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RESUMO

O céncer se enquadra nas doencas que Ssd0 as principais responsaveis pelo
adoecimento e 6bito da populacdo no mundo. Atualmente, os tratamentos mais utilizados séo
a remogdo cirlrgica, radioterapia e quimioterapia. Entretanto, além dos efeitos adversos,
muitos tipos de tumores sdo resistentes a radioterapia e aos agentes quimioterapicos. Neste
contexto, tratamentos antitumorais mais eficientes vém sendo buscados. Dentre as novas
estratégias terapéuticas, a utilizacdo de nanoparticulas de parta (AgNPs), tem se destacado
devido a seus multiplos mecanismos de acdo e eficicia ja demonstrada in vitro e in vivo. No
entanto, as AgNPs ainda ndo tiveram seus efeitos suficientemente avaliados em células de
mamiferos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das AgNPs sob a proliferacdo e a
viabilidade celular de células derivadas de linhagens celulares de céncer e células
saudaveis. Para avaliar o potencial antitumoral das nanoparticulas foram utilizadas como
modelo as linhagens tumorais U87 (glioblastoma) e DU-145 (cancer de proéstata) que foram
tratadas com concentracdes entre 1,56 a 100 pg/mL de AgNPs. A avaliagdo de seletividade
foi realizada usando como modelo as células ndo tumorais HFF-1 (fibroblasto). A avaliagédo
do efeito antiproliferativo, viabilidade, area nuclear, conteido de DNA, produgdo de ROS
foram realizados através da analise alto conteudo (HCA). A viabilidade foi avaliada também
por ensaio de MTT. Nos ensaios de proliferacdo, as linhagens tumorais U87 e DU-145
demonstram que o tratamento foi mais eficiente inibindo 89,30% e 79,74%, respectivamente,
o0 crescimento dessas células quando tratadas com 100 pg/mL. As taxas de crescimento foram
reduzidas e o tempo de duplicacdo foi aumentado nessas células ap6s o tratamento com as
AgNPs. As linhagens tumorais sofreram reducdes na area do nucleo bem como no contetdo
de DNA quando tratadas com AgNPs, indicando danos ao DNA. A linhagem ndo tumoral
HFF-1 ndo demonstrou alteracfes significativas no tratamento com AgNPs em relacdo a
proliferacdo, taxa de crescimento, tempo de duplicacdo e area nuclear. Nas analises da
viabilidade celular foram observadas apds o tratamento com AgNPs reducbes de 79% e 63%
nos ensaios de MTT e 30% e 52,2% nas analises por HCA nas linhagens tumorais U87 e DU-
145, respectivamente. A linhagem HFF-1 se mostrou menos sensivel, apresentando reducdes
de viabilidade apenas nas concentragcdes maiores de 50 e 100 pg/mL, menores em relagdo as
das células tumorais. As células tumorais (U87 e DU-145) apresentaram ICs
consideravelmente menor em relacdo as células ndo tumorais (HFF-1), mostrando que o
tratamento foi seletivo para essas células. O aumento na producdo de ROS nao foi observado
em nenhuma das células das analisadas. Os resultados apontam que as AgNPs podem ser
candidatos promissores no combate a determinados tipos de canceres.

Palavras-chave: antitumoral; nanoparticulas de prata; proliferacdo; viabilidade.



ABSTRACT

Cancer is part of the diseases that are the main responsible for the illness and death of the
population in the world. Currently, the most used treatments are surgical removal,
radiotherapy, chemotherapy and immunotherapy. However, in addition to adverse effects,
many types of tumors are resistant to radiotherapy and chemotherapeutic agents. In this
context, more efficient antitumor treatments are being sought. Among the new therapeutic
strategies, the use of parta nanoparticles (AgNPs) has been highlighted due to its multiple
mechanisms of action and efficacy already demonstrated in vitro and in vivo. Due to being
recent, AgNPs have not yet had their effects sufficiently evaluated in mammalian cells. The
objective of this work was to evaluate the effect of AgNPs on the proliferation and cell
viability of cells derived from cancer cell lines and healthy cells. To evaluate the antitumor
potential of the nanoparticles, the tumor lines U87 (glioblastoma) and DU-145 (prostate
cancer) were used as a model, which were treated with concentrations between 1.56 to 100
ug/mL of AgNPs. The selectivity evaluation was performed using the HFF-1 non-tumor cells
(fibroblast) as a model. The evaluation of the antiproliferative effect, viability, nuclear area,
DNA content, ROS production were performed using high content analysis (HCA). Viability
was also assessed by MTT assay. In the proliferation assays, the tumor lines U87 and DU-145
demonstrate that the treatment was more efficient, inhibiting 89.30% and 79.74%,
respectively, the growth of these cells, when treated with 100 pg/mL. Growth rates were
reduced and doubling time was increased in these cells after treatment with AgNPs. Tumor
lines suffered reductions in nucleus area as well as DNA content when treated with AgNPs,
indicating DNA damage. The non-tumor HFF-1 strain did not show significant changes in the
treatment with AgNPs in relation to proliferation, growth rate, doubling time and nuclear area.
In the analysis of cell viability, reductions of 79% and 63% in the MTT assays and 30% and
52.2% in the analyzes by HCA in the U87 and DU-145 tumor lines were observed after
treatment with AgNPs, respectively. The HFF-1 strain did not show viability reductions only
at concentrations greater than 50 and 100 pg/mL, and were lower than those of tumor cells.
Tumor cells (U87 and DU-145) showed considerably lower 1C50 compared to non-tumor
cells (HFF-1), showing that the treatment was selective for these cells. The increase in ROS
production was not observed in any of the analyzed cells. The results indicate that AgNPs

may be promising candidates in the fight against certain types of cancers.

Keywords: antitumor; silver nanoparticles; proliferation; viability.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céancer é atualmente ¢ umas das principais causas de mortes no mundo (WHO,
2019). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o céancer, também chamado de
tumor maligno ou neoplasia, € um nome genérico dado a grande grupo de doencas que podem
afetar quaisquer diferentes partes do corpo. Mais de 100 tipos de neoplasias fazem parte deste
conjunto e maioria é classificada por onde se originaram (NIH, 2020). Por exemplo,
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 0s tumores do tecido nervoso e as leucemias e
linfomas, que sdo tumores derivados de células hematopoiéticas. Existem ainda diversas
subdivisbes em cada classificacdo, por exemplo um adenocarcinoma € um tumor maligno
originado no tecido epitelial, especificamente em uma glandula (ALBERTS et al., 2017).

O céncer é caracterizado pela presenca uma célula ou mais células que apresentam
crescimento descontrolado e em muitos casos desenvolvem capacidade para invadir tecidos e
realizar metastase (NAZEEMA & SUGANNYA, 2014). As celulas humanas, normalmente,
crescem e se dividem para a formar novas células de acordo com a necessidade do organismo.
Quando as células envelhecem ou estdo danificadas, as células morrem e novas ocupam o
lugar, havendo uma constante renovacao celular. No entanto, quando esse processo ordenado
falha, as células crescem e se proliferam descontroladamente, tornam-se cada vez mais
anormais. As células velhas ou danificadas sobrevivem quando deveriam morrer, a0 mesmo
tempo que novas células sdo formadas quando ndo sdo necessarias. Essas células em excesso
podem perturbar as relaces celulares, resultando na disfuncdo de genes vitais. Além de se
dividirem ininterruptamente dando origem a tumores, que podem ser tanto benignos quanto
malignos (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2020).

Os tumores formados podem ser considerados benignos, caso ndo possuam a
capacidade de migrar por via sanguinea ou linfatica para tecidos das proximidades (metastase)
formando tumores secundarios. Com crescimento de forma organizada, geralmente lento e
apresentam limites bem nitidos. Nesse caso, pode haver a remissdo completa pela destruicéo
ou remocao cirdrgica da massa tumoral. Porém, apesar de ndo invadirem os tecidos vizinhos,

podem comprimir os 6rgdos e tecidos adjacentes. Os tumores considerados malignos, séo
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chamados cancer, pois possuem a capacidade de invadir tecidos adjacentes formando
metastase (HAUSMAN, 2019). A metéstase € um processo que envolve um subgrupo de
células cancerosas do tumor primario que adquirem a capacidade de migrar, entrar na corrente
sanguinea, sobreviver a vigilancia do sistema imunologico e finalmente se espalhar
colonizando um local distante no corpo, formando tumores secundarios em tecidos vizinhos e
distantes do local em que a patologia se originou (Figura 1) (ALBERTS et al., 2017;
GUERRIERI et al., 2020). A metastase estad relacionada a 90% de mortes por cancer
(CHATTERJEE et al., 2018). Essa invasividade é uma caracteristica essencial das células
tumorais, uma vez que a colbnia é estabelecida, as células metastaticas podem entrar em um
estado de dorméncia, evitando os controles do sistema imunoldgico para serem reativadas
posteriormente (GUERRIERI et al., 2020). Existem ainda, alguns tipos de cancer como
leucemia, que ndo formam tumores. Eles crescem nas células sanguineas ou em outras células
do corpo (INCA, 2020; NIH, 2020).

Sendo assim, a pesquisa do cancer ao longo do tempo foi marcada por avangos, 0s quais
permitiram entender como as células tumorais desenvolvem tal autonomia. Assim sendo,
estabeleceu-se que o cancer estd envolvido em mudangas que afetam o genoma celular,
produzindo proteinas que alteram o equilibrio entre a divisdo e quiescéncia, acarretando a
divisdo continua destas células (HEJMADI, 2010; LIU et al., 2019). A transformacdo de uma
célula normal em outra com caracteristicas neoplasicas, consiste em um processo dotado de

diversas etapas conhecido como carcinogénese (BOYLE & LEVIN, 2018).
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Figura 1. Representacdo esquematica da metéstase da mama para o 0sso. Um subgrupo de células
cancerosas do tumor primario (por exemplo, cancer de mama) adquire a capacidade de migrar (1), entrar na
corrente sanguinea (intravasamento - 2), sobreviver a vigilancia do sistema imunoldgico e sair da corrente
sanguinea (extravasamento - 3) e finalmente espalhar colonizando um local vizinho ou distante do local de

origem do tumor primério (por exemplo, 0sso - 4) (Adaptado de GUERRIERI et al., 2020).

As causas para 0 cancer sao diversas, sendo externas ou internas ao organismo, porém
ambas estdo inter-relacionadas. As causas externas sao aquelas relacionadas ao meio ambiente
e ao estilo de vida, habitos ou costumes proprios de um ambiente social e cultural, que sdo
evitdveis. Como por exemplo, uma alimentacdo inadequada, tabagismo, alcoolismo,
sedentarismo, tipo de ocupacéo, exposicao a radiacdo e a agentes quimicos. Ja causas internas
sdo, em grande parte, geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas a capacidade do
organismo de se defender das agressfes externas, heranca genética, mutacdes, horménios e
sistema imunolégico comprometido, consideradas condicdes ndo evitaveis (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2020).

O cancer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e estima-se que tenho sido
responsavel por 10 milhGes de mortes em 2020. A nivel global, um homem em cada cinco e
uma mulher em cada seis no mundo desenvolvera cancer durante a sua vida, enquanto um em

cada oito homens e uma em cada 11 mulheres morrerdo desta doenca (WHO, 2021). No
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Brasil, os canceres que mais acometem as mulheres sdo os de mama, pulmao, colorretal, colo
do atero e glandula tireoide. Nos homens, 0s mais comuns sdo os de prostata, pulmao,
colorretal, estbmago e cavidade oral. O cancer de pulmdo, é o mais diagnosticado em ambos
0s sexos e € o mais letal, sendo responsavel por cerca de 1,8 milhdo (18,4% do total) de
mortes estimadas no ano de 2018 no mundo (INCA, 2019).

Em virtude disso, esfor¢os na area da biomedicina ampliam estudos direcionados
contra o cancer, tanto para fins diagnosticos quanto terapéuticos com o objetivo de contrariar
essa estatistica. O desenvolvimento de novas estratégias de prevencdo, deteccdo precoce e
intervencdo na progressdo do cancer tem sido crescente, tendo em vista a robustez de
conhecimento adquirido acerca das investigagdes sobre as causas da doenca (BARUA et al.,
2016).

1.1.1 Tratamento

Os tipos de tratamentos utilizados dependem do tipo de cancer e de quao avancado 0
tumor esta. Dependendo da situacdo especifica, pode ser utilizado somente um tratamento ou
uma combinacdo deles. Os métodos mais utilizados atualmente para o tratamento do cancer
sd0 a resseccdo cirlrgica, quimioterapia e radioterapia (TRAPANI, 2017). A cirurgia
oncoldgica consiste na remocéo total ou 0 maximo possivel do tumor. A quimioterapia utiliza
medicamentos que se misturam com o0 sangue e sdo levados a todas as partes do corpo,
destruindo as células doentes que estdo formando o tumor e impedindo que elas se espalhem
pelo corpo (INCA, 2019). A quimioterapia pode ser administrada por via oral, intravenosa,
intramuscular, subcutanea, intratecal e topica. A radioterapia utiliza feixes de energia de alta
poténcia (como raios-X ou protons), para matar ou impedir que as células cancerigenas
aumentem. Pode ser feita por radiacdo externa, com a radiacdo vindo de uma maquina fora do
corpo ou por radiacdo interna, com a colocacdo de aplicadores no local a ser tratado, onde a
radiacdo € emitida do aparelho para os aplicadores (braquiterapia) (INCA, 2019).

No entanto, apesar da cirurgia, ha muita recorréncia do tumor, com o elevado namero
de tumores reaparecendo no local primario (WANG et al, 2019). A radioterapia e 0s
quimioterapicos disponiveis atualmente afetam também as células saudaveis, especialmente
de medula 6ssea e tecidos epiteliais. A morte de células saudaveis pode levar a efeitos
colaterais, como alteracOes na pele, perda de cabelo, diarreia, feridas na boca, enjoo e vomitos

(SAKURADA, 2018). Além disso, essas terapias antitumorais podem ter o uso bastante
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limitado devido ao desenvolvimento de resisténcia que ocorre por fatores, que incluem
alterac6es na molécula alvo da droga, ativacao de vias pro-sobrevivéncia, e a ineficaz inducéo
de morte celular (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 2020; CUI et al., 2020).

O surgimento de fendtipos de cancer multirresistentes e os efeitos colaterais gerados,
atenuam drasticamente a eficiéncia dos tratamentos antitumorais mais comumente utilizados.
Portanto, h4 uma necessidade urgente de projetar novos agentes terapéuticos e propor
abordagens inovadoras capazes de derrotar células cancerigenas resistentes. Nesse contexto,
estudos na area de nanotecnologia trazem as nanoparticulas de metais nobres, como a prata,
como agentes anticancer promissores, capazes de aprimorar ou até mesmo substituir atuais
abordagens usadas contra o cancer (MORFOLO et al., 2020). Estudos demonstram a eficacia
de nanoparticulas de prata como um agente antitumoral tanto em in vitro quanto em in vivo.
Por exemplo, as nanoparticulas de prata possuem efeito antiproliferativo em células
cancerigenas usando linhas celulares de Linfoma de Dalton (DLA) (SRIRAM et al., 2017),
possuem a capacidade de melhorar o efeito de outras drogas contra células cancerigenas
(GARG; GARG, 2018) e ainda aumentam a sensibilidade de células de Glioma Humano in
vitro (LIU et al., 2018).

1.2 Nanotecnologia

Nanotecnologia é o conjunto de tecnologias, processos e técnicas para 0
desenvolvimento de novos materiais ao nivel atdmico e molecular com pelo menos uma das
dimensbes em escala nanométrica, estruturas entre 1 e 100 nandémetros chamados de
nanomateriais. Inicialmente, em 1960 os primeiros conceitos sobre a nanotecnologia foram
apresentados por um dos mais influentes fisicos século XX, o professor Richard Feynman em

’

sua palestra com o tema “There’s plenty of room the bottom” — “Ha muito espago la
embaixo”, em tradugdo livre. Feynman explorou a possibilidade de manipular materiais na
escala de &tomos e moléculas individuais e afirmou que a manipulacao e o controle da matéria
em pequena escala seriam o futuro da ciéncia (FEYNMAN, 1960; APOLINARIO et al.,
2020). No entanto, o termo ‘“nanotecnologia” sO foi usado em 1974 pelo pesquisador da
Universidade de Tdéquio, Norio Taniguchi, se referindo a capacidade da engenharia de
materiais em nivel nanomérico (TANIGUCHI, 1974; YANG et al., 2019). Alguns anos
depois, em 1981, foi desenvolvido o microscopio de tunelamento pelos fisicos Gerd Binnig e

Heinrich Rohrer, que foram homenageados com o Prémio Nobel de Fisica em 1986. Esse
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microscopio permitiu a visualizagdo e manipulagdo de dtomos individuais. Essa manipulacéo
foi evidenciada em 1989, quando os cientistas da IBM usaram um microscépio de varredura
por tunelamento para manipular 35 dtomos de xenénio individuais em um substrato de cristal
de niquel resfriado e formar as letras IBM (Figura 2A). Um dos logotipos mais reconhecidos
do mundo também é o menor do mundo (LOOS, 2017). A partir de entdo, a nanotecnologia
comecou a se desenvolver, comecando a era da nanociéncia, area capaz de manipular sistemas
fisicos, quimicos e biolégicos para produzir materiais em escalas atdmica, molecular e
macromolecular e aplica-los em diversos setores industriais (CREWE et al., 1970;
ALBERNAZ, 2015; LOOS, 2017).

Recentemente, de forma inovadora pesquisadores do Inmetro gravaram em grafeno a
menor marca do instituto ja registrada (Figura 2B). A logo foi desenhada em nanoescala, por
meio da técnica de feixe de ions de hélio, no microscépio Orion, instalado na Divisdo de
Metrologia de Materiais (Dimat) (0 unico do tipo na América Latina) e visualizada pela
técnica de Nanoespectroscopia Raman (TERS) (INMETRO, 2020).

Nano-Raman (TERS)

(A) (B)

Figura 2. Visualizacdo e manipula¢do de atomos com microscopia. (A) Logotipo da empresa IBM e (B)
marca do Inmetro gravada no grafeno. (Adaptado de IBM disponivel em
https://www.ibm.com/ibm/history/ibm100/us/em/icons/microscope/breakthroughs/;

https://www4.inmetro.gov.br/noticias/inmetro-em-nanoescala-menor-marca-do-instituto-gravada-em-grafeno-e-

lida-com-luz-visivel).

Assim, uma revolucdo tem vindo a acontecer na ciéncia e na tecnologia desde que
concluiram que os materiais em escala nanométrica podem apresentar novos comportamentos
e/ou caracteristicas diferentes daquelas que geralmente os materiais apresentam em escala
macroscopica. Por exemplo, nanoparticulas apresentam maior relacdo superficie/volume em

relacdo ao mesmo material em maior escola, 0 que as tronam mais reativas e mais toxicas
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(YANG et al., 2019). A fabricacdo de materiais nano-estruturados abre novas perspectivas de
avancos tecnoldgicos e um grande desafio de entender melhor esses nanomateriais. Além
disso, a nanotecnologia € um campo bastante interdisciplinar, que engloba muitas areas de
pesquisa, dos diversos setores da indUstria e de areas estratégicas (Figura 3). Existem mais de
600 itens desenvolvidos com nanotecnologia. A escala tdo reduzida oferece uma vantagem
fundamental, além de viabilizar o rearranjo de atomos de modo que formem materiais com
novas e melhoradas fungdes. Propicia também, a criacdo de aparelhos mais leves e com maior
capacidade de memoéria, uma vez que, em propor¢cdes nanométricas passam a caber mais

recursos no mesmo lugar (BAI et al., 2020).

Figura 3. Nanotecnologia e suas aplicagdes (MESQUITA, 2014).
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1.2.1 Nanobiotecnologia

O termo biotecnologia foi descrito pela primeira vez em 1919 por Karl Ereky, como
uma é&rea que utiliza conceitos e principios biolégicos e de engenharia, tais como
caracteristicas metabdlicas, componentes e produtos celulares para desenvolver novas
tecnologias e ferramentas aplicadas nas mais diversas areas, visando melhorar 0 meio
ambiente e a salde humana (VERMA, et al 2011). Esse é um processo tecnologico que
permite a utilizacdo de material bioldgico ou parte dele para a criacdo ou aperfeicoamento de
produtos ou servigos. Podemos exemplificar a presenca de principios biotecnoldgicos na
obtencdo ou modificacdo de produtos para uso em saude humana ou animal, no melhoramento
de plantas e animais. Além disso, 0 desenvolvimento e aplicacdo de microrganismos para usos
especificos na industria, na saude e nos processos relativos ao meio ambiente e ao
desenvolvimento sustentavel, assim como na modificagdo e desenvolvimento de novos
processos industriais ja € uma realidade (JAIN, 2020; LIAO; LI; TIONG, 2019).

A nanobiotecnologia é a interface da nanotecnologia e da biotecnologia e inclui a
aplicacdo nas ciéncias da vida. Portanto, um material considerado nanobiotecnologico contém
aléem de pelo menos um componente funcional com tamanho em nanoescala, possuem
também, aplicacbes nas areas bioldgicas, como salde, biologia, bioquimica, biomedicina ou
medicina (PAULL et al., 2003). Este ramo da nanotecnologia é amplamente aplicavel em
novas técnicas de imagem molecular, usadas para diagnosticar doencas em estagios iniciais,
para entender os efeitos das terapias, em ferramentas analiticas quantitativas que ddo uma
ideia de como a célula age no nivel molecular, na descoberta de medicamentos e dispositivos
de distribuicdo de drogas, em novas terapias ou novos biomateriais, entre outras aplicactes
(MORAIS et al., 2014; JAIN, 2020).

1.3 Nanoparticulas

O termo nanomaterial € normalmente referido como sendo qualquer material natural,
acidental ou produzidos artificialmente que contenha particulas, agregadas ou livres, e nas
quais 50% da sua populacdo contenha uma ou mais dimensfes externas em escala na na faixa
de tamanho entre os 1 e 100 nm (EUROPEN COMMISSION, 2011). Os nanomateriais
atualmente podem ser classificados em quatro categorias baseadas em seu material de origem:
nanomateriais a de carbono, nanomateriais de base inorganica, nanomateriais de base

organica, e nanomateriais compostos (JEEVANANDAM et al., 2018). Dessas diferentes
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origens, surgem varios tipos de namomateriais, como nanotubos, nanofibras, dendrimeros,
micelas, lipossomas e nanoparticulas (NPs).

Entre os materiais em nanoescala, as nanoparticulas se destacam, pois podem exibir
caracteristicas completamente novas ou melhoradas baseadas nas suas caracteristicas
especificas, quando comparadas com particulas de maiores dimensdes da mesma fonte que as
nanoparticulas foram formadas (YANG et al., 2019). Essas propriedades das NPs surgem a
partir da combinacdo de quatro fatores basicos (Figura 4): o tamanho, que para ser
classificado como NPs, o tamanho deve ser entre 1 e 100nm; o material, que pode ser
organico e inorganico, dando origem a diversas classes de NPs; o formato, tais como
esférico, cubico e em bastdo, dependendo do tipo de material que se encontra na base da sua
formacdo; e a composicao de sua superficie, que pode ser nuas ou funcionalizada, a partir da
adicao de grupos funcionais e cargas (BAI et al., 2020).

Existem um grande namero de nanoparticulas com as mais diversas aplicacbes em
varias areas. No campo da nanobiotecnologia, por exemplo, sdo amplamente aplicadas para
abastecer setores da industria téxtil, inibindo o crescimento de bactérias e fungos em tecidos e
na industria farmacéutica como carreadoras de farmacos e no meio ambiente como
remediadores. As NPs podem ser divididas em dois grandes grupos, as NPs ndo-metalicas e as
NPs metalicas. Todas tém potencial de desempenhar um enorme papel no desenvolvimento de
novas tecnologias (ZHANG, 2018).

o
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Figura 4. Diferentes fatores que podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas Unicas das NPs (Adaptado

de SUN et. al.,2014).
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1.3.1 Nanoparticulas Nao-metalicas

Atualmente existem diferentes tipos de nanoparticulas ndo-metélicas, onde podemos
citar as NPs a base de carbono, como as NPs de fulereno (nano-Cg) que vém sendo testadas
para atuarem como sensores e catalisadores e, podem também ser usadas para liberacdo
controlada de farmacos. Estudos mostraram que as NPs de Cg melhoram os parametros
sanguineos e hepaticos alterados pelas toxicidades induzidas pela ciclofosfamida (agente
quimioterapico) (ELSHATER et al., 2018) e também serem capazes de reduzir os danos ao
DNA e diminuir as aberragcdes cromossomicas (ALY ; OTHMAN; HARIDY, 2018). Abrindo
um campo interessante a respeito de seu potencial uso como agente antigenotdxico contra os
efeitos colaterais deletérios dos quimioterapicos. Outro tipo de NPs ndo-metalicas sdo as Nps
de base organica, como por exemplo os lipossomas, que podem aumentar significativamente a
circulacdo sanguinea das sondas carregadas e levar a um maior acumulo no tecido tumoral
alvo em imagiologia molecular, que é muito importante no diagndstico e prognostico de
doencas (XIA et al.,2019). Os lipossomas podem atuar também como transportadores
inalaveis no tratamento de infec¢bes pulmonares (KHAN; CHAUDARY, 2020).

1.3.2 Nanoparticulas Metalicas

Nanoparticulas metélicas (NPMs) sdo nanoparticulas que podem ter em sua
composicao diferentes metais como a prata, o ouro e o cobre. Devido a sua aumentada razao
entre area de superficie e volume, estas nanoestruturas de metal possuem propriedades
Opticas, quimicas e elétricas que dependem de seu tamanho e diferem do seu material em
escala macro (ADEWALE et al., 2019; YANG et al., 2019). Em nanoescala, alguns metais
possuem uma acentuada absorcdo de luz na regido visivel do espectro, exibindo coloracédo
distinta dos materiais em grande escala, como exemplo, o ouro, enquanto sélido micro ou
macroestruturado, possui a cor amarela, nanoparticulas de ouro (AuNPs) de 100 nm
apresentam uma cor parpura-rosado, enquanto que NPs de 20 nm sdo vermelhas e as de 1 nm
sdo de cor marrom-amarelada (ALBERNAZ, 2014; HE et al., 2019). Esta absorc¢éo € atribuida
ao fendmeno denominado Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (RPSL), que
consiste na oscilacdo coletiva dos elétrons livres na superficie das nanoparticulas, criando
uma densidade de carga na sua superficie. Ou seja, a oscilacdo coletiva de elétrons em
resposta ao campo elétrico da radiacdo eletromagnética de luz, em parte porque cargas séo

deslocadas de modo transiente na superficie da particula durante a oscilagdo de elétrons. Este
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fenémeno ocorre devido as mudancas em propriedades fisico-quimicas da mateéria, incluindo
mudancas opticas, elétricas e magnéticas que estdo relacionadas com o tamanho das NPMs e
também pela razdo entre a &rea de superficie e o volume das NPMs que aumenta
significativamente com a diminui¢cdo do seu diametro, fazendo com que elas se tornem mais
reativas (HE et al., 2019; SINGH et al., 2018).

Figura 5. Taca de Lycurgus. O vidro aparece verde quando iluminado por fora (A) e vermelho-purpura quando
iluminado por dentro (B) (KOOL et al., 2020).

Embora a nanotecnologia seja uma area da ciéncia relativamente nova, o uso das de
materiais em nanoescala como as NPMs ocorre ha séculos. A Taca de Lycurgus, do Império
Romano do século 1V d.C, é admirada mundialmente, principalmente por sua fascinante
propriedade dicroica (duas cores). A taca apresenta uma cor verde quando o observador e a
fonte de luz estdo no mesmo lado (reflexdo) e uma cor vermelha-parpura quando o
observador e a fonte de luz estdo em lados opostos (transmissdo) (Figura 5) (KOOL et. al,
2020). O que deixou o0s cientistas perplexos por séculos, até que se descobriu que esse efeito
ocorre devido a presenca de nanoparticulas no vidro. Este efeito é devido a duas
nanoparticulas metalicas diferentes: nanoparticulas de prata com tamanho >40 nm, que
causam a reflexdo verde e nanoparticulas de ouro, responsaveis pela cor plasmonica
vermelha, resultado da absorcdo da luz (~520 nm) (LOOS, 2017; KOOL et. al, 2020). Além
dos romanos, os artesdos medievais também exploraram as caracteristicas dpticas nas NPMs,

com a adi¢do de particulas de metal no vidro para criar vitrais.
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Além do tamanho, essas caracteristicas Unicas e a reatividade das NPMs séo
dependentes de outros fatores, entre eles: a concentracdo e o estado de agregacdo, que estdo
relacionados com a reatividade, devido a razdo area de superficie/volume; a forma,
relacionada também com a area de superficie, com a condutividade e reatividade da NPM; e o
recobrimento da NPM, que vai moldar a sua interagdo com outros sistemas (BAI et al., 2020).
Essas propriedades conferem as NPMs varias opgdes de aplicacdo na medicina (diagndstico,
tratamento), na farméacia (sistemas de entrega de medicamentos), na area cosmética
(protetores solares), na industria alimenticia e téxtil (embalagens e tecidos antimicrobianos),
na engenharia (painéis solares), entre outros (KLEBOWSKI et. al, 2019).

1.3.3 Sintese de Nanoparticulas

A sintese de nanoparticulas metalicas pode ser feita por duas diferentes abordagens,
conhecidas como “bottom-up” (de baixo para cima) ou a “Top-down” (de cima para baixo)
(Figura 6). Na abordagem bottom-up os elementos que compde o nanomaterial se unem para
sua formacdo, construtindo atomo-a-atomo ou molécula-por-molécula. Esta estratégia pode
ocorrer por sintese quimica, biologica, auto-agregacdo ou nanoimpressao. Na abordagem Top-
down o nanomaterial é produzido a partir do material em maior escala (micro ou macro), que
é entdo descontruido por métodos fisicos ou quimicos até atingir a nanoescala (BHUSHAN,
2016; SILVA et al., 2017).

Top~-Down Bottom-~-up
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Macroescala Nanoparticulas Atomos

Figura 6. Desenho esquematico das abordagens Top-down e Bottom-up para a sintese de nanomateriais (Fonte:
RAWAT, 2015).

As NPMs podem ser produzidas por sintese quimica, fisica ou bioldgica.

Alternativamente, a sintese bioldgica ou sintese verde vem ganhando consideravel
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importancia nos Gltimos anos. Essa sintese tem como objetivo principal a utilizagdo
microrganismos (fungos, bactérias, algas e leveduras) ou extratos vegetais como agente
redutor. Essa técnica € uma alternativa sustentavel e ecologicamente viavel (ALBERNAZ,
2014; DONG et al., 2020). As desvantagens da sintese biogénica podem ser elencadas como a
maior dificuldade de escalonamento e rendimento das nanoparticulas e, portanto, mais estudos
s&0 necessarios para o seu desenvolvimento (DURAN et al., 2019).

Na sintese fisica podem ser utilizados métodos como o de atrito, onde particulas s&o
moidas até serem reduzidas de tamanho, ou pirdlise, que utiliza um precursor organico que é
queimado sob alta pressdo. As abordagens de sinteses fisica sdo capazes de sintetizar grandes
quantidades de NPMs com alta pureza. Porém, as as NPMs produzidas fisicamente tendem a
aglomerar, o que costuma ser um grande desafio, pois ndo sdo utilizados agentes de
capeamento. Além disso, consomem mais energia e exigem uma duracdo relativamente mais
longa de sintese e equipamentos complexos, 0S quais aumentam seu custo operacional
(SAKONO et al., 2020).

O método de sintese quimica vem sendo a rota mais aplicada na sintese de NPs
metélicas, caracterizada por uma dispersdo em solucdo aquosa ou solvente organico,
reduzindo seus sais metalicos. Varios sais metalicos sdo usados para fabricar NPMs, como
ouro, prata, ferro, 6xido de zinco, cobre, platina. Além disso, 0s agentes de reducdo e
capeamento podem ser facilmente alterados ou modificados para alcancar as caracteristicas
desejadas das NPMs em termos de distribuicdo de tamanho, forma e taxa de disperséo
(SLEPICKA et al, 2019). As NPMs sdo quimicamente sintetizadas principalmente pela
sintese de Brust-Schiffrin synthesis (BSS) que faz utilizacdo do borohidreto de sédio como
agente redutor e estabilizados com tiolato ou pelo método de Turkevich-Frens, que utiliza o
citrato trissédico como agente estabilizador e redutor (LEE; JUN, 2019). A sintese quimica
forma NPMs com consideravel reprodutibilidade, permitindo o maior controle do tamanho e
dispersdo das nanoparticulas, controlando os parametros experimentais. Além disso, a sintese
quimica também apresenta versatilidade e outros agentes redutores utilizados sdo o poli
(alcoolvinilico) (PVA) e poli (etilenoglicol) (PEG), polimeros biocompativeis que também
atuam como agente estabilizantes. A utilizacdo de agentes estabilizadores serve para evitar a
agregacao dessas NPMs. Sendo assim, esses meétodos apresentam baixo custo e boa
produtividade e estabilidade de NPMs (DURAN et al., 2019).
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1.4 Nanoparticulas de Prata

Dentre os varios tipos de NPMs, as nanoparticulas de prata (AgNPs) sdo mais
conhecidas e sdo majoritariamente escolhidas, tanto para estudo quanto para aplicacdes em
diversas areas industriais e biomédicas. Sdo amplamente conhecidas por seus efeitos
antimicrobianas e anti-inflamatorias (VIJAYAKUMAR et al., 2019). Acredita-se que a prata
ja era conhecida e usada ha muitos séculos atras. Ao longo da historia, a prata e 0s seus
compostos tém sido amplamente utilizados em vérias aplicagdes, como resultado das suas
propriedades bastante Uteis. Exemplos disso, sdo o0s vasos de prata que eram utilizados para
manter a agua limpa e segura. Ela também era usada para evitar contaminacdo por
microrganismos em feridas e além de remédios caseiros, a prata era aplicada no tratamento
dos olhos e no tratamento de Ulceras de pele e para prevenir a infeccdo de feridas antes do
surgimento dos antibioticos (LOQOS, 2017).

Atualmente, a prata estd em entre os elementos mais usados na industria. As AgNPs,
em termos de namero de produto, € um dos nanomateriais com o mais alto grau de
comercializacdo. Curiosamente, o Projeto sobre Nanotecnologias Emergentes informou que as
AgNPs ficaram em primeiro lugar na producdo anual entre todos os nanomateriais, 442 de
todos os produtos atualmente registrados nas bases de dados de nano-produtos indicam conter
nanoparticulas de prata em sua composicdo (REZVANI et al., 2019). Isso, devido a sua alta
capacidade antimicrobiana para uma ampla variedade de organismos e aos pouquissimos
casos de resisténcia a esse metal, o trouxe como uma alternativa para tratamentos de
patologias que enfrentam quadros de resisténcia a drogas. Sendo amplamente estudadas e
bastante utilizadas como agentes antibacterianos, antifingicos, antivirais, em uma variada
gama de produtos, incluindo meias, travesseiros, chapinhas de cabelo, cosméticos,
detergentes, sabdo, shampoo, pasta de dente, maquinas de lavar roupa, embalagens para
armazenar alimentos, entre outros, (OSTASZEWSKA et al., 2018).

Além disso, podem ser utilizadas como carreadores para drogas abrindo diversas
possibilidades para a sintese e utilizacdo de drogas, inclusive para o tratamento de cancer, de
filmes nano-estruturados, arcaboucos para implantes de tecidos, dispositivos ortopédicos,
ataduras, sprays antissepticos e cateteres (BURDUSEL et al., 2018). Também podem ser
funcionalizadas para uso em testes diagnosticos ou para alcancar um tipo celular ou um tecido
especifico e podem ser empregadas como contraste para exames de ressonancia nuclear

magnética ou raios X (LEE; JUN, 2019). As principais caracteristicas fisico-quimicas dos
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AgNPs, que sdo o0s responsaveis por suas eficiéncias incluem forma, tamanho, carga
superficial, tendéncia de aglomeracdo, revestimento, taxa de dissolucdo, interacGes bioldgicas
e outros impactos. Por exemplo, a forma das AgNPs tem um efeito nas propriedades fisicas e
quimicas das AgNPs, tamanhos menores tém grandes areas de superficie e possuem
toxicidades maior e a carga superficial dos AgNPs é responsavel pela ligacdo ou interacdo
eficiente com os sistemas bioldgicos ou vivos (SHANMUGANATHAN et al., 2019).

1.4 Aplicacdes Biomédicas das AgNPs

As AgNPs vém contribuindo com grandes avangos na Biomedicina. S&o utilizadas em
revestimentos de biomateriais e dispositivos médicos, materiais de restauracdo e regeneragdo
de tecidos, alternativas terapéuticas com melhor desempenho, por sua acdo antimicrobiana,
aumentando a eficiéncia e a especificidade de contra agentes infecciosos (BURDUSEL et al.,
2018). S&o também estudadas como terapia fototérmica (MARCANO, 2018), deteccdo de
biomarcadores (ZHOU et al, 2019) e diagndstico (LEE; JUN, 2019). Em estudos tem
demostrado ser capaz de aumentar a eficiéncia e a seguranga dos medicamentos, melhorando
a biodisponibilidade, fornecendo entrega direcionada, aumentando a estabilidade e estendendo
o efeito do medicamento no tecido alvo, quando utilizadas como carreadores para drogas ou
bioconjugadas (AMARNATH PRAPHAKAR et al., 2018).

As nanoparticulas de prata possuem efeito antibacteriano contra um amplo grupo de
bactérias Gram-positivas, como as Bacillus spp, Staphylococcus spp e Streptococcus spp., €
também Gram-negativas, como as Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas
aueroginosa, inclusive cepas resistentes a antibidticos (RIBEIRO et al., 2018). Nosso grupo
ja evidenciou a eficiéncia das AgCI-NPs (FERREIRA et al., 2017) e das Ag/AgCI-NPs
(EUGENIO et al., 2016) contra bactérias Gram positivas e Gram negativas de importancia
médica, como Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae. As AgNPs sdo capazes de
inibir a formacdo de biofilmes bacterianos, induzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) com consequente fragmentacdo do DNA e morte celular (RIBEIRO et al.,
2018). AgNPs podem ainda ter efeito sinérgico com antibidticos por meio de alteracdes na
permeabilidade membranar e danos na parede celular, que facilitariam a entrada do antibidtico
nas células e inibir a atividade de enzimas que degradam os antibioticos (SMEKALOVA et
al., 2016).
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AgNPs também possuem atividade antifingica, capazes ndo so de inibir a formacao de
biofilme, mas também sdo eficazes contra biofilmes j& formados por fungos, como
Aspergillus spp (BOCATE et al., 2019) e Candida spp (JALAL et al., 2019). Alguns estudos
mostram ainda que nanoparticulas de prata possuem atividade antiviral (KHALID et al.
2017), larvicida e pupicida (GA'AL et al., 2018) e anti-parasitario (VIJAYAKUMAR et al.,
2019). Essas atividades das nanoparticulas de prata ainda sdo pouco exploradas, em relacéo a
acdo bactericida que recebe maior atencdo, mas apresentam um grande potencial a serem
melhor estudadas.

Além disso, a atividade antitumoral de AgNPs ja foi demonstrada in vitro e in vivo em
diversas linhagens celulares de cancer como MCF-7 (adenocarcinoma mamario) (ALMALKI;
KHALIFA, 2020), U87 (glioblastoma) (MORFOLO et al., 2020), HelLa (cancer cervical)
(MURUGESAN et al., 2019) e KB (carcinoma epitelial oral) (BARUA et al., 2016), nelas
realizam uma atividade citotoxica dependente da dose, induzindo danos celulares apos a
exposicdo a AgNPs, tais como perda de integridade da membrana celular, despolarizacéo
mitocondrial, o stress oxidativo, danos no DNA e apoptose. O que precisa ser ainda mais
explorado para melhor entender os mecanismos pelo qual leva a morte celular. Além desses,
outros tipos de cancer foram estudados e apresentam sensibilidade ao tratamento com AgNPs
(MORFOLO et al., 2020).

1.5 Mecanismo de Acdo das AgNPS

Na literatura, teorias que explicam o mecanismo de acdo de NPs indicam que o
processo comecga com a interacdo entre as NPs ou os ions dissociados com a membrana
celular. As membranas celulares sdo semipermeaveis, permitindo seletivamente que algumas
moléculas/ions passem por diferentes mecanismos. Por exemplo, moléculas pequenas e
apolares, dgua e gases como 0 oxigénio e 0 gas carbOnico conseguem atravessar a membrana
por difusdo com base em seus gradientes de concentragdo. Moléculas como aminoacidos e
varios ions se movem através da membrana celular por transporte ativo mediado por bombas
de proteinas da membrana (AHMAD et al., 2019; JENTSCH, 2016). No entanto, para entrar
nas células, moléculas maiores e hidrofilicas dependem dos processos de endocitose, uma
forma de transporte ativo, onde as células encapsulam objetos com membrana citoplasmatica,

resultando na formagdo de vesiculas. A principal via de entrada das NPs na maioria das
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celulas de mamiferos é a captagdo por endocitose, podendo ou ndo ser um transporte mediada
por clatrina e depende de caveolina (VAN HAUTE et al., 2018; PONGRAC et al., 2018).

As NPs se adaptam ao sistema de captacao celular atraves de diferentes caracteristicas
fisico-quimicas, como tamanho, forma, quimica da superficie e cargas superficiais, as quais
desempenham um papel vital na captacdo celular de NPs (CARNOVALE et al., 2019).

A eficdcia de absorcdo dos AgNPs estda correlacionada com o tamanho das
particulas. Em estudos feitos por WU et al. (2019) em linhagem celular de melanoma de
camundongo (B16), AgNPs de 20 nm e 100 nm apresentaram a maior e a menor eficiéncia de
captacdo, respectivamente. Isso revelou que 20 nm podem entrar e sair das células mais
facilmente. AgNPs menores exibem uma capacidade aprimorada de serem captadas,
localizando-se no interior da célula, provocando uma toxicidade mais alta. Devido ao
aumento da area superficial, que se correlaciona com uma maior taxa de liberacdo de
ions Ag " no meio de cultura celular. Por outro lado, em um estudo usando AgNPs de 15, 50
nm, se demonstrou que os AgNPs de 50 nm exibem a maior adsor¢édo e captacdo passiva de
globulos vermelhos (RBCs), enquanto as menores AgNPs de 15 nm sdo mais citotoxicas
(PANZARINI et al., 2018).

A forma das nanoparticulas também pode influenciar na sua captacédo celular. Estudos
feitos com NPs de diferentes formatos, mostraram que AgNPs esféricas (30 nm) s&o
endocitadas pelas células A549 (Carcinoma pulmonar) de maneira eficiente, enquanto fios de
prata (comprimento: 1,5 — 25 um; didmetro 100-160 nm) sdo observados dentro das células
em uma quantidade bem menor. Devido a curvatura, as NPs esféricos tém uma maior
probabilidade de internalizacdo do que os de forma assimétrica. Quando a citotoxicidade é
considerada, os nanofios de prata induzem uma citotoxicidade muito alta em comparacdo com
as nanoesferas de prata. Isso pode ser devido a interacdo entre os nanofios de prata e a
membrana plasmatica, em vez do mecanismo de endocitose (KANIPANDIAN; KANNAN,
2019).

As propriedades da sua superficie sdo outra caracteristica importante das AgNPs que
podem ser moduladas para afetar positiva ou negativamente a captacdo. Para melhorar a
estabilidade, dispensabilidade, aglomeracdo e conferir novas fun¢es aos AgNPs, diferentes
de moléculas podem ser usadas para revestir as NPs (ROSARIO et al., 2018). Por exemplo,
em células tronco neurais de camundongos tratadas com AgNPs, foi visto que que as NPs

cobertas com AOT (bis(2-etilhexil) sulfosuccinato de sdédio), PVP (polivinilpirrolidona) e
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PLL (Poli-L-Lisina) tiveram uma captacao celular maior do que as AgNPs cobertas com BSA
(Albumina

do Soro Bovino) e CTAB (Brometo de Cetrimdnio). E também a maior toxicidade foi vista
em NPs revestidas com CTAB e PLL, o que pode ser explicado por interacfes eletrostaticas
mais fortes entre AgNPs com carga positiva e superficie celular com carga negativa
(PONGRAC et al., 2018).
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Figura 7. Mecanismos de citotoxicidade gerados pelas AgNPs na célula. (i) Danos na adesdo da membrana
celular, (ii) Perda da estabilidade proteica), (iii) Penetracdo e acimulo na célula e nicleo, (iv) Disfungdo
mitocondrial e danos no reticulo endoplasmatico, (v) Alteragdo na sinalizacdo celular, (vi) Geracdo de ROS e
estresse oxidativo (Adaptado de BARANWAL et al., 2018).

by

A citotoxicidade associada as AgNPs estdo relacionadas a liberacao
de jons Ag” decorrentes da dissolucio das AgNPs e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que podem causar diferentes danos celulares (Figura 7). Uma vez internalizadas, as
nanoparticulas translocam-se para as mitocéndrias e nucleo. Ocasionam danos na adesdo da
membrana celular, interrupcdo do transporte de elétrons e vias de transducdo de sinal. O
aumento dos niveis de ROS e outros radicais livres resulta em disfungdo mitocondrial e danos

no reticulo endoplasmatico, em proteinas e ao DNA, que posteriormente causam efeitos
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genotdxico e consequente alteracdo da morfologia celular e inducdo de apoptose ou necrose
celular (PANZARINI et al., 2018; WU et al., 2019; ZOU; ZHU; LI, 2020).

2. JUSTIFICATIVA

O céncer ¢ a segunda principal causa de morte no mundo e estima-se que tenho sido
responsavel por 10 milhdes de mortes em 2020 (WHO, 2021). O cancer € atualmente tratado
por quimioterapia, radioterapia ou por meio de cirurgias. Os quimioterapicos disponiveis
atualmente para o tratamento de neoplasias afetam também as células saudaveis,
especialmente de medula Gssea, tecidos epiteliais, do sistema reticulo-endotelial e gbnadas
(HASSANNIA et al., 2019). Além disso, muitas terapias antitumorais tém uso bastante
limitado devido ao desenvolvimento de resisténcia (AN et al., 2021). A resisténcia a
quimioterapicos antitumorais depende de diversos fatores, entre eles a variabilidade individual
de pacientes que podem apresentar baixa absorcdo do quimioterapico ou metabolizacdo e
excrecdo muito rapidas, fazendo com que a concentracdo da droga fique abaixo dos niveis
otimos, por exemplo. Além de alteraces na molécula alvo do tratamento e a falha na inducéo
de morte celular (REIDY et al., 2019). Devido a isto, investimentos em novos métodos
terapéuticos vem crescendo ao longo dos anos, entre eles, o estudo da utilizacdo de
nanoparticulas metalicas como agentes antitumorais (AHUJA; RAWAT, 2018). Neste
contexto, as nanoparticulas 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 as mitocondrias com inducdo da producdo de ROS que pode
levar a apoptose e peroxidacdo de lipideos (REIDY et al., 2019). O fato de agirem
simultaneamente por varias vias € a principal vantagem das nanoparticulas em relacdo aos
quimioterapicos, porque dificulta o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte
das células neoplasicas (PATIL et al., 2017). Apesar de ainda aparentar distante, uma terapia
para neoplasias usando nanoparticulas de prata pode significar um avanco enorme na
qualidade e longevidade para os pacientes. Sendo assim, € importante avaliar o efeito destas
nanoparticulas contra células tumorais e ndo tumorais buscando compreender os efeitos

dessas nanoparticulas nas células.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste projeto é analisar o efeito das nanoparticulas de prata em células de

linhagens humanas tumorais e ndo tumorais como uma alternatica para o combate ao cancer.

3.2 Objetivos Especificos

I.  Analisar o efeito das nanoparticulas de prata na proliferacdo células tumorais e ndo
tumorais

I1. Analisar o efeito das nanoparticulas de prata na viabilidade de células tumorais e ndo
tumorais

I1l. Quantificar DNA pela intensidade fluorescéncia e determinar a area dos nucleos
celulares

IV. Verificar o efeito das nanoparticulas de prata na geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese quimica das AgNPs

Nanoparticulas de prata de 15 nm foram sintetizadas segundo AGNIHOTRI et al.
(2014), empregando boro-hidreto de soédio (NaBH,) como redutor primério e citrato trissoédico
(TSC), tanto como redutor secundario quanto como estabilizante. Os processos de reducéo
foram realizados a duas temperaturas diferentes, isto €, a 60°C e 90°C, mediados
predominantemente por boro-hidreto de sdédio e citrato trissédico, respectivamente. Os
reagentes NaBH, a 0,002 M e TSC a 0,002 M foram misturados e aquecidos a 60 °C durante
30 minutos no escuro com agitacdo vigorosa para assegurar uma solugcdo homogénea. No final
de 30 minutos, o0 volume necessario de solugcdo de AgNO3; 0,00117 M foi adicionado gota a
gota a mistura até que fosse observada uma mudanca de cor da solucdo de transparente para
amarelada. e, subsequentemente, a temperatura foi elevada para 90°C. A medida que a
temperatura atingir os 90°C, o pH da solugéo foi ajustado para 10,5 utilizando NaOH 0,1 M
enquanto o aquecimento continuard durante 20 minutos, até a mudanca de cor ficasse mais
evidente (mais amarelo), indicando a formacdo das AgNPs. Para remover os redutores que
ndo reagiram, as suspensdes de AgNP foram centrifugadas (12000 g, 15 minutos). A
suspensdo de nanoparticulas foi deixada esfriando a temperatura ambiente e finalmente
armazenadas a 4°C até o uso. O tamanho e morfologia das nanoparticulas de prata foi
determinada por microscopia eletrénica de transmissdo FEI Tecnai Spirit Biotwin, operando
a 80 KV.

4.2 Linhagens celulares e condicGes de cultivo

Para a avaliacdo do efeito das AgNPs, as linhagens celulares utilizadas foram
gentilmente cedidas pelo Banco de células do Rio de Janeiro, sendo as linhagens tumorais
U87 (glioblastoma humano) e DU-145 (cancer de prostata) e como modelo ndo tumoral a
linhagem HFF-1 (fibroblasto de prepucio humano) foram utilizadas. As linhagens HFF-1,
U87 e DU-145 foram cultivadas em meio de cultivo DMEM high glucose. Para linhagens
U87 e DU-145 o meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antibidtico (Penicillin-Streptomycin 10000 U/mL, Gibco). Ja para a linhagem HFF-1 o meio
foi suplementado com 10% de SFB, 1% de antibidtico-antimicético (100U/mL de penicilina,

100pg/mL de estreptomicina e 0,25ug/ml de anfotericina B) e 1% de L-glutamina (4mM).
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Todas as linhagens foram mantidas em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO,, até
obtencdo do percentual de confluéncia ideal. Apds atingirem a confluéncia, as celulas foram
ressuspensas pela acdo da solucdo enzimaética tripsina-EDTA em 1%, por 2 a 5 minutos a
37°C. Para a realizacdo dos experimentos, as células em suspensdo foram contadas utilizando
10pL do corante Azul de Tripan, em cdmara de Neubauer e semeadas em placas de 96 pogos
a uma densidade celular de 1x10° células/poco, para as linhagens tumorais 1x10*células/poco,

para a linhagem nédo tumoral.

4.3 Curva de Crescimento

A densidade celular estipulada para o uso nos ensaios foi definida através de curvas de
crescimento. As curvas de crescimento foram feitas através da técnica de analise alto
conteido (HCA) (traducdo livre do inglés high-content analysis), em que células em fase
exponencial de crescimento foram plaqueadas em placas pretas de fundo transparente (Costar)
de 96 pocos nas densidades de 1x10% 1x10°e 1x10* células/poco, em seguida foram coradas
com 1uM Hoechst 33342 (Thermo Fisher - Invitrogen) e analisadas nos tempos 0, 24, 48 e
72h. O sistema de analise celular de alto contetdo GE IN CellAnalyzer 2000 (GE Health-Care
Life Sciences) foi utilizado para gerar automaticamente imagens de fluorescéncia (objetiva de
10X, A em Hoechst 461 nm, filtro DAPI, regido espectral: 432 + 48 nm) de 9 campos de cada
poco. As analises das imagens adquiridas foram feitas no software GE IN CellAnalyzer1000
workstation (GE Healthcare Life Sciences), utilizando algoritmos de deteccdo automatica de
objetos (nucleos). Ap6s a segmentacdo dos objetos, estes foram automaticamente

quantificados para estimativa da proliferacéo celular.

4.4 Avaliacdo da proliferacao celular

Para a analise de proliferacdo celular, as células HFF-1, U87 e DU-145 em fase
exponencial de crescimento foram plaqueadas em placas pretas de fundo transparente de 96
pocos (Corning Incorporated Costar®), & uma densidade de 1x10° células/poco para as
linhagens tumorais (U87 e DU-145) e 1x10* células/poco para a linhagem néo tumoral (HFF-
1) em triplicata com 1uM de Hoechst 33342 (Thermo Fisher - Invitrogen). Apos 24h as
linhagens foram tratadas com AgNPs em diferentes concentracGes (1,56; 3,125; 6,25; 12,5;
25; 50 e 100 pg/mL) e o controle ndo tratado foi realizado na auséncia de nanoparticulas de

prata. Nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas, 0 sistema de andlise celular de alto conteudo GE
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InCell Analyzer 2000 (GE Healthcare Life Sciences) foi utilizado para gerar automaticamente
imagens de fluorescéncia (objetiva de 10X, A em Hoechst 461 nm, filtro DAPI, regido
espectral: 432 + 48 nm) de 9 campos aleatérios de cada pogo. A contagem de células das
imagens adquiridas foi feita no software InCell Analyzer 1000 workstation (GE Healthcare
Life Sciences), utilizando algoritmos de detec¢do automatica de objetos (nlcleos). Apos a
segmentacdo dos objetos, estes foram automaticamente quantificados para estimativa da
proliferagdo celular. Para o acompanhamento da curva de crescimento, a quantidade de
nacleos contados nos controles (ndo tratados) serdo normalizados para 100% e os nacleos
contados nos tratados foram convertidos em percentual de proliferacdo com relacdo ao
controle. Os dados gerados foram usados para gerar gréaficos de HCA no software GraphPad

Prism 8 com o valor das médias do nimero de células em cada condicdo experimental.

4.5 Determinacédo da taxa de crescimento e do tempo de duplicacéo da populagéo celular

A taxa de crescimento e o tempo de duplicacdo da populacdo de HFF1, U87 e DU145
foram estimados de acordo com SHERLEY et al., 1995. Em resumo, foi utilizada a férmula a

seguir para o célculo da taxa de crescimento:

N, = N, 2"

Onde N; = namero total de células, No = nimero inicial de células, f = taxa de crescimento e t
= tempo de cultivo. A partir dos valores da taxa de crescimento, o tempo de duplicacdo da

populacdo foi calculado a partir da seguinte formula:

Onde TDDP = tempo de duplicacdo da populacdo, In = logaritmo natural e f = taxa de

crescimento.

4.6 Determinacéo do 1Csg e Indice de seletividade (1S)

O ICso0 (concentragdo que inibe 50% da proliferagdo celular) das culturas tratadas de

HFF-1, U87 e DU-145 foi determinado através de uma analise de regressdo ndo linear (equagdo
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dose-resposta) no software Graphpad Prism 8. O indice de seletividade (SI) foi calculado
conforme apresentado na equacao: SI (AgNP) = ICsq (linhagem néo tumoral) / 1Cso (linhagem

tumorail).

4.7 Quantificacao do conteudo de DNA e &rea dos nucleos celulares

Para a aquisicdo das imagens foram realizados 0s mesmos passos do item 4.4, ja as
analises das imagens adquiridas, foram feitas no software GE INCell Analyzer1000
workstation (GE Health care Life Sciences), utilizando algoritmos de detec¢do automatica de
objetos (nlcleos). Ap6s a segmentacdo dos objetos, estes foram automaticamente
quantificados para estimativa da area e intensidade de fluorescéncia dos nucleos.

4.8 Avaliacdo da viabilidade celular por MTT

Para avaliar a viabilidade celular apds o tratamento com as AgNPs, as células em
fase exponencial (HFF-1, U87 e DU-145) foram plaqueadas conforme descrito no item 4.4 e
submetidos ao teste de viabilidade pelo método colorimétrico MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio]}. Onde apds 48h o meio foi retirado e adicionados em
cada pogo, 110 pL solugdo de MTT (1000 uL. PBS para 10 uL de MTT), em seguida, as
células ficaram incubadas a 37°C e 5% de CO; por 4h. Apoés o periodo de incubagdo, 0 MTT
foi descartado e foram adicionados 50 uL. de DMSO (dimetilsulfoxido) para lise celular e
solubilizacdo da formazana que foi gerada. Depois de 10 min foi observada uma mudanca de
cor e sua intensidade foi avaliada pela leitura em espectrofotémetro de UV-Vis a 490 nm e 0s
dados obtidos foram normalizados de acordo com as células ndo tratadas. O I1Csq calculado a
partir dos valores obtidos nos ensaios de viabilidade, das culturas tratadas de células tumorais

e ndo tumorais foi determinado atraves do software GraphpadPrism 8.

4.9 Avaliacéo da Viabilidade celular por HCA

A analise de alto conteudo (HCA) foi utilizada para avaliar o efeito da citotoxicidade
das AgNPs. Para o plagueamento das linhagens e aquisicdo das imagens foram realizados 0s
mesmos passos do item 4.4. Apos 48h de incubacdo, foram adicionados com a concentracao
de 5uM do corante iodeto de propideo (PI) a cada 10mL de meio DMEM High em cada poco
por 15 minutos a 25°C (temperatura ambiente). As imagens foram adquiridas pelo INCell
Analyzer 2000 (objetiva de 10X, A em Hoechst 461 nm, filtro DAPI, regido espectral: 432 +
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48 nm e filtro Texas Red, regido espectral: 620 + 30 nm), e posteriormente foi analisado no
software INCell Invastigation (GE HealthCare Life Sciences). O controle negativo foi
incubado somente com o meio de cultura, e o controle positivo corresponde as células fixadas
com paraformaldeido 4% (PF4%), por 10 minutos. Os seguintes parametros foram
observados: (a) numero de células Hoechst positivas e (b) nimero de células Pl positivas
(mortas). Os gréaficos dos resultados de HCA foram feitos utilizando as médias dos pocos de

cada condicéo experimental.

4.10 Avaliagdo da producao de ROS

Para avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio, as linhagens U87 e DU-
145 foram cultivadas conforme item 4.4. Apos 48h, e antes do inicio do ensaio, a integridade
da monocamada celular foi verificada em um microscopio éptico invertido. Em seguida, o
meio de cultivo foi removido e as células foram lavadas 3x com 200 uL de PBS. Depois,
foram adicionados 200 pL de solucdo de dihidroetidio (DHE) a 5 uM em cada poco, e, em
seguida, a placa foi incubada a 37°C em atmosfera com 5% de CO, durante 15 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas novamente 2x com 200 pL de PBS e adicionado 200
pL de formaldeido a 4%. Apds 20 minutos em temperatura ambiente (25°C), foi realizada
outra lavagem com 200 pL de PBS e as amostras foram armazenadas em igual volume da
mesma solucdo-tampao a 4°C com protecdo a luz até a analise por HCA no equipamento
INCell Analyzer 2000.

4.11 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram feitas utilizando intervalo de confianca de 95% no
software GraphPad Prism 8. Os testes estatisticos utilizados foram: Anova one-way ou Anova

two-way com pds-teste de Tukey. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Curva de crescimento

As curvas de crescimento das células foram estabelecidas por HCA com a finalidade
de determinar a densidade celular para as condi¢cbes de tratamento dos ensaios a serem
realizados. Em placas de 96 pogos, foram feitas curvas de crescimento das linhagens néo
tumorais (HFF-1) e tumorais (U87 e DU-145). As figuras 8 e 9 mostram o crescimento celular
nas trés diferentes densidades analisadas (10%, 10% e 10%). A linhagem HFF-1 apresentou um
crescimento baixo nas densidades 10 e 10°, correspondendo a 5 e 19%, respectivamente Para
a densidade 10* o crescimento celular foi de 71,9%, entretanto ndo foi observada a
confluéncia dos pocos, sendo assim a concentracdo mais indicada para tal linhagem. Ja as
linhagens tumorais U87 e DU-145 apresentaram comportamento semelhante onde o nimero
de células na densidade 10* foi e 92,54 e 94,2%, respectivamente, chegando & condicdo de
confluéncia em 48h. O que néo € o ideal, pois caso a quantidade de células na placa de cultivo
celular exceda o limite de confluéncia adequado, ndo havera o crescimento normal da
monocamada e, consequentemente, as células entrardo em seguida na fase de morte, devido a
falta de nutrientes e condicdes de vida necessarios (ALVES; GUIMARAES, 2019). Além
disso, de acordo com o manual do equipamento de HCA, InCell Analyzer 2000, o ideal para
as analises € de confluéncia maxima de 80%. Isso significa que durante o periodo de analises
para garantir uma segmentacao correta, as células ndo podem ultrapassar 80% de confluéncia.
Caso essa confluéncia ultrapasse de 80%, a segmentacdo sera prejudicada, causando erros nas
andlises do equipamento de HCA. Sendo assim a densidade indicada para o plaqueamento de
U87 e DU-145 foi de 10° células/poco. De acordo com a analise HCA, as concentracdes
escolhidas possuiam uma condi¢do de ~80% confluéncia, reforcando que tais concentracdes

sdo as mais indicadas para o plagueamento (Figuras 8 e 9).

42



HFF-1

150-
§ ~ 10*
21001, s T, 10°
< - 102
S 501
zZ
04— ; ——
0 24 48 72
Tempo (horas)
u87
B 250-
é 200{, A+ 10;‘
S 1501 L
S 100+
Z  50-
0k ; ; ;
0 24 48 72
Tempo (horas)
DU-145
C 250,
£ 200-/\\ me
S 150 L
S 100+
Z  50-
0 —_—

0 24 48 72
Tempo (horas)

Figura 8: Curvas de crescimento com concentracdes de 10% 10° e 10* de células tumorais (U87 e DU-145) e
ndo tumorais (HFF-1). (A) HFF-1 cultivadas por 72h em concentracdes de 10% 10° e 10*. (B) U87cultivadas
por 72h em concentracdes de 10%, 10° e 10%. (C) DU-145 cultivadas por 72h em concentragdes de 107, 10° e 10,
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Figura 9: Imagens representativas das curvas de crescimento das linhagens tumorais e nao tumorais. (A)
HFF-1, (B) U87 e (C) DU-145, com concentracdes de 107 10° e 10*. As barras de escala equivalem a 70 pm.
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5.2 Proliferagéo celular

Para avaliar se as AgNPs prejudicam o crescimento celular das linhagens HFF-1, U87
e DU-145. Utilizou-se o método HCA para a contagem do numero de células através da
contagem automatica do nucleo celular de células tratadas e ndo tratadas, pela coloracdo
especifica do DNA com corante fluorescente Hoechst 33342, a partir das imagens digitais
obtidas no equipamento IN Cell Analizer 2000.

Para este ensaio, as células tumorais e ndo tumorais foram cultivadas na presenca de
AgNPs nas concentracdes entre 1,56 e 100 ug/mL por 0, 24, 48 e 72h. Os dados de cada
condicdo experimental foram expressos como a percentagem de proliferacdo celular em
relacdo ao nimero de células contadas. As Figuras 10 e 11 e a Tabela 1 demonstram a
proliferacdo celular das trés linhagens apds 72h de tratamento com AgNPs.

As células da linhagem ndo tumoral (HFF-1) ndo sofreram reducdo estatisticamente
significativa no crescimento celular ao longo do tratamento com as nanoparticulas em
nenhuma das concentracdes estudadas (Figuras 10, 11A e Tabela 1). Foi possivel observar
que em relacdo a linhagem HFF-1 os percentuais de proliferacdo mantiveram um padrao
semelhante ao controle com as diferentes concentragdes de NPs utilizadas e em todos os
tempos de tratamento, apresentando uma reducdo da proliferacdo somente na concentracéo
mais alta (100 pg/mL) em 24h, diminuindo 16,50% em relacédo as células ndo tratadas.

Diferentemente da linhagem nao tumoral, os dados de proliferacéo relativos as células
U87 (Figura 10, 11B, Tabela 1) mostraram que essa linhagem tumoral quando tratada com as
AgNPs obtiveram um efeito antiproliferativo significativo a partir de 24h de interacdo nas
concentragdes de 12,5 a 100 pg/mL. De modo que os grupos tratados com 12,5; 25; 50 e 100
ug/mL de AgNPs apresentam redugdes de 24,41%, 36,39%, 61,40% e 59,37% no numero de
células, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. Outro fator observado foi a
inducdo de um leve aumento da proliferacdo nas concentragdes de 3,125 (21,64%) e 6,25
(23,19%) pg/mL, quando cultivadas por 48h. Por outro lado, a proliferacdo diminuiu a partir
da concentracao 12,5 ug/mL até a mais alta (100 pg/mL), em que 0s grupos tratados com
12,5; 25; 50 pg/mL de AgNPs apresentaram percentual de reducédo de 34,80%, 80,04% e
71,75%, respectivamente, em 48h e 62,31%, 85,36% e 82,35% em 72h de tratamento. O
maior efeito inibitorio foi observado na concentragdo de 100 pg/mL, alcan¢ando 87,21% de
inibicdo apds 48h e 89,30% apos 72h.
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Os dados relativos a interacdo com a linhagem DU-145 (Figura 10, 11C e Tabela 1),
mostram o tratamento com AgNPs apds 24h induzindo um aumento de 27,59% da
prolifera¢ao na concentragdo 6,25 ug/mL. A diminuicdo da proliferacdo foi observada a partir
da concentragdo 12,5 pg/mL até chegar na concentragdo de 100 ug/mL, tendo um efeito
inibitorio mais elevado na concentragdo de 100 ug/mL, alcangando 54,02% de inibigdo. ApOs
48h a proliferagdo das células DU-145 seguiu 0 mesmo padrdo, houve um aumento da
proliferacdo celular nas concentracGes mais baixas de 1,56; 3,125 e 6,25 pg/mL, com valores
de aumento de 25,77%, 35,18% e 40,65%, respectivamente, e diminuindo o ndmero de
células a partir de 12,5 pg/mL, de modo que os grupos tratados 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL de
AgNPs apresentam reducfes de 9,63%, 18,08%, 29,82% e 48,86% no numero de celulas,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. No tempo final de tratamento (72h)
dessas células, a partir da concentracdo de 6,25 ug/mL os valores de proliferacdo decrescem
progressivamente com valores de inibicdo de 53,56% para a concentracao 25 pg/mL, 64,93%

para a concentracdo de 50 ug/mL ¢ 76,74% para a concentracdo de 100 pg/mL.

Tabela 1 — Percentual de inibi¢do das linhagens HFF-1, U87 e DU-145 diante do tratamento

com diferentes concentraces de AgNPs em diferentes tempos.

Inibicdo da proliferacéo celular relativo ao controle (%) em HFF-1, U87 e DU-145

Tratamento HFF1 u87 DuU145
(ug/mL) 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

1,56 470 050 +350 1263 399 820 8,05 42577 247
3,125 440 240 000 1045 +2164 +9,35 +8,74 +3518 11,84
6,25 750 6,10 480 +11,17 +2319 +7,23 +27,59 +40,65 18,12
12,5 500 +1,10 +5.80 24,41 34,80 62,31 2230 9,63 32,93

25 1050 4,70 180 36,39 80,04 8536 3609 18,08 53,56

50 730 440 030 61,40 71,75 82,35 40,00 29,82 64,93

100 16,50 990 7,50 59,37 87,21 89,30 54,02 4886 76,74

Os pontos sublinhados na tabela indicam que as células proliferaram em um nivel superior ao do controle.
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Controle 1,56 pg/mL 3,15 ug/mL 6,25 ng/mL 12,5 pg/mL 25 ug/mL 50 pg/mL 100 pg/mL

Figura 10: Imagens representativas do ensaio de proliferacdo humanas tumorais (U87 e DU-145) e ndo tumorais (HFF-1). As imagens mostram os nlcleos das

U87 HFF-1

DU-145

células apds 72h de tratamento com concentracfes entre 1,56 e 100 pg/mL de AgNPs marcados com o corante fluorescente Hoechst. As barras de escala equivalem a 70 pum.
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Figura 11: Ensaio de proliferacdo de células humanas tumorais e ndo tumorais apés tratamento com
AgNPs. As linhagens (A) HFF-1, (B) U87 e (C) DU-145 foram cultivadas por 24, 48 e 72h com 1,56 - 100
pg/mL de AgNPs. * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 (Anova Two-way).



5.3 Taxa de crescimento e tempo de duplicacio

Para compreendermos melhor o efeito dos tratamentos com as AgNPs sobre o perfil da
proliferacdo de cada tipo celular (ndo tumorais e tumorais) foi realizada a quantificacdo da
capacidade proliferativa das células tratadas e ndo tratadas. Para isso, determinou-se as taxas
de crescimento (Figura 12, Tabela 2), que representam o nimero de vezes que as células se
duplicam em um dia e o tempo de duplicacdo da populacdo (Tabela 3), que revela o tempo
necessario para dobrar o nimero de células no cultivo, ambos estabelecidos ap6s 72h de
incubacéo.

Os resultados revelaram que a linhagem HFF-1 quando tratada com AgNPs apresentou
taxas de crescimento constante em todas as concentracdes quando comparada ao controle
(Figura 12A e Tabela 2). Em contraste, para as celulas U87, a taxa de crescimento diminuiu
para ~16%, ~32%, ~29% e ~38%, apds o tratamento com 12,5; 25, 50 e 100 pg/mL de
AgNPs, respectivamente (Figura 12B e Tabela 2). A linhagem DU-145 quando tratadas com
as AgNPs apresentaram diminuicdo progressiva da taxa de crescimento de acordo com o
aumento das concentracGes. No entanto, essas reducdes foram significativas a partir de 12,5
ug/mL, com reducdes de ~6% em 12,5, ~13% em 25 pg/mL, chegando a ~18% e ~26%, com
0 uso das concentragdes mais altas de 50 e 100 ug/mL (Figura 12C e Tabela 2).

51



Taxa de crescimento (dias™)

HFF-1

T T T

S H OO
,\‘),*(]/(’)\'Q

Concentragéo (pg/mL)

Taxa de crescimento (dias™)

(0
00&

& ©
N3

us7

%k Kk
%k kk
*okokok

T T
NS TP N A BN B
PP g PSS

Concentrag&o (Hg/mL)

Taxa de crescimento (dias'l)

&
&

©
N3

DU-145

%k kk

N L L L

*okkok

NN > BN BV BEPA N SN
0_;9/ "0(]/ Ng oo \'Q
Concentrag&o (ug/mL)
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Tabela 2 — Taxa de crescimento (f) de células humanas tumorais e ndo tumorais tratadas com
AgNPs.

Tratamento (ug/mL) HFF-1 us87 DU-145

Controle 4,08 2,81 2,66
1,56 4,10 2,78 2,67
3,125 4,09 2,86 2,62
6,25 4,06 2,86 2,59
12,5 4,11 2,35 2,49

25 4,08 1,90 2,32
50 4,08 1,98 2,18
100 4,05 1,75 1,98

Como descrito na Tabela 3, em relacdo ao tempo de duplicacdo a linhagem néo
tumoral HFF-1 ndo teve o tempo de duplicacdo afetado pelos tratamentos com AgNPs e se
manteve constante durante todo o tratamento. Por sua vez, os tempos de duplicacdo para a
célula tumoral U87 diminuiram levemente (~2%) para as concentracbes de 3,125 e 6,25
pug/mL e aumentaram ~19% para a concentracdo de 12,5 ug/mL. O tempo de duplicacdo
aumentou cerca de 48% e 41% nas concentragoes de 25 e 50 pg/mL, respectivamente, e
chegou a ser aproximadamente 60% maior na concentracdao de 100 pg/mL em relacdo ao
controle.

O TDDP de DU-145 quando tratado com até 6,25 pg/mL de AgNPs ndo apresentou
alteracoes significativas. Porém, na concentracdo de 12,5 pg/mL foi ligeiramente maior (~7%)
em relagdo as células ndo tratadas, enquanto o tratamento com 25, 50 e 100 ug/ml aumentou

em ~15, ~22 e ~34%, respectivamente.



Tabela 3 — Tempo de duplicagdo (TDDP) de células humanas tumorais e ndo tumorais

tratadas com AgNPs em horas.

Tratamento (ug/mL) HFF-1 us87 DU-145

Controle 4,08 5,95 6,26

1,56 4,05 5,97 6,22

3,125 4,07 5,83 6,34

6,25 4,09 5,81 6,43

12,5 4,04 7,08 6,68

25 4,08 8,77 7,19

50 4,07 8,41 7,63

100 4,11 9,54 8,39

5.4 Eficacia dos tratamentos com AgNPs a partir da determinacéo do 1Csp

Com base nos dados obtidos no ensaio de proliferacdo realizados através da HCA,

foram calculados os valores de 1Cs para cada uma das linhagens celulares (HFF-1, U87 e

DU-145). Como o ICs representa a concentracdo necessaria para inibir 50% da proliferacao

celular, quanto menor for o valor do ICs, mais sensiveis sdo as linhagens ao tratamento com

AgNPs. Sendo assim, os dados do ICsp mostrados na Tabela 4, sdo considerados um
parametro indicativo de eficacia de tratamentos com NPs (HOLMES et al., 2015; RAO &

BOOMINATHAN, 2016).

Tabela 4 - 1Csp (ug/mL) calculado de acordo com cada tratamento em HFF-1, U87 e DU-145.

Tempo (h) 1Cs0 HFF-1 1C5o U87 1C50 DU-145
24 ND 46,04 75,53
48 ND 16,97 96,56
72 ND 12,16 26,19

ND = ndo determinado
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Os valores de 1Cso para HFF-1 em 24h, 48 e 72h n&o puderam ser determinados devido
ao numero final de células contadas apds os tratamentos terem sido semelhantes ao nimero
inicial de células do controle, ndo havendo inibicdo de 50% da proliferacdo celular, sendo
representados por ND (ndo determinado). O 1Cso dos tratamentos em 24h para U87 foi de
46,04 pg/mL e para DU-145 foi de 75,53 ug/mL. Os demais valores de 1Csy obtidos através
dos ensaios de proliferacdo para a linhagem U87 tratadas com as AgNPs, foram de 16,97 e
12,16 pg/mL em 48 e 72h respectivamente. Ja a linhagem DU145 obteve em 48 e 72h os
valores respectivos de 96,56 e 26,19 ug/mL.

5.5 Quantificacdo do contetdo de DNA e &rea dos nucleos celulares

A fim de verificar se as AgNPs afetaram a area nuclear e causaram a degradacdo do
DNA as linhagens tratadas e ndo tratadas foram analisadas por HCA. Esse método € utilizado
para uma quantificacdo indireta do contetdo de DNA por fluorescéncia (ANGUISSOLA et
al., 2014). Os dados referentes a area do nucleo e intensidade de fluorescéncia do sinal de
DNA atraves do marcador DNA Hoechst foram calculados automaticamente pelo software de
andlise utilizado na segmentacdo dos nucleos. A Figura 13 mostra os dados de area e
fluorescéncia nuclear da linhagem ndo tumoral e das linhagens tumorais tratadas com AgNPs.

A linhagem HFF-1 quando tratada com AgNPs ndo sofreu modificacfes na area nuclear
em nenhumas das concentracfes utilizadas quando comparadas ao controle (Figura 13A). A
linhagem U87 quando tratada por 24h sofreu reducdo significativa somente na maior
concentracdo utilizada (100 pug/mL). Entretanto, quando tratadas em 48 e 72h apresentaram
reducdes em todas as concentracfes, chegando a uma reducdo maior na concentragdo de 100
ug/mL cerca 44% e 63% menor (em 48 e 72h respectivamente) quando comparada ao grupo
controle (Figura 13C). A linhagem DU-145 apresentou comportamento semelhante a U87 em
relacdo a area dos ndcleos, em 24h obteve diferencas significativas de reducdo em relacdo as
celulas ndo tratadas somente nas maiores concentragdes (25, 50 e 100 ug/mL). No entanto,
apresentou reducdes em todas concentracdes a partir de 48h, sendo a maior reducdo de ~35%

em 48h e ~58% em 72h de tratamento com a contragdo de 100 pg/mL (Figura 13E).
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Figura 13: Area e intensidade de fluorescéncia nuclear das linhagens HFF-1, U87 e DU-145. (A) e (B)
HFF-1 cultivadas por 72h com AgNPs. (C) e (D) U87 cultivadas por 72h com AgNPs. (E) e (F) DU-145
cultivadas por 72h com AgNPs. Todas as linhagens foram tratadas com concentracGes entre 1,56 e 100pg/mL. *
P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 (Anova Two-way).

O grafico referente a intensidade de fluorescéncia do nucleo mostra que a célula HFF-1
(Figura 13B) apresentou pouca redugdo em todas concentracdes testadas apds 72h de tratamento
em relagéo ao controle, sendo a maior redugdo observada nos tratamentos com 25 e 100 pg/mL
(~24% menor). A linhagem U87 (Figura 13D) sofreu grandes reducdes na fluorescéncia em

todas as concentracbes ap6s o tratamento, alcancando reducBes mais altas de
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aproximadamente 61% com 100 ug/mL em 24h, 80% com 25 pg/mL em 48h ¢ 87% com
3,125; 6,25; 50 e 100 pg/mL em 72h. O gréfico referente a linhagem DU-145 (Figura 13F)
também mostra reducdes na intensidade de fluorescéncia dos ndcleos em todas as
concentragfes testadas, no entanto, os valores oscilam em fungdo da concentracao,
apresentando uma maior reducdo em ~46% com 50 pg/mL em 48h, ~59% com 25 ug/mL em
48h e ~72% com 25 pg/mL em 72h.

5.6 Viabilidade celular por MTT

A relacdo da concentracdo de AgNPs com a viabilidade das células utilizadas foi
avaliada por meio da técnica colorimétrica MTT com o auxilio de um espectrofotdmetro. Os
resultados demonstraram que a viabilidade celular da linhagem ndo tumoral HFF-1 (Figura
14A) se manteve proxima ao grupo controle quando cultivada nas concentragdes de 1,56 a 25
ug/mL. No entanto, apresentaram um percentual de viabilidade menor no tratamento com as
concentragdes de 50 ¢ 100 ug/mL, com redugdes de 18% e 30%, respectivamente, em relacéo
as celulas ndo tratadas. A linhagem U87 apresentou viabilidade celular (Figura 14B) sem
alteracdes quando tratada com as concentragdes de 1,56 pg/mL de AgNPs. Diferentemente de
HFF-1, a viabilidade celular de U87 foi reduzida de forma decrescente com o aumento das
concentragdes utilizadas, apresentando percentual de células viaveis de 19%, 22%, 60%, 65%,
76% e 79% menor em relacdo ao controle quando estas células foram tratadas com as
concentracdes de 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pug/mL de AgNPs, respectivamente. O
tratamento de DU-145 com as nanoparticulas também manteve percentual de viabilidade
similar ao controle nos tratamentos com as concentragdes de 1,56 e 3,125 pg/mL. No entanto,
proporcionou significativo aumento do percentual de células viaveis de DU-145 quando
comparada ao controle: 25%, porém, apenas na concentracdo de 6,25 pg/mL (Figura 14C).
Em contrapartida, as células da linhagem sofreram reducdes significativas, em relacdo ao
controle, em todas as concentracGes apds o tratamento tanto com AgNPs a partir de 12,5
ug/mL. A reducdo na viabilidade em relagdo ao grupo controle chegou a 25% para as células
tratadas com 12,5 pg/mL, 39% para tratadas com 25 pg/mL, 75% para as células tratadas 50
ug/mL e 63% para o tratamento com 100 pg/mL de nanoparticulas. Os resultados
demonstraram que a linhagem U87 foi a que apresentou o maior efeito de reducdo na

viabilidade celular ao ser tratada com AgNPs.
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Figura 14: Ensaio de viabilidade por MTT de células humanas tumorais e ndo tumorais. (A) HFF-1
cultivadas por 48h com as AgNPs. (B) U87 cultivadas por 48h com as AgNPs. (C) DU-145 cultivadas por 48h
com as AgNPs. Todas as linhagens foram tratadas com concentragdes entre 1,56 e 100pg/mL. * P <0,05, ** P
<0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 (Anova One-way).

58



5.7 ICs e indice de seletividade dos ensaios de viabilidade

Através dos valores da viabilidade avaliada por MTT foi possivel calcular valores de
ICso para as linhagens HFF-1, U87 e DU-145. O ICsq calculado para a linhagem HFF-1,
tratada com as AgNPs obtido foi de 233,70 ug/mL, a linhagem U87 apresentou no valor de
ICs0 de 14,30 pg/mL e a linhagem DU-145 obteve valor de 1Cso de 35,67 ug/mL (Figura 15).

Com os dados obtidos através do calculo de 1Cso, foi medido o indice de seletividade
(IS) do tratamento e o valor obtido para U87 foi de 15,27 e para DU-145 o indice de 6,55
(Tabela 5). Mostrando que a concentracdo necessaria para impedir o crescimento das células
U87 e DU-145 é 16,34 e 6,55, respectivamente, vezes menor do que a correspondente para
causar o mesmo efeito nas células ndo tumorais (HFF-1). Os resultados obtidos (1S>1)

indicam um tratamento seletivo.

Tabela 5: ICsp e indice de Seletividade (IS) calculado de acordo com a viabilidade realizada
através da analise de MTT em HFF-1, U87 e DU-145 apds o tratamento com AgNPs.

Células 1Cso IS

HFF-1 233,70 -
ug7 14,30 16,34

DU-145 35,67 6,55
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Figura 15: 1Cs, calculado de acordo com o ensaio de MTT nas linhagens tumorais e ndo tumorais. (A)

HFF-1, (B) U87 e (C) DU-145 cultivadas por 48h com concentra¢des entre 1,56 e 100 pg/mL de AgNPs.
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5.8 Viabilidade celular por HCA

A viabilidade celular também foi determinada por HCA com a utilizagdo do iodeto de
propidio (Pl). Como pode ser observado na Figura 16A, a linhagem ndo tumoral HFF-1
quando tratada com AgNPs por 48h, sofreu reducdo da viabilidade apenas na concentracgao de
100 pg/mL (20%). A linhagem U87 (Figura 16B) sofreu reducgdes significativas na
viabilidade nas concentracfes a partir de 12,5 pg/mL, apresentando um percentual de redugéo
de 21,1% em 12,5 pg/mL, 25,3% em 25 pg/mL, 18,4% em 50 pug/mL e a maior reducdo de
30% na concentracdo 100 pg/mL. Na linhagem DU-145 também ndo se observou perdas
significativas da viabilidade no tratamento com as concentragdes de 1,56, 3,125 e 6,25
pg/mL. No entanto, houve reducdo no tratamento com as concentracdes de 12,5, 25, 50 e 100
pg/mL, sendo 31,0; 30,9, 41,1 e 52,1%, respectivamente (Figura 16C).
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Figura 16: Ensaio de viabilidade por HCA de células humanas tumorais e ndo tumorais. (A) HFF-1
cultivadas por 48h com as AgNPs. (B) U87 cultivadas por 48h com as AgNPs. (C) DU-145 cultivadas por 48h
com as AgNPs. Todas as linhagens foram tratadas com concentragdes entre 1,56 e 100pg/mL. * P <0,05, ** P
<0,01, *** P <0,001, **** P < 0,0001 (Anova One-way).
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5.9 Produgéo de ROS

Para avaliar se as nanoparticulas de prata induzem alguma alteracdo na producéo de
ROS, as células receberam tratamento com AgNPs na concentracdo de ICys, ICsp € 1C75 para
as linhagens HFF-1 (1C35 = 116,85 pg/mL, 1Cs0 =233,70 pg/mL e 1Css = 350,55 pg/mL) e U87
(ICys = 7,15 pg/mL, 1Cs0 = 14,30 pg/mL e IC75 = 21,45 pg/mL) e marcadas com DHE, ap6s
48h foram analisadas por HCA. Os resultados mostram que em ambas as células a producgéo
de ROS ndo sofreram alteracfes significativas e mantiveram um percentual préximo ao

controle (Figuras 17 e 18).

Controle IC,5 ICs, IC5

HFF-1

U87

Figura 17: Imagens representativas da anélise da produc@o de ROS em linhagens celulares tumorais e
nao tumorais. As linhagens (A) HFF-1 e (B) U87 cultivadas por 48h com concentracGes de ICys, I1Cso € IC75 de

AgNPs. Fotomicrografias obtidas por microscopia de fluorescéncia de células submetidas a ensaio com

dihidroetidio (DHE) ap6s interacdo com as AgNPs. As barras de escala equivalem a 70 um.
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Figura 18: Analise da presenca de ROS nas linhagens tumorais e ndo tumorais. As linhagens (A) HFF-1 e

(B) U87 cultivadas por 48h com concentragdes de ICys, 1Csq € IC75 de AgNPs.

64



6. DISCUSSAO

Recentemente, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) divulgou que o nimero de
pessoas diagnosticadas com cancer em 2020 foi de 19,3 milhdes, com cerca de 10 milhdes de
obitos. Estima-se que os casos de cancer no mundo aumentem em 60% até 2040, causando
um namero ainda maior de mortes (OMS, 2021). Esses dados sdo alarmantes, levando em
consideracdo que agentes quimioterapicos convencionais diversos atualmente usados em
diferentes tipos de cancer, apesar de eficazes, podem ter acdo limitada devido a resisténcia aos
medicamentos, toxicidade e efeitos colaterais graves (BERGAMINI et al., 2019).

Além destes fatores, a alta possibilidade de desenvolvimento de metéstases e o0 risco
de contrair doencas infecciosas vém a ser um motivo de preocupagdo, pois pacientes
imunodeprimidos, geralmente contraem infeccdes durante os tratamentos quimioterapicos,
provenientes de infeccdes derivadas de bactérias, o que geram muitas complicagdes podendo
levar o paciente a morte (BERGAMINI et al., 2019). Portanto, é indispensavel a investigagdo
e desenvolvimento de novas tecnologias que sejam capazes de prevenir infeccfes e tratar o
cancer ao mesmo tempo, que ajam de forma mais eficiente para evitar efeitos colaterais
sistémicos, além de reduzir o tempo de tratamento (NASIR et al., 2021).

Um grande numero de agentes terapéuticos e de diagnostico baseados em
nanomateriais vém sendo estudados e desenvolvidos, tanto para o tratamento do cancer,
quanto para sua prevencdo e diagnostico. Tratamento direcionado, hipertermia, terapias
fotodinamicas e genéticas sdo alguns dos tratamentos de cancer que vem sendo desenvolvidos
com base na nanotecnologia, e isso sO esta sendo possivel devido a biocompatibilidade de
muitos nanomateriais (WEI et al., 2021). Dentre esses materiais, a maioria dos estudos na
area de oncologia empregam as NPs como carreadores de farmacos ou se valem de suas
propriedades térmicas para ensaios diagnosticos, no entanto pouco se discute sobre o papel
das NPs ndo revestidas no tratamento oncoldgico.

Nanoparticulas a base de ouro, platina e prata ja sao usadas em estudos relacionados a
oncologia, porém a prata se destaca como promissora nas terapias antitumorais (POON et al.,
2020). 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 importantes como por exemplo, a capacidade de liberacdo de ions Ag+,
caracteristica que influencia diretamente no efeito citotoxico das nanoparticulas contra

microrganismos e células de organismos multicelulares (REIDY et al., 2019). Além de sua
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capacidade de transportar drogas, a toxicidade intrinseca das AgNPs, mediada pela indugdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), entre outras a¢des, as tornam Uteis como
agentes de tratamento do cancer. 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.

O presente trabalho avaliou o efeito do tratamento com AgNPs na proliferacédo e
viabilidade de linhagens de células humanas, com o intuito de verificar se as células séo
afetadas pelas nanoparticulas de prata. Para isto, foram utilizadas nanoparticulas de prata
previamente descrita pelo grupo: AgNPs de 15 nm sintetizadas quimicamente e caracterizadas
por Espalhamento Dindmico De Luz (DLS), que mostraram a maior parte das AgNPs
apresentaram diametro medio de 14 £3,97 nm; Microscopia Eletrénica de Transmisséo
(MET), demonstrando que as nanoparticulas possuem formato majoritariamente esférico;
Energia Dispersiva de Raios X (EDS) forneceram um espectro que confirmando a presenca de
atomos de prata (prata metalica) e por Difracdo de Raios X (DRX) onde foram encontradas
nanoparticulas de natureza cubica de face centrada, estrutura cristalina caracteristica de
AgNPs (ISMERIO, 2021).

Para a realizacdo dos ensaios in vitro as curvas de crescimento foram feitas para
determinar a melhor densidade celular para serem utilizadas nos ensaios. Pois & essencial
familiarizar-se com o ciclo celular de crescimento de cada linhagem celular, uma vez que,
diferentes tipos celulares e também células em diferentes fases se comportam de maneira
distinta em relacdo a proliferacdo, atividade metabdlica entre outros fatores. De acordo com o
descrito por LEICA (2021), as culturas de células aderentes devem ser mantidas com
confluéncia entre 70-80% (subconfluéncia), ou seja, em fase log para garantir o crescimento
celular adequado e a salude das células. Sendo assim, tendo em vista a duragcdo dos ensaios de
proliferacdo e viabilidade, 72h e 48h, respectivamente, além do tempo de incubacdo para
adesdo na placa de 96 pocos, ndo € ideal que o poco esteja com alta ou baixa confluéncia de
células a partir do primeiro dia 0 que poderia inibir a replicacdo ou até mesmo levar a morte
das células. Com isso, apOs a realizacdo dos ensaios de curva de crescimento, as
concentracdes determinadas para o plaqueamento de células para as analises foram 10* para a
HFF-1 e 10° para U87 e DU-145.

Apbs a definicdo da densidade celular a ser utilizada, a proliferacdo celular, a
viabilidade e a producgdo de espécies reativas de oxigénio, foram avaliadas através do método

a andlise de alto conteddo (HCA). Técnica que vem sendo muito usada no campo da biologia
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do cancer e sua principal aplicacdo tem sido a descoberta de drogas e nesse trabalho foi
utilizada em substituicdo aos métodos tradicionais, com objetivo de aumentar a sensibilidade
da analise de muitas amostras, reduzindo o tempo e minimizando avaliagdes tendenciosas do
operador (GARVEY et al., 2016; EUGENIO et al., 2018).

A literatura mostra que células tumorais tratadas com nanoparticulas de prata
apresentam reducdo na taxa de crescimento, bem como na viabilidade celular.
VELENZUELA et al., (2019), por exemplo, mostraram 72% de inibig&o celular proliferagdo
de melanoma. Outro estudo utilizou AgNPs formadas que exibiram atividade antiproliferativa
contra células de cancer de mama, células MCF-7 (JACOB et al., 2017). Células de
adenocarcinoma gastrico (AGS) tratadas com concentragdes entre 5 e 20 pg/mL de
nanoparticulas de prata apresentaram reducdo dose-dependente na viabilidade celular e
alteracdes na morfologia celular e nuclear, incluindo a fragmentagédo e condensacdo do DNA
(PATIL et al., 2017). GONZALEZ-BALLESTEROS et al., (2019), mostram ainda que
células de diferentes linhagens podem responder de forma diferente a tratamentos com
nanoparticulas. No presente trabalho também observamos efeitos diferentes dentre as
linhagens avaliadas e os resultados obtidos revelaram que os tratamentos com nanoparticulas
de prata ndo induziram alteracGes significativas na proliferacdo celular da linhagem HFF-1,
exceto quando exposta a concentracdo mais alta de AsNPs (100 ug/mL) por 24h, onde
apresentou ligeira reducdo no crescimento (limitado a 16,50%). Oliveira et al., (2018) mostra
como as linhagens fibroblastos (HFF-1) sdo importantes modelos celulares para variadas
aplicacdes biomédicas e laboratoriais da cultura de células: como células alimentadoras para o
cultivo de células-tronco embrionarias humanas, em co-cultura com outros tipos celulares,
para obtencdo de células-tronco pluripotentes induzidas, em cultura viral, em estudo da
patogénese de outros microrganismos, em estudos variados de fisiologia celular e interacdes
celulares e principalmente para testar a toxicidade e efeito de substancias em células normais,
especialmente a toxicidade de possiveis drogas antineoplasicas.

As linhagens tumorais apresentaram diminuicdo significativa na proliferacdo em
ambas as células (U87 e DU-145), onde U87 chegou a uma inibicdo de 89,30%, apresentando
ICso = 12,16 pg/mL e DU-145 diminuiu a proliferagdo em 76,74%, apresentando 1Cso = 26,19
ug/mL apos 72h de tratamento. Os resultados mostraram um 1Cso que se mantém até 48h e
diminui em ap6s 72h em DU-145 e na linhagem U87 o ICso reduz com 0 aumento do tempo
de tratamento, além de se apresentar muito menor nas células tumorais em relacéo as células

HFF-1. Indicando que houve uma eficiéncia de tratamento em funcdo do tempo e para as
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celulas tumorais os tratamentos mais eficientes foram em 72h. Esses valores de reducdo da
proliferagdo foram préximos ao que MAJID et al., (2021) encontrou com AgNPs em células
MCF-7 (cancer de mama) de quase 75% também apo6s 72h com ICsp = 18,05 pug/mL e quase
65% para células HeLa (cancer cervical) com ICso = 21,69 pg/mL pelo mesmo periodo de
tratamento (72h). Porém, as mais baixas concentracfes de AgNPs utilizadas (até 6,25 pg/mL)
pareceram induzir proliferacdo em também em ambas as células tumorais em 48h. Alguns
estudos na literatura relatam que NPs podem causar a inducdo da proliferacdo em células
humanas. Isso pode ocorrer tanto em células tumorais quanto ndo tumorais, ap6s serem
tratadas in vitro utilizando diferentes tipos de nanoparticulas, incluindo nanoparticulas
metalicas, como as AgNPs. HU et al., 2019 observou este efeito em células tronco
mesenquimais (MSCs) quando foram tratadas com AgNPs a uma concentracdo de 4 pug/mL,
as células dobraram o nivel de proliferacdo, quando comparado com o controle, ap6s 48h de
cultura. O mesmo foi visto por STHIIJNS et al. (2017) em celulas de carcinoma pulmonar -
A549 com doses de 2,5 e 5 pg/mL de AgNPs. O estimulo de crescimento foi observado em
todos os casos em que as células foram tratadas com baixas concentra¢Ges de nanoparticulas.
O estimulo do crescimento deve ser melhor estudado e pode ser perigoso na administracdo de
NPs em pacientes durante tratamentos meédicos, assim como o cancer, tendo em vista a
possibilidade de ocorrer um efeito acidental indesejado, isto €, a inducdo da proliferacéo.
Apesar desse leve aumento na proliferacdo, o TDDP, que é amplamente utilizado para
quantificacdo de crescimento tumoral, foi mantido nas células HFF-1 e aumentou quase 2
vezes nas linhagens U87 e DU-145 apds 72h de interacdo das células com as 100 pg/mL de
AgNPs. Contudo, nas células tumorais os dados obtidos serviram para mostrar uma inibicdo
da proliferacdo e um TDDP que aumentam em funcdo do aumento da concentracéo de AgNPs
e uma taxa de crescimento que diminui. Esse comportamento dose-dependente ja foi descrito
anteriormente por outros autores, BETHU et al., (2019), por exemplo, mostraram inibicao
dose-dependente da proliferacdo de diferentes células cancerigenas, incluindo DU145 e PC-3
(linhas celulares de carcinoma de prostata humano), SKOV3 (carcinoma de ovario humano) e
A549 (adenocarcinoma de pulmédo humano), ao serem tratadas com AgNPs esféricas, com 0s
tamanhos variando entre 10-30 nm. Contudo, os resultados obtidos com o ensaio de
proliferacdo indicam que a linhagem ndo tumoral HFF-1 apresenta menos sensibilidade ao
tratamento com AgNPs, em relacdo as células tumorais U87 e DU-145, que apresentaram

maior diminui¢cdo no nimero de células e interferiram de forma mais acentuada na taxa de
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crescimento e no tempo de duplicagdo em concentra¢des iguais ou acima de 12,5 pg/mL de
AgNPs utilizadas nesse estudo.

A degradacdo do DNA é outro fator evidenciado em células tratadas com AgNPs
(ADEYEMI et al.,2020), com isso, ensaios de fluorescéncia sdo utilizadas para saber se houve
degradacdo do DNA (CARRIERE et al.,2017; MAKI et al., 2020; RAWLINSON et
al.,2010). ANGUISSOLA et al. (2014) testaram a potencial citotoxicidade induzida por
nanoparticulas poliestireno modificado com amina de 50 nm (PS-NH;NPs) em linhagens de
diferentes tipos de o6rgdos: astrocitoma humano (1321N1), neuroblastoma humano
(SHSY5Y), carcinoma hepatocelular humano (HepG2), rim embrionario humano (HEK293) e
células de adenocarcinoma alveolar humano (A549), utilizando diversos parametros de HCA
com o uso de corantes fluorescentes com espectros de excitacdo/emissdo. Para avaliar
diferentes parametros, entre eles, as mudancas na morfologia nuclear, onde apds tais
avaliacOes todas a linhagens celulares apresentaram diminuigédo da area nuclear, um indicativo
de condensacdo nuclear. Segundo RAWLINSON et al. (2010), esse encolhimento celular e a
condensacdo da cromatina sdo marcadores de apoptose. O aumento na area celular esta
associado ao inchago nuclear como indicativo de necrose. Além disso, 0 aumento da
intensidade nuclear indica um aumento na permeabilidade da membrana plasmatica (PMP)
permitindo que mais corantes entrem na célula. E a diminuicdo dessa fluorescéncia indica
danos no DNA (degradacdo do DNA) (ANGUISSOLA et al., 2014). No presente estudo, 0s
resultados indicam que a linhagem HFF-1, ndo sofreu alterac6es significativas na area nuclear
e pouco perda da intensidade fluorescéncia dos conteudos de DNA, indicando que ndo
houveram danos ao DNA dessas células. Em contrapartida, as linhagens U87 e DU-145
sofreram reducdes na area do nucleo, bem como no contetido de DNA, indicando haver danos
no DNA (fragmentacdo do DNA) e possivel condensacdo nuclear, devido a morte por
apoptose dessas células como efeito do tratamento com as AgNPs.

O ensaio de viabilidade celular é um dos primeiros passos para investigar a toxicidade
de um material na area da satde. Sdo fundamentais para a observacdo da acdo de diferentes
nanomateriais, pois fornecem informacdes sobre a inducdo da citotoxicidade, em termos de
mortalidade celular (FAYEZ; EL-MOTALEB & SELIM., 2020). HAQUE et al. (2021)
conduziram um ensaio de viabilidade celular usando reagente MTT, para avaliar a
biocompatibilidade de NPs de prata em linhagens celulares normais (CHO, HEK-293T,
EA.hy926 e H9c2) e de cancer (U-87, PANC-1, MCF-7, HeLa e B16F10 ). Os tratamentos

com as NPs ndo mostraram morte significativa de células normais nos tempos testados (24h e
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48h), mesmo em concentraces mais altas, indicando a natureza biocompativel das
nanoparticulas. As NPs se mostraram altamente citotoxico para as células cancerosas de
maneira dose-dependente, as reducbes percentuais para HeLa, MCF-7, PANC-1, U-87 e
B16F10 ap6s 48h de incubacdo foi de 60%, 50-80%, 50-70%, ~80% e 40— 50%,
respectivamente. Os resultados mostraram citotoxicidade maior (cerca de 80%) nas células
U87, pode ser devido a presenca de uma capacidade de direcionamento cerebral. Esse efeito
citotoxico ocorreu também contra as outras linhagens celulares de cancer SKOV3, DU145,
PC-3 e A549 e baixa citotoxicidade contra a linhagem celular normal de mamifero CHO nos
estudos de BETHU et al. (2019). Nesse estudo, avaliou-se a viabilidade das células por dois
metodos colorimétricos com mecanismos celulares diferentes: O ensaio de MTT, ensaio
colorimétrico para usado para avaliar a viabilidade das células por medicdo da atividade
metabolica celular. Baseia-se na capacidade das enzimas desidrogenases encontradas em
celulas metabolicamente ativas reduzir o corante tetrazolio MTT em formazan, que possui
coloracgdo roxa e a analise por HCA, usado para avaliar a viabilidade celular por quantificacdo
de células mortas (HAQUE et al., 2021). Onde utilizou-se o PI, um corante que se intercala
com o DNA dos ndcleos, emitindo luz fluorescente vermelha. Ele penetra livremente nas
membranas celulares de células mortas, mas é excluido das células viaveis (ZHI et al., 2020).
Nos resultados obtidos também observamos efeitos diferentes em cada linhagem celular. As
células HFF-1 apresentaram ligeira perda de viabilidade somente nos tratamentos com a
concentracdo mais alta 100 ug/mL, em ambas as metodologias. Por outro lado, as linhagens
U87 e DU-145 apresentaram reducdes bastante significativas da viabilidade nos métodos
avaliados. U87 apresentou perda de viabilidade celular em concentracfes entre 3,125 e 100
ug/mL, quando testadas por MTT e entre 12,5 e 100 pug/mL, no teste por HCA. O tratamento
de DU-145 mostrou uma reducdo na viabilidade a partir de 12,5 ng/mL de AgNPs, tanto nos
testes de MTT quanto por HCA. Além disso, através do ICsy calculado no ensaio de
viabilidade por MTT, o tratamento com AgNPs se mostrou seletivo para as células tumorais
U87 e DU-145 em relacdo as células ndo tumorais HFF-1.

A biocompatibilidade das células ndo tumorais pode ocorrer devido ao fato da menor
captacdo celular de NPs em comparacdo com a células tumorais, que apresentam a maior taxa
metabolica celular e superexpressao de receptores (HAQUE et al., 2021). Os efeitos mais
pronunciados observados em células tumorais tratadas com nanoparticulas de prata também
podem estar relacionados ao microambiente. MAC EWAN et al. (2010) relatou que as NPs

poderiam responder ao baixo pH (mais acido) extracelular do microambiente tumoral (KATO
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et al., 2013), ja que nanoparticulas de prata podem liberar mais ions Ag* quando em ambiente
acido (PERETYAZHKO et al., 2014). A partir desta descoberta, URBANSKA et al. (2015)
criaram a hip6tese que a liberacéo de ions de prata de AgNPs seria maior nas células tumorais
em comparagdo com células normais, de modo que uma maior liberacdo de ions poderia levar
a uma maior citotoxicidade. Isso explicaria o efeito antiproliferativo diferencial observado
para células tumorais versus células saudaveis.

A geracdo de ROS é um dos mecanismos pelos quais as NPs exercem sua toxicidade.
A producdo celular de ROS pode ser induzida por tratamentos com AgNPs, como
demonstrado por QUAN et al. (2021) em celulas de cancer colorretal (HCT116). As AgNPs
induziram a producdo de espécies reativas de oxigénio, que refletiram na disfuncdo
mitocondrial e respostas ao estresse do reticulo endoplasmatico (RE) através do NOX4 e
levaram a apoptose das células HCT116. O aumento no nivel da geracdo de espécies reativas
de oxigénio por acdo da AgNPs também foi observado em diferentes linhagens celulares, por
exemplo, em células cancer da tireoide (TPC1) (YANG et al., 2020), carcinoma hepatocelular
(HepG2) (RAJ et al., 2020), cancer de mama (MCF-7) (KHADER et al., 2020), cancer de
ovario (SKOV3) (BETHU et al., 2019) e cancer de prostata (DU145) (SINGH et al., 2021).
No presente trabalho, porém, ambas as linhagens (HFF-1 e U87) ndo apresentaram aumento
geracdo de ROS apos os tratamentos com as AgNPs. 1sso porgue, segundo os estudos de
ZHANG et al. (2018), o0 aumento da producdo de ROS é visualizada em maior propor¢do nas
primeiras horas de interacdo das células com as AgNPs, mais precisamente apds 4h de
tratamento. A estabilizacdo da geracdo de ROS foi provavelmente devido a geracdo de ROS
inicial que desencadeou o sistema antioxidante nas células que diminuiram os niveis de ROS
apos as 48h de interacdo. Estes sistemas antioxidantes nas células, incluem principalmente
enzimas antioxidantes e antioxidantes como SOD (superdxido dismutase) e GSH (glutationa)
(POON et al., 2020). Estudos mostraram que a presenca de ROS ativard SOD ou GSH para
manter um equilibrio dindmico entre os niveis de oxidacdo e antioxidantes. A peroxidacdo
lipidica (LPO) desempenha um papel significativo no controle da divisdo celular e é a
manifestacdo do dano oxidativo causado pelas ROS. O GSH, € um importante sequestrador de
radicais livres, desempenha um papel importante na manutencdo do estado redox celular e
protege as células dos danos oxidativos devido as ROS. O estresse oxidativo ocorre quando a
geracdo de ROS excede a capacidade do mecanismo de defesa antioxidante. ROS e estresse

oxidativo danificam a membrana celular, levando a peroxidacédo lipidica. Além disso, danos
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no DNA, morte celular apoptoética, reducdo na geragdo de ATP também sdo induzidos por
ROS, e eventualmente levam a morte celular (POON et al., 2020; NAKVASINA et al., 2021).

Os resultados aqui apresentados demonstraram que as AgNPs sdo promissoras como
agentes antitumorais, uma vez que afetam a proliferacdo e a viabilidade de células tumorais
U87 e DU-145, com minimos efeitos em células ndo tumorais HFF-1. E importante enfatizar
que um maior espectro de tumores que podem ser sensiveis ao tratamento com estas AgNPs,
portanto outros tipos celulares devem ser testados. Além disso, ensaios adicionais com as
linhagens celulares sdo necessarios para investigar melhor os efeitos na proliferacdo
observados. Analises morfoldgicas ajudardo a compreender possiveis mudancgas estruturais
que levaram ao aumento da eficicia dos tratamentos e aos pequenos estimulos da proliferacdo
em baixas concentracdes nos ensaios com AgNPs observado nas linhagens celulares, assim
como, verificar estruturas alvo das NPs dentro das células. Analises ultraestruturais também
podem ajudar a entender os motivos pelos quais as AgNPs sdo mais efetivas em células
tumorais do que em células saudaveis, bem como investigar quais estruturas sdo modificadas

e qual a localizacdo das AgNPs ap0s o tratamento.

7. CONCLUSAO

O tratamento com AgNPs nao interferiu na proliferacdo celular da linhagem HFF-1,

enquanto nas células U87 e DU-145 causou a diminuicdo da proliferacdo, onde as

concentracfes mais altas foram capazes de diminuir de forma mais eficiente a

proliferacdo das linhagens tumorais.

e As taxas de crescimento e o tempo de duplicacdo de HFF-1 ndo foram afetadas pelo
tratamento. Enquanto, o perfil observado nas linhagens tumorais foi a diminui¢do das
taxas de crescimento e o aumento do tempo de duplicacéo celular.

e O tratamento com AgNPs ndo causou diferenca nas areas dos nucleos de células HFF-1,
no entanto causaram pouca diminui¢do da intensidade de fluorescéncia do nucleo. Ja as
células U87 e DU145 sofreram reducdes na area bem como no conteGdo de DNA,
indicando que haver danos no DNA.

e As células HFF-1 foram menos sensiveis ao tratamento em relacdo a viabilidade celular.

J& nas células U87 e DU-145 a viabilidade foi reduzida de maneira efetiva.

Demonstrando seletividade das AgNPs pelas células tumorais U87 e DU-145.
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e As linhagens HFF-1 e U87 ndo apresentaram aumento da geracdo de ROS apds 48h de

interacdo com as AgNPs.
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