + 44,45, 526,55 +
10,92, 453,32 + 28,58 ¢ 552,88 + 73,16 umz, respectivamente.
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Figura 30: Avaliagdo da area celular de linhagens tumorais e nao tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)
BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentracdes entre 0 e 40 pg/mL de
AgCI-NPs. (Anova One-way)
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Figura 31: Avaliacdo da &rea celular de linhagens tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) RPE-1, (b)
BT-474, (c) MDA-MB-436 e (d) A673 foram cultivadas por 48h com concentracGes entre 0 e 12,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. (Anova One-way)

As tabelas 5 e 6, sumarizam os efeitos da exposicdo a AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs,
respectivamente, na proliferacéo, viabilidade, percentual de apoptose na populagéo, producéo
celular de ROS, condensacdo nuclear, dano lisossomal, potencial de membrana mitocondrial,
microfilamentos e a area celular de células das linhagens RPE-1, BT-474, MDA-MB-436 e
AGB73.

Tabela 5: Sintese dos principais efeitos de AgCI-NPs nas linhagens celulares RPE-1, BT-474, MDA-MB-
436 e A673. Onde os simbolos T, 11 e 111 indicam aumentos pequenos, médios e grandes, respectivamente; |,
1l e ||| indicam redugdes pequenas, médias e grandes, respectivamente; e o simbolo - indica auséncia de
alteraces significativas.

Parametros RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 A673
Proliferacéo - ! W m
Viabilidade - ! 1 m
Apoptose T " " 1M1
Producédo de ROS - ) " 71
Condensagao nuclear " i 0 11

Dano lisossomal - - - .

Potencial mitocondrial - ! Wi W
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Microfilamentos

Area da célula - - = !

Tabela 6: Sintese dos principais efeitos de Ag/AgCI-NPs nas linhagens celulares RPE-1, BT-474, MDA-
MB-436 e A673. Onde os simbolos 1, 11 ¢ 111 indicam aumentos pequenos, médios e grandes, respectivamente;
1, 1| e ||| indicam redugdes pequenas, médias e grandes, respectivamente; e o simbolo - indica auséncia de
alteragBes significativas.

Parametros RPE-1 BT-474 MDA-MB-436 ABT73
Proliferagéo l - W W
Viabilidade l H W W
Apoptose T " (A "
Produgdo de ROS - i m (AN)
Condensacdo nuclear T ) - (N)
Dano lisossomal - ! - -
Potencial mitocondrial - ! L W
Microfilamentos - l - -

Area da célula - - - =

5.2 Avaliacéo dos efeitos da exposicdo a Ag/AgCI-NPs na morfologia de células tumorais

e ndo tumorais

5.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular e determinacéo da concentracdo de Ag/AgCI-NPs
para ensaios morfoldgicos

Para avaliar o efeito da exposicdo a doses subletais de Ag/AgCI-NPs na morfologia e
ultraestrutura de células tumorais, utilizamos a linhagem MDA-MB-468 de adenocarcinoma
mamario triplo negativo derivada de sitio metastatico e para avaliar sua seletividade foi
utilizada a linhagem ndo tumoral HFF-1 (Fibroblasto de preplcio humano). Para escolher
uma concentracdo subletal de Ag/AgCI-NPs para realizagdo das analises morfoldgicas a
determinacdo da viabilidade celular foi feita por meio de um teste colorimétrico simples
utilizando o corante vital MTS ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazdlico), que por acdo de enzimas desidrogenases encontradas em células
metabolicamente ativas é reduzido a formazan, solUvel em meio aquoso e que pode ser

medido por absorbancia a 490 nm, de modo que a absorbéncia medida é diretamente
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proporcional ao nimero de células vivas em cultura. A anélise da viabilidade foi feita apos
48h de tratamento com concentracdes entre 0 e 40 pug/mL de Ag/AgCI-NPs. Os resultados
obtidos mostraram que a linhagem HFF-1 mantida por 48h na condicdo controle apresentou
viabilidade de 100 + 1,9% (Figura 32a). Tratamentos com 1 ou 5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs néo
alteram significativamente a viabilidade da linhagem HFF-1, entretanto quando tratada com
2,5 pg/mL de AgQ/AgCI-NPs a viabilidade foi 31% menor, em relacdo ao controle.
Tratamentos com concentragdes superiores a 10 pug/mL também reduzem significativamente a
viabilidade dessas células, atingindo redugdo de 70% quando expostas a 40 pg/mL de
nanoparticulas.

A linhagem MDA-MB-468 cultivada na condicdo controle por 48h apresentou
viabilidade celular de 100 £ 3,2% (Figura 32b) e quando exposta aos tratamentos com 1 a 40
pg/mL de Ag/AgCI-NPs apresentou reducdes significativas na viabilidade atingindo 55%
quando submetidas a tratamentos com 40 pg/mL. Com base nos dados obtidos no ensaio de
viabilidade, foram calculados os valores de 1Cso para cada uma das células. O ICso obtido para
a linhagem HFF-1 foi de 3,87 pg/mL e para a linhagem MDA-MB-468 foi de 2,19 pg/mL,
sendo 58,56% menor do que a da linhagem ndo tumoral, demonstrando que as nanoparticulas
sdo mais citotoxicas para as células tumorais. Assim, para as avaliacdes dos efeitos
morfoldgicos da exposicdo a Ag/AgCI-NPs foi determinado a utilizacdo de 2,2 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs.
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Figura 32: Ensaio de viabilidade de células humanas tumorais e ndo tumorais. As linhagens (a) HFF-1 e (b)
MDA-MB-468 foram cultivadas por 48h com concentracGes entre 0 e 40 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. ** P <0,01,
*** P <0,001 (Anova One-way)

5.2.2 Avaliacéo dos efeitos da exposicao a Ag/AgCI-NPs na superficie celular

Para avaliar se a exposicdo a Ag/AgCI-NPs é capaz de induzir alteracbes na
morfologia da superficie celular as linhagens celulares HFF-1 e MDA-MB-468 foram
cultivadas por 48h na condicdo controle ou tratadas com 2,2 pug/mL de AgCI-NPs e analisadas
por MEV. Os resultados obtidos demonstraram que a linhagem HFF-1 na condi¢do controle
apresenta morfologia uniforme, e algumas projecdes apicais de membrana (Figuras 33a e
33b), porém quando expostas por 48h a nanoparticulas, essas células passam a apresentar

numerosas projecOes de membrana (Figuras 33c e 33d).

A linhagem tumoral MDA-MB-468 mantida na condicdo controle (Figuras 34a e 34b)
apresentou morfologia heterogénea, como algumas células bem espraiadas e aderidas ao
substrato e outras mais esféericas. As células apresentaram ainda numerosos prolongamentos
de membrana. Quando expostas as nanoparticulas, as células tumorais MDA-MB-468 nao
apresentam morfologia com diferencas notaveis em relagdo ao grupo controle, de modo que

também apresentaram morfologia heterogénea e numerosos prolongamentos de membrana
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(Figuras 34c e 34d). Dentre as celulas MDA-MB-468 tratadas foram encontradas ainda

algumas células com morfologia tipicamente apoptética, como representado na figura 34d.

Figura 33: Microscopia eletronica de varredura. Células da linhagem HFF-1 cultivadas na condicéo controle
(a); imagem em maior aumento de uma célula controle (b); HFF-1 tratada com 2,2 pg/mL de Ag/AgCI-NPs (c);
e um maior aumento de uma células HFF-1 tratada com 2,2 pg/mL de Ag/AgCI-NPs (d).
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Figura 34: Microscopia eletrénica de varredura. Células da linhagem tumoral MDA-MB-468 cultivadas na
condigdo controle (a); imagem em maior aumento de uma célula controle (b) e células tratadas com 2,2 pg/mL
de Ag/AgCI-NPs (c e d).

6. Discussao

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizados dois tipos de nanoparticulas a base de
prata previamente descritas pelo grupo: Ag/AgCI-NPs (EUGENIO et al., 2016) e AgCI-NPs
(FERREIRA et al., 2017). As AgCI-NPs foram produzidas biologicamente utilizando o
sobrenadante do cultivo de microalgas da espécie Chlorella vulgaris e caraterizadas por
Energia Dispersiva de Raios X (EDS) confirmando a presenca de atomos de cloro e prata na
composicdo das nanoparticulas; Difragdo de Raios X (DRX) demonstrando que as
nanoparticulas possuem estrutura cristalina caracteristica de AgCI-NPs e por Microscopia

Eletrénica de Transmissdo (TEM), demonstrando que as nanoparticulas possuem formato
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majoritariamente esférico, diametros que variam entre 1,6 e 34,4nm e diametro medio de 9,8
+ 5,7 nm (FERREIRA et al., 2017). As Ag/AgCI-NPs foram sintetizadas biologicamente por
leveduras da espécie Candida lusitaniae e a caracterizacdo destas nanoparticulas foi feita por
meio de: EDS, que confirmou a presenca de atomos de cloro e prata na composi¢do das
nanoparticulas; DRX, que demonstrou que as nanoparticulas possuem planos cristalinos
caracteristicos Ag que coexistem com planos cristalinos de AgCl, o que € caracteristico de
Ag/AgCI-NPs e por TEM, demonstrando que as nanoparticulas possuem formato
majoritariamente esférico, diametros que variam entre 2 e 22 nm e diametro médio igual a
6,9+ 4,5nm (EUGENIO etal., 2016).

As nanoparticulas de prata, sdo atualmente o nanomaterial mais utilizado na industria
e isto se deve principalmente a sua atividade antimicrobiana. AgNPs compartilham diversas
caracteristicas com as nanoparticulas a base de prata, como AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs, como
por exemplo, a capacidade de liberacdo de fons Ag*, caracteristica que influencia diretamente
no efeito citotoxico das nanoparticulas contra microrganismos e células de organismos
multicelulares (REIDY et al., 2013). Apesar disso, estas nanoparticulas ndo tiveram suas
aplicacdes biomédicas extensamente estudadas, de modo que sdo necessarios estudos para
avaliar seus efeitos em diversos tipos de organismos e células, uma vez que 0s estudos
realizados até o momento estdo limitados a avaliacbes muito simples dos efeitos
antibacterianos e antifangicos.

O presente trabalho avaliou o potencial citotoxico e antitumoral de AgCI-NPs e
Ag/AgCI-NPs contra células humanas, com o intuito de explorar os mecanismos pelos quais
as células sdo afetadas pelas nanoparticulas a base de prata. Para avaliacdo da citotoxicidade
foi utilizada a linhagem ndo-tumoral RPE-1, uma linhagem epitelial proveniente do epitélio
pigmentado da retina. Para avaliagdo do potencial antitumoral foram utilizadas trés linhagens
tumorais: BT-474, MDA-MB-436 e A673. As linhagens BT-474 ¢ MDA-MB-436 sdo
linhagens provenientes de adenocarcinomas mamarios, entretanto a segunda é do tipo triplo-
negativo, ja a linhagem A673 é proveniente de um tumor 6sseo, o sarcoma de Ewing.

A literatura mostra que células tumorais tratadas com nanoparticulas de prata
apresentam reducdo na taxa de crescimento, bem como na viabilidade celular. Células MCF-7
por exemplo, quando tratadas com AgNPs biologicamente produzidas utilizando extrato de
figo (Ficus carica) apresentam significativa reducdo na viabilidade celular (JACOB et al.,
2017). Células de adenocarcinoma géstrico (AGS) tratadas com concentracdes entre 5 e 20
ug/mL de Ag/AgCINPs produzidas biologicamente utilizando extrato de Sasa borealis
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apresentaram reducdo dose-dependente na viabilidade celular e alteracbes na morfologia
celular e nuclear, incluindo a fragmentacdo e condensacdo do DNA (PATIL et al., 2017).
Alguns trabalhos mostram ainda que células de diferentes linhagens podem responder de
forma diferente a tratamentos com nanoparticulas, como demonstrado por GONZALEZ-
BALLESTEROS et al., (2019) utilizando as linhagens Caco-2 e HT-29 de cancer colorretal e
as linhagens ndo tumorais PCS-201-010 (células primarias de fibroblasto dérmico de recém-
nascido) e CCD-112CoN (fibroblasto de célon humano) que foram tratadas com
concentragdes entre 10,63 a 170 uM de AgNP produzidas biologicamente utilizando extrato
da macroalga Ulva lactuca. Os resultados obtidos pelo grupo mostraram que o tratamento
com AgNPs induziu forte reducdo na viabilidade celular da linhagem HT-29 chegando a um
ICso de 13uM, na linhagem Caco-2 a redugé@o na viabilidade celular chega a apenas 20%,
mesmo na dose mais alta, a linhagem CCD-112CoN apresentou redugdo significativa na
viabilidade celular apenas quando tratada com 170 uM de AgNP, enquanto a linhagem nao
tumoral PCS-201-010 n3o tem a viabilidade afetada pelo tratamento (GONZALEZ-
BALLESTEROS et al., 2019). No presente trabalho também observamos efeitos diferentes
dentre as linhagens avaliadas e os resultados obtidos revelaram que os tratamentos com
nanoparticulas a base de prata ndo induziram alteracdes significativas na taxa de crescimento
celular da linhagem RPE-1, exceto quando exposta a concentracdo mais alta de Ag/AgCI-NPs
(12,5 pg/mL) onde apresentou ligeira redug¢do no crescimento. Essa linhagem nao tumoral ndo
sofreu prejuizos na viabilidade celular quando tratada com AgQCI-NPs e apresenta ligeira
redugdo na viabilidade quando tratada por 24h com 12,5 pg/mL ou por 48h com
concentragdes superiores a 2,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs, entretanto a viabilidade é
restabelecida a niveis semelhantes ao grupo controle em 72h. A linhagem BT-474 ndo tem a
taxa de crescimento celular modificada pelos tratamentos, entretanto é importante notar que a
taxa de crescimento apresentada pelo grupo controle é baixa e que mesmo nao sofrendo
modifica¢bes no crescimento celular, a viabilidade é celular foi reduzida em tratamentos com
concentragdes superiores a 30 ug/mL de AgCl-NPs e concentragdes acima de 7,5 pg/mL de
Ag/AgCI-NPs. Por outro lado, as células das linhagens MDA-MB-436 e A673 apresentam
notaveis reducdes na taxa de crescimento e viabilidade celular, mesmo quando tratadas com
as mais baixas concentragdes de nanoparticulas, ou seja 2,5 pg/mL de AgCI-NPs ou 0,5
pg/mL de Ag/AgCl-NPs.

Na literatura ainda ndo se encontra grande variedade de trabalhos avaliando o efeito
antitumoral de AgQCI-NPs ou Ag/AgCI-NPs, entretanto trabalhos mostram que os efeitos
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toxicos de AgNPs sdo mediados pela liberacdo de ions Ag*® (LOZA et al.,, 2014) e as
nanoparticulas de AgCl e Ag/AgCl (DHAS et al., 2014) possuem também a capacidade de
liberacdo de ions de prata em solugdo, indicando que os mecanismos de toxicidade podem ser
semelhantes. Os ions de prata sdo capazes de induzir a apoptose em células tumorais, como
demonstrado por KAPLAN et al., (2017), que exp6s células de adenocarcinoma do epitélio
basal alveolar humano (A549) a nitrato de prata, induzindo apoptose de modo dose-
dependente que foi acompanhado de reducdo no potencial de membrana mitocondrial. O
efeito pro-apoptético de nanoparticulas contendo prata foi demonstrado em células de cancer
de mama das linhagens MCF-7, HCC1954 e HCC70, que demonstraram percentual de
apoptose na populacédo até 5 vezes maior quando tratadas por 24h com 12,5 pg/mL de AgNP
(RODRIGUEZ-RAZON et al., 2018). YUAN et al. (2017) demonstrou em células tumorais
de ovario (A2780), que AgNPs induzem apoptose mediada por caspase, possivelmente
causado por upregulation na expressao de genes pré-apoptéticos (P53, P21, Bax, Bak, cyt-c,
caspase-9 and caspase 3) and downregulation na expressdo de Bcl-2, uma proteina
antiapoptética.

Nossos resultados demonstraram que 0s tratamentos com nanoparticulas a base de
prata induziram aumento no percentual de apoptose da populacdo de células RPE-1 apenas
quando essas foram expostas as concentracdes mais altas de nanoparticulas atingindo no
méaximo 5,23% de apoptose quando tratada por 24h com 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. Na
linhagem BT-474, os tratamentos com concentracdes mais altas de nanoparticulas induzem
aumento no percentual de apoptose da populacdo atingindo um méaximo de aproximadamente
65% quando expostas por 48h a 12,5 pg/mL de Ag/AgCI-NPs. Ja as linhagens MDA-MB-436
e A673 aumentam significativamente o percentual de apoptose mesmo quando expostas as
menores concentracdes de nanoparticulas.

A producdo celular de ROS pode ser induzida por tratamentos com AgNPs, como
demonstrado por LEE et al., (2016) em linhagens celulares de hepatoma (HepG2 e Huh7).
ApOs serem expostas a nanoparticulas de 5 nm, essas células apresentaram aumento
significativo na producdo de ROS, que refletiram em alteragbes no metabolismo glicolitico
das células, como por exemplo, reducdo na liberacdo de lactase. No presente trabalho, a
linhagem n&o tumoral RPE-1 ndo teve sua producdo celular de ROS afetada pelos tratamentos
com nanoparticulas a base de prata. A linhagem BT-474 apresentou aumentos significativos

somente quando exposta as concentragdes mais altas de nanoparticulas, enquanto as linhagens
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MDA-MB-436 e A673, mais uma vez apresentaram aumentos significativos na producéo de
ROS quando tratadas com baixas concentragcdes de nanoparticulas.

A presenca de ROS pode causar morte celular por disfungdo mitocondrial, uma vez
que a mitocdndria € o principal local intracelular de geracdo de ROS e pode ainda causar
danos ao DNA (RYTER et al., 2007; SHI et al., 2018). A disfuncdo mitocondrial e perda do
potencial de membrana mitocondrial sdo alguns dos indicadores bioguimicos caracteristicos
da apoptose (RYTER et al., 2007). Mitocondrias sdo organelas que possuem uma membrana
externa e uma membrana interna, de modo que os espacos delimitados por cada uma dessas
membranas apresentam caracteristicas préprias. A matriz mitocondrial, delimitada pela
membrana interna, por exemplo, apresenta um pH mais basico que o do espaco
intermembranas e isto se deve as proteinas da cadeira transportadora de elétrons que
bombeiam prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembranas. Esta diferenca de
pH, gera um gradiente de voltagem (potencial de membrana) que torna possivel a sintese de
ATPs através da proteina ATP sintase (ALBERTS et al., 2017). As espécies reativas de
oxigénio podem ser geradas caso elétrons escapem da cadeia transportadora de elétrons e
sejam recebidos por moléculas de oxigénio, formando anions superdxido (O2’), que podem ser
convertidos a peroxido de hidrogénio (H202) e reduzidos ao mais forte oxidante da natureza:
o hidroxil (OH) (ASHARANI et al., 2009). AgNPs liberam ions Ag*, que afetam a funcéo
mitocondrial levando a ruptura na cadeia transportadora de elétrons, causando aumento na
geracdo de ROS e reducdo na producdo de ATP, como demonstrado por ASHARANI et al.
(2009) em células IMR-90 (fibroblastos pulmonares) e U251 (Glioblastoma). Os resultados
obtidos no presente trabalho demonstram que o potencial de membrana mitocondrial de
células ndo tumorais RPE-1 permanece inalterado apds os tratamentos com AgCI-NPs e
Ag/AgCI-NPs. Células da linhagem tumoral BT-474, sofrem perda no potencial de membrana
mitocondrial quando tratadas com as mais altas concentragdes de nanoparticulas (40 pg/mL
de AgCI-NP e superiores a 10 pg/mL de Ag/AgCI-NP). Ja nas linhagens MDA-MB-436 e
A673 os tratamentos com nanoparticulas a base de prata mesmo em concentracdes baixas,
induzem a perda no potencial de membrana mitocondrial das células. Uma hipétese para os
efeitos mitocondriais observados nas células tumorais € que a liberacdo de ions Ag* pelas
nanoparticulas a base de prata, seja responsavel pela geracéo de dano oxidativo nas células, o
que levou a perda no potencial de membrana mitocondrial, morte por apoptose e queda na

viabilidade celular.
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Resultado semelhante foi obtido por DASGUPTA et al., (2018), que demonstrou que
células de cancer de célon (HCT116) também sofre estresse oxidativo e apoptose mediada
pela mitocondria. Um estudo com células HelLa (cancer cervical) demonstrou que o
tratamento com AgNPs reduz sua viabilidade, induz quebra de cromatina, exposicdo de
forsfatidilserina e aumento da ativacdo das caspases 3 e 9, indicando que essas células estdo
sofrendo apoptose (BAHARARA et al., 2018). O tratamento com AgNPs induziu também
aumento na geracdo de ROS pelas células A2780, o que contribuiu para aumentar a apoptose
(YUAN et al., 2017). MAITY et al., (2018) demonstrou que o tratamento com AgNPs
induziu em células EAC perda no potencial de membrana mitocondrial, aumento na producgéo
intracelular de ROS, com reducdo na expressao da proteina antiapoptotica Bcl-2 e aumento na
expressdo das proteinas pré-apoptéticas Bax e caspase-3, indicando ativagdo da cascata
apoptaticas.

A geracdo de ROS nas células induz a fosforilacdo de proteinas quinases IKappaB
(IKK), que por sua vez sao capazes de fosforilar e degradar proteinas IkB, que sdo proteinas
que se ligam ao fator de transcrigdo NFkB e o mantém inativo, impedindo sua translocacgao
para o ntcleo. Uma vez fosforiladas, as proteinas IkB sdo degradadas liberando o NF«B, que
ao se translocar para o nucleo das células e se ligar a regido promotora, ativa a transcricdo de
genes responsaveis pela producdo de diversas proteinas pré-inflamatorias, como por exemplo
a interleucina ILla, capaz de recrutar células do sistema imune (GLEZER et al., 2000;
MANSHIAN et al., 2017). MANSHIAN et al. (2017) demonstrou que células das linhagens
tumorais HeLa e A549 quando tratadas com AgNPs apresentaram dano mitocondrial,
aumento na geragdo celular de ROS e na quantidade de IKKa, IxkB e NFkB fosforilados e
IL1a, indicando que através da geragdo de ROS as nanoparticulas de prata sdo capazes de
ativar vias pré-inflamatorias, o que pode ser benéfico para o tratamento de tumores.

Os tratamentos com nanoparticulas a base de prata ndo induziram danos lisossomais
nas células das linhagens RPE-1 e MDA-MB-436, enquanto as linhagens BT-474 e A673
apresentam dano lisossomal quando expostas por 48h a 40 pg/mL de AgC1-NPs e alem disso,
a linhagem BT-474 também sofreu danos nessa organela quando expostos 12,5 ug/mL de
Ag/AgCI-NPs. Uma hipdtese é que este dano pode ter sido causado pelo estresse oxidativo,
que pode induzir a peroxidacdo de membranas levando a permeabilizagdo da membrana
lisossomal, que por sua vez, pode levar a liberagdo proteases como, por exemplo, a Catepsina
D (BOYA & KROEMER, 2008). Este processo de liberacdo de proteases, aléem de induzir a

necrose, pode inclusive induzir a apoptose celular através da ativacdo caspases ou de
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fosfolipidases que aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial, liberando
citocromo-c (BOYA & KROEMER, 2008). YANG et al., (2012) demonstrou que AgNPs
podem induzir swelling lisossomal em mondcitos humanos, fenbmeno que pode ser
responsavel pela redugdo na acidez lisossomal e MIYAYAMA et al., (2018) demonstrou que
AgNPs também induziram perda da acidificacdo lisossomal em células A549.

No presente trabalho observamos que os tratamentos com nanoparticulas a base de
prata ndo alteraram a &rea média de células das linhagens RPE-1, BT-474 e MDA-MB-436.,
ja a linhagem A673 apresentou reducdo de aproximadamente 23% na area celular. Alteracdes
na medida da area celular podem indicar reducéo na adesédo celular ao substrato (YEUNG et
al., 2005). Nossos resultados demonstraram que tratamentos com nanoparticulas a base de
prata ndo induzem alteragcOes significativas na polimerizacdo de actina das células RPE-1,
MDA-MB-436 ou A673. Entretanto quanto exposta a concentragcdes acima de lpg/mL de
Ag/AgCI-NPs a linhagem celular BT-474 apresentou indicios de reducao na polimerizacao de
microfilamentos de actina. O mesmo fenémeno foi observado por XU et al. (2013), que
trataram neurdnios corticais de rato com concentracdes entre 0 e 50 pg/mL de AgNPs
revelando ndo sé reducdo dose-dependente da F-actina como também da B-tubulina. Doses
subletais de AgNPs podem ainda induzir a formacdo de inclusdes de F-actina em células
tronco neurais (COOPER & SPITZER, 2015). Os mecanismos pelos quais as nanoparticulas
afetam a polimerizacdo de proteinas do citoesqueleto ainda ndo sdo totalmente conhecidos,
entretanto j& se sabe que a interacdo de nanoparticulas e ions de prata com proteinas podem
alterar suas conformacdes tridimensionais (SAPTARSHI et al., 2013). Além disso, nossos
resultados demonstraram que ap0s 0s tratamentos as células tumorais apresentaram aumento
na producéo celular de ROS e a literatura mostra que ROS podem afetar os filamentos que
compde o citoesqueleto por meio da interacdo com proteinas que os regulam ou por meio da
oxidacdo direta de seus componentes (VALDIVIA et al., 2015).

Este conjunto de dados aqui apresentados, mostra que as células ndo tumorais da
linhagem RPE-1, foram menos afetadas pelos tratamentos com nanoparticulas a base de prata
de que as células tumorais. Observamos ainda que as células ndo tumorais HFF-1
apresentaram um ICso significativamente menor que o das células tumorais MDA-MB-468,
demonstrando que também sdo menos sensiveis as nanoparticulas. A literatura mostra alguns
resultados semelhantes com nanoparticulas a base de prata. Células tumorais MCF-7, Jukart e
EAC (carcinoma de Ehrlich), por exemplo, tiveram sua viabilidade reduzida de modo dose

dependente enquanto linfécitos ndo tumorais humanos e de camundongos nao sofrem efeitos

78



significativos (MAITY et al., 2018). JADHAYV et al. (2018) também observou que células
ndo tumorais (L929) ndo apresentam alteracOes significativas na viabilidade celular quando
tratadas com até 78,62 ug/mL de AgNPs produzidas biologicamente utilizando extrato de
Salacia chinensis, enquanto linhagens celulares de pulmédo (L-132), figado (Hep G2),
pancreas (MIA-Pa-Ca-2), mucosa bucal (KB cells), mama (MDA-MB-231), cervical (HeLa) e
de prostata (PC-3) apresentam significativas reducdes na viabilidade celular, com valores de
ICso variando entre 4,002 a 14,37 pg/mL. Essas nanoparticulas foram ainda submetidas ao
ensaio de hemolise, e os resultados sugeriram que a concentracdo de AgNPs testada (78,67
pg/mL) induz menos de 3% de hemdlise, enquanto o limite de seguranca para biomateriais é
de 5% de acordo com a ISO/TR 7406, demonstrando que essas nanoparticulas podem ser
seguras para eritrocitos saudaveis (JADHAYV et al., 2018).

SWANNER et al., (2015) encontrou resultados similares quando comparou o efeito de
AgNPs em células de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231, BT-549 e SUM-159),
cancer de mama (MCF-7), células ndo tumorais de glandula mamaria (MCF-10A e 184B5) e
células epiteliais ndo tumorais (HMEC) demonstrando que células ndo tumorais sdo menos
suscetiveis as nanoparticulas de prata do que as células tumorais. Os resultados demonstraram
ainda gque dentre as linhagens tumorais de cancer de mama, as mais sensiveis sdo as linhagens
triplo-negativas. Corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho, onde a
linhagem triplo-negativa MDA-MB-436 foi mais sensivel aos tratamentos com AgCI-NPs e
Ag/AgCI-NPs do que a linhagem BT-474. SWANNER et al., (2015) atribuiu o fen6meno ao
fato de células tumorais triplo-negativas apresentarem maior quantidade de proteinas oxidadas
e de histonas YH2AX fosforiladas, utilizadas como indicadores de estresse oxidativo e danos
ao DNA, respectivamente. LIM et al., 2017 tratou com 200 pg/mL de AgNPs fibroblastos ndo
tumorais IMR-90 e linhagens tumorais de mama (MDA MB 231 e MCF-7) e cérebro (U251 e
MO59K) e demonstrou que a linhagem ndo tumoral apresentava morfologia normal, bom
desempenho no ensaio de scratch wound-healing, com total cobertura da area danificada e
taxas de proliferacdo e apoptose semelhantes ao grupo controle, enquanto s células tumorais
foram significativamente danificadas pelo. LIM et al. (2017) atribuiu o efeito mais
pronunciado em células tumorais ao dano observado no DNA dessas células, demonstrado
pelo aumento na fosforilagdo de histonas H2AX (y-H2AX) e disfungdes nos teldmeros. Esses
danos foram gerados pela inibicdo de DNA-PKc envolvida na protecdo ao dano genotoxico e
superativacdo da via da proteina JNK, que protege a celula de dano genotdxico, porem se
ativada por tempo prolongado promove apoptose. A literatura mostra ainda que Ag/AgCl-
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NPs, produzidas por Candida lusitaniae, como as utilizadas no presente trabalho, induziram
menor efeito antiproliferativo em astrécitos saudaveis de que em glioblastoma multiforme
(GBMO02), apresentando valores de ICsg menores nas células tumorais (EUGENIO et al.,
2018).

Os efeitos mais pronunciados observados em células tumorais tratadas com
nanoparticulas a base de prata também podem estar relacionados ao microambiente. Ja se sabe
que o microambiente tumoral é mais &cido (Kato et al., 2013) e que nanoparticulas de prata
podem liberar mais ions Ag* quando em ambiente acido (Peretyazhko et al., 2014), de modo
que uma maior liberacao de ions poderia levar a uma maior citotoxicidade.

Nossos resultados demonstraram também que Ag/AgCI-NPs foram mais citotdxicas
que AgCI-NPs, essa diferenca pode ser devido a composi¢do ou tamanho das nanoparticulas
As AgCI-NPs possuem didmetros entre 1,6 e 34,4 nm e diametro médio de 9,8 = 5,7 nm
(FERREIRA et al., 2017), enquanto Ag/AgCINPs tem diametros entre 2 e 22 nm com
didmetro médio de 6,9 = 4,5 nm (EUGENIO et al., 2016). Alguns estudos tém demonstrado
que nanoparticulas menores sdo mais citotoxicas, LEE et al., (2016) por exemplo demonstrou
que nanoparticulas de prata com diametro médio de 5 nm induzem aumento na producédo
celular de ROS em células HepG2 e Huh7 enquanto AgNPs com didmetro de 100 nm nao tem
efeito. Em células PANC-1, AgNPs com didmetros de 2,6 nm foram 16 vezes mais
citotoxicas que nanoparticulas de 18 nm (ZIELINSKA et al., 2017). As nanoparticulas
menores apresentam maior area de superficie por volume, 0 que aumenta a interacdo entre
particulas e microambiente circundante (RAI et al., 2009).

No presente estudo os impactos da exposicdo a concentracdes subletais de Ag/AgCI-
NPs na superficie celular foram avaliados em células MDA-MB-468, um TNBC que n&o
apresentou alteracdes significantes na morfologia celular ap6s o tratamento, e em fibroblastos
ndo tumorais da linhagem HFF-1, que ap6s 48h de exposicdo, passaram a expor mais
protusdes de membrana. Essas protusdes de membrana sdo muito semelhantes as encontradas
por KOISTINEN et al. (2015) em células MCF-7. KOISTINEN et al. (2015) demonstram que
essas projecOes de membrana possuem caracteristicas intermediarias entre microvilos e
filopodios, por apresentarem localizag&o apical e formato de microvilos, porém com proteinas
caracteristicas de filopddios como ezrina e fascina e ainda uma organizacao dos filamentos de
actina tipicamente observada na formacao de filopodios. A funcdo dessas protusdes ainda néo
foram claramente elucidadas, mas ja se sabe que sdo regifes ligadas a sintese de acido

hialurdnico com a presenca de enzimas HAS (hialuronan sintase) (KOISTINEN et al. (2015).
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Sabe-se também que fibroblastos estimulados por interleucina 18 (IL-1B) podem iniciar uma
resposta pro-fibrotica, aumentando a sintese de &cido hialurdnico que é uma molécula de
matriz extracelular (MERAN et al., 2013). Alguns trabalhos mostram que nanoparticulas a
base de prata induzem a liberacdo de IL-1p. Células pBMECs (células endoteliais isoladas de
microvasos do cérebro suino) por exemplo, liberam IL-1B em resposta a exposi¢ao a AgNPs
(TRICKLER et al., 2014) e CHARELLLI et al. (2018) demonstraram que esferoides de células
tronco de tecido adiposo humano também liberam IL-1B quando tratadas com AgCI-NPs.
Portanto, a nossa hipétese € que a exposicdo a Ag/AgCI-NPs possa ter induzido nas células
HFF-1 a secrecdo de citocinas inflamatorias, que por sua vez induziram o aumento na sintese
de acido hialurdnico, desencadeando o0 aumento no nimero de protusdes de membrana, visto
que essas protusdes estdo ligadas a sintese dessas moléculas de matriz extracelular, entretanto
estudos adicionais seriam necessarios para comprovar esta hipotese.

Em resumo, nossos dados sugerem que as nanoparticulas de cloreto de prata e de
prata/cloreto de prata sdo promissores agentes antitumorais, uma vez que afetam viabilidade e
proliferacdo de células tumorais, com minimos efeitos em células ndo tumorais. Podendo
futuramente ser uma opcdo vidvel de tratamento para canceres que atualmente ndo possuem

tratamentos eficazes, o que traria melhores progndsticos para muitos pacientes.

7. Conclustes

o AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs produzidas biologicamente por microrganismos
interferem na proliferacdo e reduzem a viabilidade de células tumorais, esta reducdo foi
majoritariamente causada por necrose e em menor propor¢do causada pelo aumento no
percentual de células apopt6ticas na populacéo.

o Nossos dados sugerem que a apoptose induzida pelos tratamentos com
nanoparticulas a base de prata, pode ser disparada por danos a funcdo mitocondrial que levam
a aumento na producdo intracelular de ROS, uma vez que as células tumorais tratadas com
nanoparticulas apresentaram perda no potencial de membrana mitocondrial e aumento na
producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio.

o O estresse oxidativo gerado pela exposi¢do de células das linhagens BT-474 e
A673 as nanoparticulas gera dano lisossomal, o0 que possivelmente contribuiu com a reducgéo
na viabilidade celular, uma vez que o dano lisossomal pode causar morte celular devido a

liberagéo de proteases.
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o Além disso, foi possivel observar que a proliferacao e a viabilidade celular das
linhagens tumorais sdo muito mais afetadas pelos tratamentos com AgCI-NPs e Ag/AgCI-NPs
do que a linhagem nao tumoral RPE-1 e dentre estas, a linhagem BT-474 foi a menos sensivel
aos tratamentos com nanoparticulas, apresentando efeitos deletérios somente quando tratada
com as mais altas concentragdes.

o Ag/AgCI-NPs foram mais citotoxicas que AgCI-NPs, provavelmente devido a
sua composi¢do ou a seu menor tamanho.

o Ag/AgCI-NPs induzem alteraces na morfologia da superficie celular de
fibroblastos da linhagem HFF-1, que apresentaram maior nimero de protusdes de membrana
que possivelmente devido a ativacdo de uma resposta pro-fibrotica, uma vez que essas

protusdes estdo associadas a sintese de moléculas de matriz extracelular.
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