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RESUMO

O céncer de pulmé&o é um problema global de satde publica devido a sua alta incidéncia,
prevaléncia e mortalidade. As nanoparticulas de prata (AgNPs) mostram atividade antitumoral
e sdo promissoras para mitigar efeitos adversos e resisténcia medicamentosa que ocorrem em
tratamentos convencionais. No entanto, ha lacunas a serem esclarecidas, como 0s mecanismos
de acdo antitumoral, estabilidade em meios bioldgicos e potencial citotdxico para tecidos
saudaveis. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi de sintetizar e caracterizar AgNPs,
utilizando diferentes protocolos por sintese quimica, visando posterior avaliagdo do potencial
antitumoral em linhagem celular de cancer de pulméo (A549) e o efeito citotoxico em linhagem
ndo tumoral de pulmdo (BEAS-2B). Foram sintetizados oito lotes de AgNPs, sendo
selecionados dois (lotes 02 e 05) com base em critérios de exclusdo (coloracgdo, turbidez e UV-
visivel) e caracterizacdo (MET, DRX, PZ, EDS acoplado ao MEV e NTA). Ao final, dois lotes
de AgNPs (02 e 05) foram selecionados, visto que, apresentaram a coloracdo
amarelada/alaranjada, auséncia de turbidez, banda plasmdnica Unica com absorbancia acima de
1,5 e préxima a 400 nm; o EDS confirmou a presenca de prata, sodio, carbono e oxigénio; o
DLS apresentou boa polidispersdo e tamanho esperado de 30 £ 10 nm; o MET apresentou
morfologia esférica e distribuicdo de tamanho na escala nanométrica; o DRX confirmou a
natureza cristalina das NPs; o PZ demonstrou boa estabilidade ( <-30mV) e o NTA confirmou
a distribuicdo de tamanho dentro da nanoescala. Para avaliacdo antitumoral (10, 25, 50, 75 e
100 pg/mL de AgNPs) os seguintes experimentos foram realizados: impedancia elétrica,
migracdo, MTT, LDH e anexina V/Pl. Ambos os lotes de AgNPs néo alteraram a adeséo e
proliferacdo celular. Por outro lado, houve reducéo significativa da atividade mitocondrial da
A549 exposta ao lote 02 e 05 ap6s 48h nas concentragdes de 100 pg/mL, mantendo-se apds 72h
com IC50 de, respectivamente, 77,68 e 77,61. Para a BEAS-2B lote 02 reduziu nas
concentracBes de 75 e 100 pug/mL, mantendo-se constante ap6s 72 horas com 1C50 de 77,99
pg/mL, enquanto para o lote 05, a reducdo significativa ocorreu em 100 pg/mL apds 48 horas
e, ndo se manteve apos 72 h, indicando possivel toxicidade seletiva. Para A549, ndo ocorreu o
extravasamento de LDH, indicando possivel morte por apoptose que, foi confirmada por
anexina V/PIl em ambos os lotes. Além disso, ndo foi possivel identificar alteracdo no potencial
migratério. Portanto, nossos resultados contribuem para a discussdo sobre o uso de AgNPs
como nanomedicamentos para formulacdo e/ou aprimoramento da terapia contra o cancer de
pulméo, além de auxiliar na promocéo da qualificacdo de nanomateriais.

Palavras-chave: Cancer de pulmé&o; nanoparticulas de prata; atividade antitumoral.



ABSTRACT

Lung cancer is a global public health issue due to its high incidence, prevalence, and
mortality rates. Silver nanoparticles (AgNPs) exhibit antitumor activity and hold promise in
mitigating adverse effects and drug resistance associated with conventional treatments.
However, there are gaps to be addressed, such as the mechanisms of antitumor action, stability
in biological environments, and potential cytotoxicity to healthy tissues. Therefore, the aim of
this study was to synthesize and characterize AgNPs using different chemical synthesis
protocols, followed by evaluating their antitumor potential in lung cancer cell lines (A549) and
cytotoxic effects on non-tumoral lung cell lines (BEAS-2B). Eight batches of AgNPs were
synthesized, with two (batches 02 and 05) selected based on exclusion criteria (coloration,
turbidity, and UV-visible) and characterization (TEM, XRD, ZP, EDS coupled with SEM, and
NTA). Ultimately, two batches of AgNPs (02 and 05) were chosen, as they exhibited
yellow/orange coloration, absence of turbidity, unique plasmonic band with absorbance above
1.5 and close to 400 nm; EDS confirmed the presence of silver, sodium, carbon, and oxygen;
DLS showed good polydispersion and expected size of 30 £ 10 nm; TEM revealed spherical
morphology and size distribution in the nanoscale; XRD confirmed the crystalline nature of the
NPs; ZP demonstrated good stability (< -30mV), and NTA confirmed size distribution within
the nanoscale. For antitumor evaluation (10, 25, 50, 75, and 100 pg/mL of AgNPs), the
following experiments were conducted: electrical impedance, migration, MTT, LDH, and
annexin V/PI. Both batches of AgNPs did not alter cell adhesion and proliferation. However,
there was a significant reduction in mitochondrial activity of A549 cells exposed to batches 02
and 05 after 48h at concentrations of 100 pg/mL, maintaining after 72h with 1C50 of 77.68 and
77.61, respectively. For BEAS-2B, batch 02 reduced at concentrations of 75 and 100 pg/mL,
remaining constant after 72 hours with 1C50 of 77.99 ug/mL, while for batch 05, significant
reduction occurred at 100 pug/mL after 48 hours and did not persist after 72h, indicating possible
selective toxicity. LDH leakage did not occur in Ab49 cells, indicating possible apoptosis,
confirmed by annexin V/PI in both batches. Additionally, no alteration in migratory potential
was identified. Therefore, our results contribute to the discussion on the use of AgNPs as
nanomedicines for lung cancer therapy formulation and/or enhancement, as well as in

promoting the qualification of nanomaterials.

Keywords: Lung cancer; silver nanoparticles; antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento da nanotecnologia e nanociéncia

A Nanotecnologia consolidou uma dinamica de rapido desenvolvimento e aplicagdo
diversificada em virtualmente todos os setores econdmicos, sendo uma realidade observada em
inimeros produtos comercializados (MALIK; MUHAMMAD; WAHEED, 2023). Segundo
dados recentes da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OECD),
prevé-se que o mercado de produtos nanotecnolégicos movimentara cerca de 350 milhGes de
dolares até 2024, estimando-se um crescimento que ultrapasse 1 bilhdo de délares em 2030
(OECD, 2023). No entanto, apesar do termo "rapido” ser frequentemente utilizado para
descrever o surgimento e avango dessa nova area, é crucial reconhecer um historico que remonta
desde a época medieval até os dias atuais, demonstrando uma evolucdo exponencial da

nanotecnologia, conforme exemplificado na figura 1.
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Império Epoca  giplich Von I‘El';}li Feyman  'C  Drexler
Romano  Medieval Hippel 3 )
Séc.Ila.c Sec. XV 1908 1956 1958 1959 1974 1986

Figura 1. Marcos historicos da evolucao da nanotecnologia: demonstracéo de que a nanotecnologia ja vem
sendo discutida e estudada ha mais de um século por diversos cientistas que contribuiram para o desenvolvimento
dessa area na ciéncia.

O termo nanotecnologia s6 passou a ser estabelecido no século XX, porém desde o
Império Romano (século 11 a.c) e da época medieval (século XV) ja ocorriam & producdo de
materiais constituidos por nanoparticulas que atualmente sdo denominados como nanomaterias
(NM). Esses materiais eram produzidos a base de NPs de ouro e prata como, 0s vitrais das
magnificas igrejas da Europa e as tagcas (TONET M.D; LEONEL A. et al., 2019). Dessa forma,
pode-se observar que séculos antes da ciéncia nanotecnoldgica surgir ja havia contato direto
com essa area.

O estudo da nanotecnologia e nanociéncia comecou a ser verdadeiramente estabelecido

e elucidado a partir do conjunto de ideais de alguns cientistas que foram essenciais. Mas, como
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toda descoberta, sempre hd o que se denomina como “pai” ou “o criador” dessa nova ciéncia.
Baseado nisso, o cientista que ficou conhecido como “pai” da nanotecnologia e nanociéncia
foi o Richard Feyman que em 1959 realizou sua famosa palestra intitulada: “There is plenty of
room at the bottom ” (Ha mais espacos la embaixo)(BENSAUDE-VINCENT; SIMON, 2019),
no qual dizia que em um futuro ndo muito distante seria possivel desenhar e construir materiais
atomo-a-atomo, molécula-a-molécula por manipulacéo controlada e organizada (MARQUES,
2014).

Como citado anteriormente, a palestra realizada por Feyman foi baseada no conjunto de
estudos feitos por outros cientistas que também sdo considerados marcantes no
desenvolvimento da nanotecnologia. Dentre esses, destacaram-se cinco grandes pesquisadores:
Paul Erhlich, Arthur Von Hippel, Jack Kilby, Nério Taniguchi e Eric Drexler.

A tabela 1 abaixo destaca cada um desses pesquisadores e como suas participagdes

foram pontuais e fundamentais para o que hoje denominamos de nanociéncia e nanotecnologia.

Tabela 1. Principais cientistas que contribuiram para a evolucdo e elucidacdo da nanotecnologia e
nanociéncia.

Cientistas Ano Contribuicoes

Miniaturizacdo de nanoparticulas com o
Paul Erhlich 1908 intuito de produzir sistemas de drug delivery
(ganhador do prémio Nobel de medicina).

Publicacéo do artigo intitulado “Molecular
Engineering” que remonta a ideia da

Arthur Von Hippel 1956 producdo de matérias a partir de moléculas e
atomos.
Miniaturizacdo de componentes eletronicos
: como resistores e capacitadores em um
Jack Kiby 1958

pequeno pedaco de silicone (ganhador do
prémio Nobel de fisica).
Consolidou o uso do termo nanotecnologia e
definiu como o processo de separacéo,
Norio Taniguchi 1974  consolidagéo e deformacdo de materiais por
moléculas e atomos a partir do artigo “O
conceito basico da nanotecnologia”.

Eric Drexler 1986  Publicacdo do Livro “Enginer of Creation”.

Legenda: Alguns cientistas foram necessarios para o desenvolvimento dessa &rea; no entanto, alguns ganharam
destaque, como os citados acima, devido as suas contribuicfes certeiras para esse campo. Fonte: Adaptado de
TONET M.D; LEONEL A. et al., 2019.
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Além das contribuigdes teodricas desenvolvidas por esses diversos cientistas, um dos
fatores primordiais para o desenvolvimento de uma nova area de estudo cientifico esta ligado
a capacidade de colocar a teoria em pratica e, isso se tornou possivel com a producdo do
Microscopio de Corrente de Tunelamento (STM, do inglés Scanning Tunneling Microscope)
em 1981 que, permitiu a visualizagdo dos atomos individualizados, comprovando dessa
forma, que era possivel realizar a producdo de nanoestruturas a partir da manipulacao dos
atomos (ideia desenvolvida por Arthur Von Hippel e Feyman) (TONET M.D; LEONEL A.
etal., 2019).

A partir do ano de 1986 a nanotecnologia passou a atuar ndo s6 como influéncia
cientifica como também socioeconémica, Vvisto que o estudo dessa area comegou a ser
adicionado nas grades curriculares das escolas/universidades e grandes industrias comecaram
a se aprofundar e realizar cada vez mais a producdo de NM. Além disso, a nanotecnologia e a
nanociéncia sdo conhecidas pela sua alta interdisciplinaridade servindo como mais uma
justificativa do seu aumento em ambientes escolares e académicos (Figura 2) (MARQUES,
2014; SRINIVAS, 2014).

Ciéncias e
Engenharia
dos materiais

Medicina

Nanociéncia e
nanotecnologia

Quimica Fisica

Biologia

Figura 2. A nanociéncia e a nanotecnologia com sua interdisciplinaridade pelas areas fundamentais da
ciéncia e tecnologia: representagdo da convergéncia entre varias areas que compdem grande parte do quadro
cientifico, demonstrando e, consequentemente, justificando o grande crescimento desse setor. Fonte: adaptado de
TONET M.D; LEONEL A. et al., 2019.

Destacando como exemplo o cenério brasileiro, pode-se observar que esse estimulo nas
universidades, escolas e industrias chegaram tardiamente e comecaram a ser colocadas em
pratica apenas a partir de 2006, deixando varias divergéncias no que toca a producdo e
exposicdo a esses NM (BRASIL, 2006, p.56).

Vale destacar também, que a nanociéncia e a nanotecnologia estdo diretamente
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relacionadas, gerando uma correlagdo entre esses dois setores. A diferenca estd no fato de que
a nanociéncia se trata do estudo dos atomos e moléculas, j& a nanotecnologia estuda como
aplicar esses atomos e moléculas para produzir produtos considerados reprodutiveis e uteis para

diversos setores econdmicos (RAFIQUE et al., 2020).

1.2 Nanoparticulas e a Nanotecnologia

1.2.1 Defini¢Ges, peculiaridades e aplicabilidades

Nanoparticulas sdo atomos/moléculas que se encontram na escala denominada como
nanoescala. O prefixo “nano” tem origem etimologica grega do termo nannos e significa
“homem muito baixo” (SUDHA et al., 2018). Este prefixo denota dimensdes fisicas que se
situam na ordem de um bilionésimo de qualquer unidade de medida, exemplificado pelo
nandmetro (nm), adotado como unidade padrdo na nanotecnologia, equivalendo a 10°° metros
(m) no Sistema Internacional de Unidades (SI, do francés: Systéme international d’unités)
(SIZE OF THE NANOSCALE | NANO.GOV, s.d.). A Figura 3 exibe uma escala de
comprimento que proporciona referenciar as dimensdes diminutas dos NM em comparagéo com

macromateriais e micromateriais, incluindo sub-materiais de escala inferior ao nanémetro.
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Figura 3. Escala de comprimento para referenciar os nanomateriais. representacdo de materiais com
tamanhos correspondentes aos macro (milimetro, centimetro e metro), micro (micrémetro), nano (nanémetro) e
sub-materiais (&ngstrom).
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A etimologia da palavra "tecnologia," originada do grego "téchng" (arte ou habilidade)
e "logia" (estudo ou conhecimento), delineia sua definicdo como o estudo e a aplicacédo pratica
do conhecimento. Este conceito transcende diversas areas, incluindo a nanotecnologia, na qual
se destaca a aplicacdo de nanoparticulas para a producdo de NM reprodutiveis em varios setores
socioecondmicos (ANTUNES FILHO; BACKX, 2020; SINGH et al., 2021).

Em termos normativos, a Organizacgdo Internacional de Normalizacgdo (ISO, do inglés:
International Organization for Standardization) define nanoparticulas como particulas com
dimensdes externas na escala nanométrica, ou seja, entre 1 e 100 nanémetros e, nanotecnologia
como a aplicacdo da ciéncia, engenharia e tecnologia para manipular e controlar a matéria em
uma escala nanométrica. Em conjunto, definem NM como um material com qualquer dimensao
externa em nanoescala ou possuindo estrutura interna ou estrutura de superficie em nanoescala,
na faixa de tamanho de 1 a 100 nm (ISO - ISO/TS 80004-2:2015 - NANOTECHNOLOGIES
— VOCABULARY — PART 2: NANO-OBJECTS, 2015). De maneira complementar a 1SO,
a OECD delineia NM como um material que contém particulas, em uma forma nao-aglomerada
ou aglomerada, onde 50% ou mais das particulas em nimero, tém pelo menos uma dimenséo
externa na escala de nandmetros, ou seja, entre 1 e 100 nm (EUROPEAN COMMISSION,
2011, p. 39).

Embora a nanotecnologia ofereca diferentes possibilidades de aplicagdo, uma
consideravel parcela da populacdo ndo esta ciente de que algumas nanoparticulas podem ser
sintetizadas para fins nanotecnoldgicos, enquanto outras sdo naturalmente presentes no meio
ambiente ou resultam de reac6es metabolicas em organismos vivos. Portanto, é crucial discernir
que nem toda estrutura ou molécula na escala nanométrica pode ser categorizada como
nanotecnologia (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019)

Dentre as nanoparticulas utilizadas para fins nanotecnoldgicos para a producdo de
diversos NM, pode-se destacar as nanoparticulas metalicas, como ouro e prata, que lideram as
aplicacbes biomédicas, sendo essenciais em diagndstico por imagem, terapia fototérmica e
tratamentos contra o cancer (LEOPOLDO; VECHIO, 2020). Além disso, as nanoparticulas
poliméricas, notadamente as biodegradaveis, sdo fundamentais na medicina, destacando-se na
entrega controlada de medicamentos e em sistemas de liberacdo prolongada (ATHIRA TR; K
SELVARAJU; NL GOWRISHANKAR, 2023). Por outro lado, o grafeno, uma forma de
carbono, assume o protagonismo em eletrdnica avancada, materiais compdsitos e aplicagdes
biomédicas (PRIYA SWETHA; MANISHA; SUDHAKARAPRASAD, 2018). Finalmente,
lipossomas e micelas, representantes das nanoparticulas lipidicas, exercem uma funcao vital em

formulagdes farmacéuticas, viabilizando uma entrega eficaz de medicamentos, terapia genética



23

e imunoterapia (NEVES et al., 2021). Portanto, ha diferentes tipos de nanoparticulas e, como
consequéncia, ha uma grande variabilidade de aplicacbes (MELO et al., 2020; HAROON
ANWAR, 2018).

Essa aplicabilidade do setor nanotecnoldgico se deve ao fato de que os NM podem ser
considerados peculiares quando comparados a outro tipo de produto, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas alteradas em relacdo ao seu material de origem em uma escala
maior, ou seja, ndo pertencente a nanoescala. 1sso ocorre devido a um fendmeno denominado
de efeitos quanticos ou efeitos de tamanho, compostos por alteragdes que ocorrem no tamanho
e na superficie desses NM (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019). Vale salientar que o tipo de
nanoparticula, ou seja, se esta provém de um material composto por ouro, prata, entre outros,
também esta diretamente relacionado as alteracdes que esses NM irdo apresentar (MELO et al.,
2020).

Esses fendmenos quanticos induzem modificacbes nas propriedades eletronicas,
mecanicas, térmicas e opticas do nanoproduto, além de influenciarem a relacdo entre superficie
e volume (LOQS, 2014; CHEN; YAMADA, [s.d]). Tal influéncia se manifesta no aumento
significativo da superficie, decorrente das numerosas unidades individuais de nanoparticulas
em comparagdo com o volume total, resultando em uma consideravel ampliacéo na reatividade
e interatividade com diversas moléculas, incluindo aquelas presentes em meio bioldgico,
intensificando, assim, a interacdo celular (HUPFFER; LAZZARETTI, 2019). Por esse motivo,
aplicacbes biomédicas ganham destaque, principalmente com o uso de nanoparticulas
metalicas, como as nanoparticulas de prata, para o tratamento do cancer (KHURSHEED et al.,
2022).

1.3 Cancer

O céncer é caracterizado pelo crescimento anormal de células, impulsionado por
alteracGes na expressao genética que resultam na desregulagéo da proliferacdo e morte celular
(SETHI, 2021). As células cancerosas exibem uma reproducdo acelerada, formando tumores
malignos, aglomerados de células agressivas e incontrolaveis (RASHID, 2017). Essas células
n&o respondem aos sinais que normalmente controlam o comportamento celular, continuando
a crescer e se dividir de maneira descontrolada. Elas invadem tecidos e 6rgdos normais e,
eventualmente, se disseminam pelo corpo por meio dos sistemas circulatorio ou linfatico, um
processo conhecido como metastase (BERGERS; FENDT, 2021).

A metéstase se inicia com as células cancerigenas adquirindo a capacidade de invadir o
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tecido circundante, rompendo a membrana basal que confina o epitélio. Essas células tumorais,
entdo, penetram nos vasos sanguineos e/ou linfaticos, alcancando o limen desses vasos.
Sobrevivendo ao transporte através desses vasos, as células cancerosas saem da corrente
sanguinea ou linfatica e se organizam em pequenos aglomerados que proliferam no
microambiente de um novo tecido (PITREZ, F. A. B. et al., 2023). Esse processo complexo é
responsavel por mais de 90% das mortes relacionadas ao cancer (ZHANG et al., 2018). Para o
crescimento tumoral e o desenvolvimento da metéstase, é fundamental o recrutamento de novos
Vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes, realizado por meio da angiogénese. Portanto,
os tumores liberam fatores e citocinas para induzir a formagdo de novos vasos, atendendo as
suas necessidades nutricionais e de oxigénio. Esse processo de neovasculariza¢do pode, por
fim, facilitar a metastase (SAMAN et al., 2020; BIELENBERG; ZETTER, 2015).

1.3.1 Epidemiologia Global e nacional

Devido a extensa diversidade de células humanas, diversos tipos de cancer podem ser
acometidos. O impacto global do cancer em 2020, conforme estimativas do Global Cancer
Observatory (GLOBOCAN) elaboradas pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), indicou a ocorréncia de 19,3 milhdes de novos casos de cancer em todo o mundo,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma, que totalizaram 18,1 milhdes. O cancer de
mama feminina liderou como o tipo mais incidente globalmente, com 2,3 milhdes de novos
casos (11,7%), sequido pelo cancer de pulméo, com 2,2 milhdes (11,4%). Outros tipos
significativos incluiram cancer de célon e reto, com 1,9 milhdo (10,0%); cancer de prostata,
com 1,4 milhdo (7,3%); e cancer de pele ndo melanoma, com 1,2 milh&o (6,2%) de novos casos
(Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva - INCA, 2022).

Adentrando em nivel nacional, a estimativa para cada ano no Brasil do triénio 2023-
2025 aponta que ocorrerdo 704 mil casos novos de cancer, sendo o cancer de pele ndo melanoma
0 mais incidente (31,3% do total de casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), prostata
(10,2%), colon e reto (6,5%), pulméo (4,6%) e estdmago (3,1%). Em termos de distribuicdo de
incidéncia regional, o sul e sudeste possuem maior relevancia, visto que equivale a 70% dos
casos de cancer em territorio nacional (INCA, 2020).

A alta incidéncia e prevaléncia global associadas a uma elevada mortalidade (uma morte
a cada seis pessoas esta relacionada ao cancer) ndo sdo os Unicos fatores que fazem do cancer
um alvo exponencial de crescimento de estudo e pesquisa (INCA, 2020). Ha outros

entendimentos que precisam ser levantados: cerca de 70% das mortes por cancer ocorrem em
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paises de baixa e média renda; h4 uma apresentacgdo tardia e o diagnostico e tratamento séo
inacessiveis ou ineficazes e o impacto econémico causado pelo cancer é significativo e
recorrente com gastos em média de 1,16 trilhdes de dolares anuais (OPAS, 2018).

Todos esses fatos associados contribuem na constru¢do dos caminhos necessarios para
diminuir essa carga global do cancer. Para isso, h4 a necessidade de uma andlise critica e
aumento de estudos acerca da prevencdo, melhoria no diagndstico para uma deteccdo precoce

mais eficaz e inovacGes em tratamentos (POMPEU et al., 2021).

1.3.2 Céancer de pulmao

O pulmdo, é um 6rgdo vital do sistema respiratorio humano, apresentando uma estrutura
anatdbmica complexa que desempenha um papel crucial na troca gasosa e na manutencdo da
homeostase do organismo (HADDAD; SHARMA, 2020). O trato respiratorio se divide em
superior (cavidade nasal, faringe e laringe) e inferior (traqueia, pulmdes, brénquios,
bronquiolos e alvéolos), sendo o dltimo (inferior) representado pela Figura 4 abaixo (DE
MATTES, 2017). No organismo humano, ha dois pulmdes, o direito com trés lobos e o
esquerdo com dois. Além de servirem como via de passagem para o ar, as estruturas
respiratorias aquecem, umedecem e filtram o ar antes de atingir os alvéolos (MCKLEROY;
LYN-KEW, 2018).
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Figura 4. Anatomia do sistema respiratério inferior: representacao da integracdo entre as estruturas do sistema
respiratério e anatomia pulmonar. Dentre essas estruturas estdo: traqueia, bronquios, bronquiolos, lobos, costelas,
diafragma, pleura, alvéolos e capilares.
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A estrutura dos alvéolos compreende células endoteliais dos capilares, pneumacitos tipo
I, pneumdcitos tipo I, liquido intersticial e macréfagos alveolares. Cada alvéolo € revestido por
uma Unica camada de epitélio, constituida por dois tipos de células epiteliais: pneumaocitos tipo
| e tipo Il. Os pneumacitos tipo | predominam e formam a superficie alveolar para a troca
gasosa, engquanto os pneumacitos tipo Il estdo localizados nas bordas entre alvéolos adjacentes,
desempenhando o papel de sintetizar e secretar surfactante (RUARO et al., 2021;
SILVERTHORN, 2017).

Além de produzir surfactante, as células alveolares epiteliais do tipo 1l desempenham
papéis fundamentais na manutencdo da funcdo pulmonar e da homeostase, expressando
moléculas imunes e participando na restauracdo de alvéolos danificados. Esse tipo celular é
amplamente investigado em estudos in vitro, visando compreender 0S mecanismos
fisiopatoldgicos de doencas pulmonares, tal qual o cancer de pulméao (RUARO et al.,2021).

O cancer de pulmdo é uma neoplasia complexa e multifatorial, associada a uma
interacdo entre fatores genéticos e ambientais. O tabagismo permanece como o fator de risco
significativo para o cancer de pulmao, onde os carcindgenos presentes na fumaca do cigarro,
como benzo(a)pireno, induzem danos genéticos cumulativos, desencadeando mutagoes
oncogénicas. A exposicao passiva ao tabaco, especialmente em ambientes fechados, também é
um fator de risco reconhecido. Além disso, a exposi¢do ocupacional a carcindgenos, como
asbestos, silica e radonio, contribui para essa suscetibilidade (CONTOH et al., 2019; BREY et
al., 2020).

Os fatores genéticos também desempenham um papel crucial na predisposicao ao cancer
de pulmé&o, com variantes genéticas associadas a muta¢es em genes especificos que regulam
o crescimento celular, reparo do DNA (acido desoxirribonucleico), apoptose e outras funcdes
celulares fundamentais (WANG et al., 2017). Além disso, a polui¢éo do ar, que inclui poluentes
atmosféricos como material particulado e compostos organicos volateis, emerge como um fator
de risco ambiental relevante (BREY et al., 2020).

Os principais tipos de cancer de pulméo sao classificados com base nas caracteristicas
histologicas. As duas categorias principais sao: Carcinoma de Células Nao Pequenas (CCNP)
e Carcinoma de Células Pequenas (CCP), no qual dentro da categoria CCNP a outras
subdivisdes, tais quais: o adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas (WU et al., 2021;
PARKER et al., 2022).

O adenocarcinoma é o tipo mais comum de cancer de pulméo e frequentemente ocorre
em ndo fumantes. Geralmente, desenvolve-se nas extremidades mais distantes dos pulmdes e

pode estar associado a determinadas mutagdes genéticas, como 0 EGFR (Receptor do Fator de
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Crescimento Epidérmico). O carcinoma de células escamosas origina-se nas células escamosas
gue revestem as vias aéreas, sendo diretamente relacionado ao tabagismo, podendo ocorrer no
centro dos pulmdes, proximo aos brénquios (WU et al.,2021). Ja a categoria CCP é menos
comum e estd associada ao tabagismo, sendo definida pelo crescimento rapido e, por
consequéncia, espalha-se precocemente para outras partes do corpo (RIGHI L, VOLANTE M,
PAPOTTI M., 2022).

Por ser uma neoplasia complexa e com diferentes categorias, a fisiopatologia abrange
uma série de eventos moleculares, celulares e microambientais. Em grande parte, associado ao
tabagismo e exposicdo a carcindgenos, o cancer de pulméo inicia-se com danos ao DNA de
células epiteliais pulmonares, desencadeando mutacdes genéticas (CONTOH et al., 2019;
BREY et al., 2020).

Essas mutacOes tendem a afetar genes cruciais, como 0 KRAS (Kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) e o TP53 (tumor protein p53), desencadeando, respectivamente, vias
de sinalizacdo aberrantes que promovem a proliferacdo celular descontrolada e danos na
regulacao do ciclo celular e na resposta a apoptose. Tal cenario propicia o desenvolvimento de
lesOes pré-cancerosas, incluindo displasia e carcinoma in situ, marcando uma fase critica na
progressao do cancer de pulméo (SKOULIDIS; HEYMACH, 2019).

O envolvimento do EGFR é proeminente nesse estagio e, constantemente é mutada em
pacientes com cancer de pulmao. A medida que as mutac@es se acumulam, as células tumorais
adquirem a capacidade de evadir da morte celular por apoptose, evitam respostas imunologicas
e desenvolvem habilidades metastaticas, progredindo para um estagio invasivo (SKOULIDIS;
HEYMACH, 2019).

O microambiente tumoral desempenha um papel significativo na fisiopatologia, visto
que, as células tumorais interagem com componentes da MEC e células estromais. Essa
interacdo promove a angiogénese, no qual, fatores angiogénicos, especialmente o VEGF, séo
secretados pelas células tumorais, promovendo o desenvolvimento vascular, fornecendo assim,
0S nutrientes essenciais para o crescimento tumoral (EMON et al., 2018; WEI et al., 2020).

A formacdo de metéstases é facilitada pela invasao local e disseminacgdo pelo sistema
linfatico e sanguineo. A expressdao aumentada de moléculas de adesdo e metaloproteinases,
juntamente com a capacidade de evadir do sistema imunoldgico, contribui para a disseminacao
metastatica, estabelecendo um estagio critico da progressdo tumoral (EMON et al., 2018; WEI
et al., 2020).

Dependendo da progressao/estagio, os sinais e sintomas sao variados. O estagio inicial

é demarcado pela presenca de sintomas ndo especificos, o que contribui para a detec¢éo tardia
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e desafios no tratamento. No entanto, & medida que a doenca progride, diversos sinais e
sintomas podem se manifestar (WORLD HEALTH ORGANIZATION 2023).

Um dos primeiros indicios relatados € a tosse persistente, que pode variar de seca a
produtiva com expectoracdo sanguinolenta, indicando possiveis lesdes nos tecidos pulmonares.
A dispneia, ou dificuldade respiratéria, € outra manifestacdo comum, resultante da obstrugdo
do fluxo de ar devido ao crescimento tumoral ou ao acimulo de fluido nos pulmdes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION 2023).

A dor no peito, muitas vezes localizada na regido torécica, pode surgir a medida que o
tumor invade estruturas adjacentes ou comprime nervos. A perda de peso inexplicada e a fadiga
persistente sdo sintomas sistémicos que acompanham o avanco do cancer de pulmao, refletindo
a demanda metabdlica aumentada e os efeitos do processo tumoral no organismo. Outros sinais
especificos podem incluir rouquidao, resultado de envolvimento do nervo laringeo recorrente,
e infeccBes respiratorias frequentes devido a comprometimento do sistema imunoldgico.
Ademais, manifestacfes paraneoplasicas, como sindrome de Horner e hipercalcemia, sdo
observadas em alguns casos, destacando a diversidade de apresentacdes clinicas associadas ao
cancer de pulméao (WORLD HEALTH ORGANIZATION 2023).

Esses sinais e sintomas sdo fundamentais para o diagndstico. No entanto, torna-se
necessario uma abordagem abrangente, integrando técnicas avangadas de imagem, avaliacdo
histopatoldgica e, cada vez mais, a aplicacdo de biomarcadores moleculares. A complexidade
do processo diagnostico reflete a diversidade de subtipos histologicos e caracteristicas
moleculares que influenciam a abordagem terapéutica (NOORELDEEN; BACH, 2021;
HARDARDOTTIR H. et al., 2022).

A avaliacdo inicial inclui métodos de imagem, como radiografia de térax e tomografia
computadorizada (TC), que sdo fundamentais para identificar lesbes suspeitas, sua localizacao
e extensdo. Imagens de alta resolug@o proporcionam detalhes que auxiliam na determinacédo do
estagio da doenca e na elaboracdo de estratégias terapéuticas adequadas (NOORELDEEN;
BACH, 2021; HARPARDOTTIR H. et al., 2022).

A confirmacao histopatoldgica por meio de bidpsias € essencial para determinar o tipo
histologico do cancer de pulmdo. A broncoscopia, bidpsias percutaneas e procedimentos
cirtrgicos sdo métodos comuns para obtencdo de amostras. A andlise histoldgica detalhada
permite classificar o cancer em subtipos, como carcinoma de células pequenas e nao pequenas,
cada um com implicagBes especificas no manejo clinico. A incorporacdo de biomarcadores
moleculares, permitem a identificacdo de mutacdes em genes como EGFR, ALK (Anaplastic

Lymphoma Kinase), ROS1(c-ros oncogene 1) e BRAF (B-Raf proto-oncogene,
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serine/threonine kinase), ocasionando uma abordagem mais personalizada, direcionando
terapias-alvo especificas. Em suma, pode-se observar que o diagnostico do cancer de pulméo
inclui uma abordagem integrativa para fornecer um diagnostico preciso, permitindo uma
intervencdo terapéutica mais eficaz e personalizada (NOORELDEEN; BACH, 2021,
HARDARDOTTIR H. et al., 2022).

Apds realizar o diagnostico, e caso 0 paciente apresente cancer de pulméo, o tratamento
precisa ser estipulado de acordo com a individualidade clinica apresentada pelo paciente (tipo
histoldgico e estagio da doenca). As modalidades terapéuticas que podem ser utilizadas incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e terapias-alvo (NOORELDEEN; BACH,
2021; HARDARDOTTIR H. et al., 2022).

Dentre esses tratamentos, a cirurgia, radioterapia e quimioterapia estdo entre os
tratamentos convencionais mais realizados. A cirurgia € comumente considerada para pacientes
com cancer de pulm&o em estagio inicial, quando o tumor é localizado e pode ser removido
cirurgicamente. Procedimentos como lobectomia (remocdo de um lobo do pulmdo) ou
pneumonectomia (remocdo de um pulmao inteiro) podem ser realizados, visando a remogéo
completa do tumor (NOORELDEEN; BACH, 2021; HARDARDOTTIR H. et al., 2022).

A quimioterapia envolve o uso de agentes quimicos para destruir as células
cancerigenas ou impedir seu crescimento. E comumente administrada por via intravenosa e
pode ser usada antes ou ap0s a cirurgia, ou como tratamento principal para canceres avangados.
Dentre os quimioterapicos mais utilizados no tratamento no cancer de pulmao esté a cisplatina.
Esse quimioterapico causa danos ao DNA, inibi¢cdo da divisdo celular e, consequentemente,
apoptose (TENG et al., 2018).

No entanto, a resisténcia a terapias convencionais, como a quimioterapia é uma
caracteristica desafiadora do cancer de pulméo, relacionada a heterogeneidade tumoral e a
ativacdo de vias de sinalizacdo de sobrevivéncia celular, como PI3K (Fosfatidilinositol 3-
quinase) /AKT (proteina quinase B) /mTOR (alvo da rapamicina em mamiferos), que estdo
relacionados com a regulacdo do crescimento, proliferacdo e sobrevivéncia das células
cancerigenas (DENG et al., 2023; SANAEI et al., 2022).

Essa via é ativada por uma variedade de estimulos, incluindo fatores de crescimento,
hormdnios e sinais provenientes do microambiente tumoral. A ativacado resulta na fosforilacdo
e ativacdo da proteina quinase AKT, que por sua vez regula uma série de proteinas e processos
celulares, incluindo a expressdo de genes relacionados a proliferagcdo celular, sobrevivéncia,
metabolismo e angiogénese (DENG et al., 2023; SANAEI et al., 2022).

O mTOR € uma proteina chave na via PIBK/AKT/mTOR e atua como um regulador
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central do crescimento celular, integrando sinais intracelulares e extracelulares para controlar a
sintese de proteinas, 0 metabolismo energético e a proliferacao celular. Sua hiperativacdo tem
sido associada a progressdo tumoral, resisténcia terapéutica e pior prognostico em pacientes
com cancer de pulméo (DENG et al., 2023; SANAEI et al., 2022).

A ativacdo aberrante dessa via pode ocorrer devido a Vérias alteracGes genéticas e
epigenéticas, incluindo mutacdes em genes como PIK3CA (que codifica a subunidade catalitica
alfa da PI3K), AKT1/2/3 e PTEN (um supressor tumoral negativo da via). Essas mutacdes
podem resultar em uma ativacdo cronica da via, promovendo o crescimento descontrolado e a
sobrevivéncia das células tumorais (DENG et al., 2023; SANAEI et al., 2022).

Portanto, hd um aumento crescente da necessidade de novas terapias que visem melhorar
a eficacia terapéutica para o tratamento do cancer de pulméo. Nesse contexto, a nanotecnologia
esta sendo um setor amplamente utilizado. Dentro desse setor, ha uma &rea responsavel pela
producdo de NM diversos para aplicabilidade no setor médico, denominada de nanomedicina.
Dentre os NM produzidos estdo aqueles que visam combater o cancer atraves da melhoria das
terapéuticas tradicionais ou do surgimentode novas (EMANUEL C.S. et al, 2021).

Com a utilizacdo desses NM, podem-se reduzir doses e a incidéncia de efeitos adversos,
além de promover a liberagdo prolongada do fArmaco no seu local de agdo, aumentar o intervalo
entre as doses aplicadas e melhorar a eficacia de obtencdo devido ao direcionamento do farmaco
aos tecidos doentes, associando também, a protecdo simultdnea dos tecidos saudaveis
(POMPEU et al., 2021).

Todas essas funcionalidades listadas acima irdo depender diretamente do tipo deNM
produzido e de acordo com a fungdo desejada. Os NM sintetizados podem ser organicos ou
inorganicos. Os organicos apresentam diversas vantagens, como biocompatibilidade e
biodegradabilidade, baixa toxicidade, dentre outros, bem como a utilizacdo de diversas
plataformas, como lipossomas, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros e micelas, que
protegem o farmaco contra a degradacdo, asseguram a liberacdo controlada, aumentam a
biodisponibilidade e reduzem os efeitos adversos. Ja os inorganicos apresentam vantagens
como tamanho e morfologia controlaveis, propriedades fisico-quimicas, modificacdo da
superficie dentre outros. Vale destacar que as nanoparticulas metalicas e magnéticas se
destacam na producdo desses NM inorganicos (EMANUEL C.S. et al, 2021).

Dessa forma, os NM tém sido bastante estudados e aplicados em sistemas para melhorar
a acdo anticancer de alguns medicamentos, tornando-se desse modo uma ferramenta muito Util

para combate dessa doenca.
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1.4 Aplicagdo de nanoparticulas de prata no tratamento de cancer

As nanoparticulas de prata representam uma area de significativo interesse na
nanotecnologia e tém sido amplamente exploradas em diversos campos de aplicacéo,
destacando-se notavelmente em setores como a nanomedicina para aplicagdo antitumoral
(BEHZADI, S. et al., 2018). E sabido a partir de estudos originados pela nanotoxicologia, que
as interacdes que ocorrem entre as nanoparticulas e células animais s&o muito mais complexas
e diferentes da interacdo com a mesma substancia em maior escala. Essa diferenca esta focada
nas numerosas caracteristicas fisico-quimicas que essas nanoparticulas podem apresentar e, por
isso, o significado de dose toxicoldgica para a nanotecnologia ira levar em consideracGes essas
diferencas peculiares. Dentre essas estdo: maleabilidade, flexibilidade, elevada condutibilidade
elétrica e térmica, atividade catalitica; acdo antimicrobiana frente a bactérias, virus, fungos e
protozoarios (DURAN et al., 2019).

Essa caracteristicas fisico-quimicas estdo diretamente associadas a interacdo celular e,
por consequéncia, as respostas celulares frente a essa interagio (CARLSON et al., 2008; ILIC
et al.,, 2021). A maleabilidade e flexibilidade dessas nanoparticulas, embora ndo sejam
diretamente envolvidas na interacdo celular, desempenham um papel crucial no design de
formulagbes que visam uma entrega precisa de agentes terapéuticos as células-alvo
(GOLCALVES S., 2020). A elevada condutibilidade elétrica e térmica dessas nanoparticulas
destaca-se em terapias fototérmicas, onde a absor¢éo de luz resulta em danos seletivos as células
cancerigenas (KIM et al., 2021).

A atividade catalitica das nanoparticulas de prata pode influenciar a modulacdo de
reacGes bioquimicas intracelulares, apresentando implicacdes em estratégias terapéuticas
direcionadas. Além disso, a acdo antimicrobiana, embora inicialmente explorada para prevenir
infeccbes secundarias, também desempenha um papel na interacdo com células, especialmente
em ambientes tumorais que apresentam complexidade microbiologica (BRUNA et al., 2021).

As caracteristicas de tamanho, forma e carga superficial, sdo determinantes na interacéo
com membranas celulares e processos endociticos. O tamanho das particulas influencia a
internalizacdo celular, enquanto a carga superficial pode afetar a afinidade com membranas
carregadas eletricamente. A relacdo area de superficie/volume, comum em nanoescalas,
aumenta a reatividade e a interacdo dessas nanoparticulas com componentes celulares
(CARLSON et al., 2008; ILIC et al., 2021).

Estudos indicam que a funcionalizacdo de nanoparticulas de prata pode modular

especificamente sua interacdo com receptores celulares, permitindo uma abordagem
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direcionada em terapias antitumorais. Essa capacidade de funcionalizagcdo também contribui
para a estabilidade coloidal, garantindo que as nanoparticulas mantenham suas propriedades ao
longo do processo de administracdo (NASIR A. et al., 2021).

Focalizando na toxicidade das nanoparticulas de prata diante da interagdo com células
animais, evidencia-se seu potencial antitumoral por meio de uma gama abrangente de respostas
celulares. Incluem-se nesse escopo fenémenos como estresse oxidativo, resposta inflamatéria,
modificacGes moleculares, alteragdes no DNA, inibi¢do de crescimento, ruptura mitocondrial e

modificacBes morfoldgicas como pode ser representado na figura 5 abaixo. (REZVANI, 2019).

Entrada por
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Figura 5. Citotoxicidade de AgNPs: respostas celulares frente a interagdo com AgNPs, tais quais: estresse
oxidativo, resposta inflamatdria, modificacdes moleculares, alteragdes no DNA, inibicdo de crescimento, ruptura
mitocondrial e modificagcbes morfoldgicas. Fonte: Adaptado REZVANI, 2019.

Vale ressaltar que, na maioria dos casos a toxicidade é gerada pela combinacdo dos
fatores listados acima. Além disso, ndo sdo todos os tipos celulares que frente a esse contato
irdo expor essas respostas celulares, ou seja, o tipo de célula também é um fator determinante
na toxicidade pelas AgNPs. Ja foram relatados efeitos em células de linfoblastos, cancer de
prostata, endotélio umbilical, células de cancer sanguineo, dentre outras REZVANI, 2019).

O conhecimento acerca da nanotoxicologia das AgNPs contribui diretamente com 0s
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estudos e pesquisas relacionados ao combate contra o cancer, visto que é possivel determinar
as possiveis alteracdes geradas em nivel celular (DURAN et al., 2019). Como listado
anteriormente, sdo inumeras respostas celulares geradas que, de maneira geral, minimizam a
proliferacdo/viabilidade celular, podendo gerar danos irreversiveis favorecendo a inducéo da
célula cancerigena & morte. Portanto, torna-se claro que essas AgNPs possuem alto potencial
antitumoral e, por isso, nos ultimos anos ha um aumento crescente na busca da manipulacdo
dessas AgNPs para aplicacdo médica, com o intuito de gerar melhorias de tratamentos
tradicionais ou no surgimento de novas terapéuticas (CARVALHO LOPES; PEREIRA
TORRES, 2020).

Uma das formas de aplicacao para o combate do cancer dessas AgNPs esta associado a
producdo de NM inorganicos, no entanto, ha barreiras que dificultam essa producéo e estdo
diretamente relacionadas as inUmeras caracteristicas fisico-quimicas apresentadas por essas
nanoparticulas como, alta relacdo superficie/volume e de energia superficial. Essas duas
propriedades favorecem a interacao entre as proprias nanoparticulas ocasionando o surgimento
de aglomerados ou agregados em meios biologicos, dificultando dessa forma, seu uso na area
biomédica (CARVALHO LOPES; PEREIRA TORRES, 2020)..

Além disso, as AgNPs sdo vistas como “corpos estranhos”, diminuindo dessa maneira,
sua biocompatibilidade com tecidos humanos, ocasionando toxicidade tanto em células
cancerigenas como em saudaveis. No entanto, uma das formas de contornar essas barreiras esta
relacionada ao controle que pode ser obtido sobre algumas caracteristicas fisico-quimicas
como: tamanho, forma e componentes de superficie dessas AgNPs através, por exemplo, do
uso de agentes estabilizantes. Além disso, o tipo de sintese e o protocolo estipulado estd
diretamente relacionado as modula¢des que podem ser realizadas (CARVALHO LOPES;
PEREIRA TORRES, 2020).

1.4.1 Sintese

Existem diferentes métodos de sintese que englobam a producdo de AgNPs, e estes se
correlacionam de maneira direta com as propriedades fisico-quimicas apresentadas. A sintese
quimica é uma abordagem amplamente utilizada, envolvendo a reducgdo de ions de prata por
agentes redutores em meio aquoso ou organico (ABBASI E. et al., 2016). Observa-se que a
escolha do agente redutor e as condicdes de reacdo influenciam diretamente nas caracteristicas
fisicas, como tamanho médio, distribuicdo de tamanho e morfologia das AgNPs. Além disso, a

utilizacdo de diferentes agentes estabilizadores pode modular propriedades de estabilidade
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coloidal, aspecto crucial para aplicagdes praticas (KANG H. et al., 2019). O ponto negativo esta
no fato de utilizar reagentes toxicos, levando a preocupacfes ambientais (ABBASI E. et al.,
2016).

De maneira geral, para que a sintese quimica possa ocorrer, ha a necessidade de que
aconteca a reducdo quimica do sal/nitrato de prata, para que em seguida, possa ocorrer a
formacdo da suspensdo coloidal das AgNPs. Para que todas essas etapas sejam estabelecidas,
ha a necessidade dos seguintes componentes: precursor (nitrato de prata), agente de reducéo e
agente estabilizador. A formacdo de solucbes coloidais a partir da reducdo de sais de prata
envolve trés fases que ocorrem em sequéncia: reducdo do ion prata ao estado metalico,
nucleacdo e crescimento (MELO et al., 2012; AGNIHOTRI et al. 2014).

A sintese bioldgica, ou biossintese, é uma alternativa promissora, utilizando organismos
vivos, extratos de plantas ou microrganismos para reduzir os ions de prata. Esse método, ndo
apenas reduz ions de prata, mas também desempenha um papel fundamental na estabilizacéo
das AgNPs. Essa abordagem é mais sustentavel e, frequentemente, resulta em nanoparticulas
mais estaveis, oferecendo potencial para aplicagfes biomédicas, onde a estabilidade € crucial
(MOUSAVI SM., 2018).

A abordagem verde, ou eco-friendly, busca minimizar o impacto ambiental da sintese
de AgNPs. Técnicas como a sintese por laser, radiacdo ultrassdnica ou microondas séo
exploradas, oferecendo métodos mais rapidos e eficientes, muitas vezes eliminando a
necessidade de solventes ou agentes redutores toxicos. Essas técnicas permitem uma
distribuicdo de tamanho mais estreita e maior homogeneidade, atributos desejaveis em varias
aplicacdes (ANJANA VN. et al., 2021).

A sintese por métodos fisicos, como a evaporacdo térmica, também é investigada,
permitindo uma abordagem precisa no controle do tamanho e da forma das AgNPs. No entanto,
esses métodos muitas vezes requerem condi¢des especificas de vacuo e temperatura, podendo
limitar sua aplicabilidade em larga escala, destacando assim, a importancia do controle preciso
do ambiente de sintese para obter AgNPs com propriedades desejadas (ABBASI E. et al., 2016).

A sintese eletroquimica, por sua vez, utiliza corrente elétrica para reduzir os ions de
prata, proporcionando controle sobre a cinética da reacdo. Este método é altamente ajustavel,
permitindo a producdo de AgNPs com propriedades especificas. A aplicacdo de corrente
elétrica ndo apenas reduz ions de prata de maneira controlada, mas também influencia
propriedades como carga superficial e potencial zeta das AgNPs. Esses parametros sdo cruciais
para a interacdo das AgNPs com sistemas bioldgicos (JIANG L, SANTIAGO I, FOORD J,
2020).
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Ao considerar o contexto industrial, os métodos fisicos sdo um processo de baixo
rendimento, que muitas vezes requerem alta temperatura e consumo de energia, limitando sua
aplicacdo no setor industrial. Ja as sinteses quimicas e biologicas permitem a producdo em
grandes quantidades e com custo-beneficio, por isso, acabam sendo as melhores opcdes para a
sintese dessas AgNPs (PRABHU; POULOSE, 2012).

De maneira geral, independentemente do método de sintese realizado, é comum
ocorrerem alteragcdes na coloracao durante o processo de sintetizacdo. No entanto, fatores como
tamanho, forma, dispersdo e estabilidade das nanoparticulas podem influenciar a percepcéo da
cor; por exemplo, a coloracdo amarelada/alaranjada indica boa estabilidade e morfologia
esférica. Por isso, nem todos os métodos resultardo na mesma resposta visual em termos de
mudanca de coloracdo. Algumas sinteses podem levar a cores diferentes, enquanto outras
podem ndo apresentar uma mudanca visivel. Dentre as cores, a mudanca de cor para
amarelo/alaranjado € mais comum, mas cores como vermelho, marrom ou até mesmo
esverdeado podem ser observadas, dependendo das propriedades das AgNPs e das condi¢c6es
de sintese especificas (ALMEIDA, J. C. B. et al., 2015; PRABHU; POULOSE, 2012; SANTOS
et al., 2016).

Essa mudanca de cor esta associada ao fendmeno de ressonancia plasménica de
superficie, que ocorre quando as AgNPs atingem tamanhos nanométricos especificos. Essa
ressonancia plasmonica pode levar a absorcao preferencial de luz em certas faixas do espectro
visivel, resultando em uma cor especifica para as nanoparticulas (PRABHU; POULOSE, 2012;
SANTOS et al., 2016).

Portanto, pode-se observar que a sintese de AgNPs é um campo diversificado, onde a
escolha do método deve considerar ndo apenas a eficiéncia como a aplicacdo especifica. Por
IS0, torna-se de significativa importancia estudos que visem avaliar o potencial antitumoral de
AgNPs de acordo com as diferentes caracteristicas fisico-quimicas que podem ser variadas de
acordo com o tipo de sintese estipulado.
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2 JUSTIFICATIVA

O céncer na atualidade é tido como problematica de salude publica global, visto que
apresenta elevado nivel de incidéncia, prevaléncia e mortalidade com crescimentos
exponenciais. De acordo com o ultimo relatério emitido pela Agéncia Internacional de pesquisa
em cancer (IARC), ha uma estimativa para 2040 de aumento de 28,4 milhdes de novos casos
de cancer, um aumento de aproximadamente 47% em relagdo a 2020. J& em nivel nacional, sdo
esperados 704 mil casos novos de cancer para cada ano do triénio 2023-2025. Vale salientar,
gue dentre os inumeros tipos de cancer o de pulméao esta entre os mais incidentes e prevalentes
em nivel nacional e global.

Por isso, torna-se impreterivel a adocdo de medidas que visem se preparar para esse
impacto com o intuito de minimizar a longo prazo os efeitos gerados pelo cancer. Dentre as
medidas estdo as melhorias no desenvolvimento de diagndsticos precoces e tratamentos
eficazes. Um dos setores que ganhou e vem ganhando espaco na busca por essas melhorias foi
0 setor da nanotecnologia que visa a manipulacdo de nanoparticulas para construcdo de
nanosistemas aplicaveis na area médica.

A nanotecnologia vem com o viés de solucionar dois principais problemas enfrentados
pelos tratamentos tradicionais utilizados para o cancer, o primeiro esta relacionado aos diversos
efeitos adversos gerados e o0 segundo ao aumento da resisténcia medicamentosa desses
antitumorais. Uma das formas encontradas por esse setor nos Gltimos anos esta na manipulagéo
de nanoparticulas metélicas. Essas nanoparticulas trazem beneficios pela sua facil obtencéo,
flexibilidade, maleabilidade, energia superficial dentre inUmeras caracteristicasfisico-quimicas
que podem ser controladas de acordo com o objetivo da terapéutica.

As AgNPs sdo exemplos de nanoparticulas metalicas que vém sendo estudadas nos
altimos anos para a obtencdo dessas melhorias. Esse aumento crescente e continuo estd
relacionado a alguns fatores que ainda precisam ser elucidados e estudados como, mecanismos
de acdo antitumoral e estabilidade dessas AgNPs em solventes organicos. Diante disso, 0
projeto proposto visa contribuir com a sintese e caracterizacdo de AgNPs a partir de dois
protocolos distintos (aquecimento e resfriamento) de sintese quimica por reducédo, baseados em
trabalhos previamente estabelecidos por AGNIHOTRI et al.(2014 e MELO et al.(2012),
visando identificar o melhor protocolo que ira contribuir para o levantamento de dados que
possam somar para uma rica discussdo cientifica acerca dos potenciais efeitos antitumorais de
AgNPs em células de cancer de pulmdo, buscando também estabelecer parametros de
estabilidade e reprodutibilidade dessas NP em meios biol6gicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese quimica por reducdo de AgNPs, além de caracteriza-las e avaliar o potencial

antitumoral frente a linhagem celular de cancer de pulméo (A549).

3.2 Objetivos Especificos

Estabelecer critérios de elegibilidade (exclusdo e caracterizagdo) para a sintese
quimica de AgNPs, a partir de diferentes protocolos, visando identificar os melhores
pardmetros para um sintese eficaz tendo, por consequéncia, NP com efetivo efeito
antitumoral.

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica das AgNPs segundo as normas 1SO 19337,
ISO 22412:2017 e NIST 1200-29, utilizando técnicas de UV-Visivel, Espalhamento
Dinadmico de Luz (DLS), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com analise
EDS, Microscopia Eletronica de Transmissao (MET), Difracdo de Raio X (DRX) e
Analise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA).

Avaliar a estabilidade das AgNPs ao longo do tempo em relacdo ao tamanho e
dispersao utilizando DLS.

Avaliar o potencial antitumoral a partir de analises de proliferacdo, viabilidade e

migracdo celular de linhagem tumoral (A549) e ndo tumoral (BEAS-2) de pulméo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes

As AgNPs utilizadas nesse projeto foram sintetizadas quimicamente, utilizando os
seguintes reagentes: borohidreto de sédio (NaBHa4), citrato trissddico (TSC), alcool polivinilico
(PVA) e nitrato de prata (AgNOs3) adquiridos da Sigma-Aldrich.

4.2 Sintese quimica por reducéo de nanoparticulas de prata

As AgNPs foram sintetizadas a partir de diferentes protocolos que se enquadram em
duas classes de sintese, sendo essas, aquecimento e resfriamento. Para cada classe, ha quatro
subclasses de protocolos como descrito na tabela 2. O protocolo 1 (aquecimento) e 0 2
(resfriamento) foram previamente estabelecidos segundo AGNIHOTRI et al. (2014) e MELO

et al. (2012), respectivamente.

Tabela 2. Classes e subclasses da sintese de AgNPs.

Classes
Aquecimento |resfriamento
Protocolo 1 Protocolo 2
Protocolo 1.1 Protocolo 2.1
Subclasses
Protocolo 1.2 Protocolo 2.2
Protocolo 1.3 Protocolo 2.3

A formulacdo das AgNPs a partir do protocolo 1 (aquecimento) (Figura 6) se deu pela
adic&o inicial de NaBHa (1,0 x 10 ®* mol dm3) e TSC (1,06 x 10 mol dm™) em agua milli-Q
(48 mL), para que em seguida, fossem aquecidos em agitacdo vigorosa até 60°C.
Subsequentemente, a solucao foi mantida nessas condic¢des por 30 minutos (min), ao abrigo da
luz, com agitacdo vigorosa para garantir uma solucdo homogénea. Apés, 2 mL da solugdo de
AgNO; (1,0 x 10 mol dm™) foi adicionado gota a gota a mistura. Em seguida, a temperatura
foi aumentada para 90°C e mantida durante 20 min até que ocorresse a mudanca na coloragao
de transparente para amarelo, indicando a formacédo das AgNPs.

Por ultimo, a suspensao de AgNPs foi centrifugada (12 000 g por 15 min) para originar
0 sobrenadante e precipitado da solucdo, que em seguida, foram resfriados e armazenados a
temperatura ambiente. A centrifugacdo é fundamental para separar excesso de reagentes e ions
Ag+ das NP. Logo, o sobrenadante € descartado e o precipitado ressuspenso em agua milli-Q

para uso nos experimentos posteriores.
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NaBH4 + TSC ’ Centrifuga 12000 rpm (15 min) |

| 60 °C por 30 min l o i | Sobrenadante
(|

Precipitado

50 mL de agua

L1
ultrapura (@TOTONG)

000

Figura 6. Sintese de AgNPs protocolo 1: etapas constituintes da sintese realizada pelo protocolo 1
(aguecimento).

J& para o protocolo 2 (resfriamento), foi adicionado em um Erlenmeyer de 250 mL, 75
mL de uma solugdo 2,0 x 10~ mol/L de NaBH.. O frasco, foi entéo colocado em um banho de
gelo (0°C) durante 10 a 15 min. Em seguida, colocou-se uma barra magnética no frasco e o
conjunto foi levado a uma placa de agitacdo. Com o auxilio de uma pipeta pasteur, adicionaram-
se, gota a gota, 25 mL de uma solugdo com 1,0 x 107 mol/L de AgNO?. Essa adigdo ocorreu
em um periodo de aproximadamente 4 min, para que em seguida, o PVA (0,3%) fosse

adicionado gota a gota. Essas etapas estdo resumidas na figura 7 abaixo.

F H

75 mLde agua
ultrapura

Figura 7. Sintese de AgNPs protocolo 2: etapas constituintes da sintese realizada pelo protocolo 2 (resfriamento).

Com o intuito de elucidar inconsisténcias apresentadas pelos protocolos 1 e 2 durante
a sintese e encontrar os melhores parametros para uma sintese eficaz e que atenda aos objetivos
almejados, foram realizadas modificacdes em parametros de cada protocolo (1 e 2), dando
origem a mais trés protocolos para cada classe de sintese sendo esses: protocolos 1.1, 1.2 e 1.3
(aquecimento) e 2.1, 2.2 e 2.3 (resfriamento).Dentre os parametros/modificacfes estéo:
concentracdo dos reagentes, lavagem das vidrarias, gotejamento, estabilizador, pH, lote dos

reagentes, tempo de virada e solugdo intermediaria como descrito na apéndice A.
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Visando identificar o melhor lote de AgNPs, ou seja, aquele que apresente um efetivo
potencial antitumoral, foram estabelecidos critérios de elegibilidade (exclusdo e
caracterizacdo). Para os de exclusdo foram determinados os seguintes critérios: coloracéo,
turbidez e UV-visivel. J& para os de caracterizacdo foram estipulados: DLS (Espalhamento
Dindmico de Luz); Potencial Zeta (PZ); DRX (Difracdo de Raio X); Microscopia Eletrnica de
Varredura (MEV) e de Transmissdo (MET), como descrito na tabela 4 e 5 abaixo. Ambos 0s
criterios foram selecionados, pois sdo determinantes para estudar e compreender as NP
(morfologia, estabilidade, tamanho, estrutura cristalina dentre outros), como representado pelo
guia do NIST 1200-29 (Preparation, characterization, and biological activity of stability-
enhanced polyethyleneimine-conjugated gold nanoparticles (Au-PEI@NIST) for biological
application) (HACKLEY et al., [s.d.]).

Tabela 4. Critérios de exclusdo da sintese de AgNPs.

CLASSES DE PROTOCOLOS SOLUCOES DE CRITERIOS DE EXCLUSAO
SINTESE (SUBCLASSES) AgNPs/LOTE | Coloragdo | Turbidez | UV visivel

PROTOCOLO 1 AgNp 01

AQUECIMENTO PROTOCOLO 1.1 AgNp 02
PROTOCOLO 1.2 AgNp 03

PROTOCOLO 1.3 AgNp 04

PROTOCOLO 2 AgNp 05

RESERIAMENTO PROTOCOLO 2.1 AgNp 06
PROTOCOLO 2.2 AgNp 07

PROTOCOLO 2.3 AgNp 08

Legenda: Critérios de exclusao estabelecidos para cada lote de AgNPs sintetizados pelos diferentes protocolos,
Seré preenchido em vermelho (reprovado) e verde (aprovado).

Tabela 5. Critérios de caracterizagéo da sintese de AgNPs.

CLASSES DE PROTOCOLOS SOLUCOES DE C':'TtER'O_S IDE CARAGIERIZAGAO
SINTESE (SUBCLASSES) AgNPs/LOTE pis | ° e't‘c'a DRX | MET |MEV|NTA
zeta

PROTOCOLO 1 AgNp 01

AQUECIMENTO |_PROTOCOLO 1.1 AgNp 02
PROTOCOLO 1.2 AgNp 03

PROTOCOLO 1.3 AgNp 04

PROTOCOLO 2 AgNp 05

RESFRIAMENTO |_PROTOCOLO 2.1 AgNp 06
PROTOCOLO 2.2 AgNp 07

PROTOCOLO 2.3 AgNp 08

Legenda: Critérios de caracterizacdo estabelecidos para cada lote de AgNPs sintetizados pelos diferentes
protocolos. Serd preenchido em vermelho (reprovado) e verde (aprovado).
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Os critérios de exclusdo e caracterizacdo foram preenchidos, como aprovados e
reprovados para cada lote de AgNPs baseados em objetivos previamente estabelecidos. Para 0s
critérios de excluséo, foram: AgNPs com solugdo amarelo/alaranjado coloidal, sem presenga
de turbidez e com picos Unicos de absorbancia acima de 1,5 (UA) em comprimentos de onda
de 400 nm. Por fim, os lotes de AgNPs que apresentaram os parametros preenchidos como
aprovados em todas os critérios, passaram para o de caracterizacao.

Nos critérios de caracterizacdo, os objetivos almejados foram: AgNPs com tamanho
médio de 30 £ 10 nm, boa estabilidade em solucdo (carga superficial de <-30mV), estrutura
cristalina referente as AgNPs, composicdo quimica sem contaminacdo e boa
dispersdo/homogeneidade. Ao cumprir todos os critérios de exclusdo e caracterizagdo como
aprovados, os lotes de AgNPs correspondentes foram utilizados nos experimentos celulares de

viabilidade e efeito antiproliferativo.

4.3 Caracterizacdo das nanoparticulas de prata

4.3.1 Espectroscopia de Absorcéo Ultravioleta-Visivel (UV-Visivel)

Leituras de UV-Visivel foram realizadas para confirmagdo da producdo de NP. A
absorbancia foi medida nos comprimentos de onda na faixa de 200-800 nm, a uma resolucao
de 2 nm, em placa de 96 pogos (Corning®) em um espectrofotometro de UV-Visivel Molecular
Devices Spectra Max 190 (Sunnyvale, EUA). Para a avaliagdo das mudancas do espectro de
lotes de AgNPs produzidas sem presenca de estabilizador foi estabelecido um periodo de

analise total de 5 meses.

4.3.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

O Diametro Hidrodindmico médio, o indice de Polidispersdo (PDI), Potencial Zeta (PZ)
e estabilidade das amostras produzidas foram medidos por espalhamento dinamico de luz (DLS,
Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments GmbH). Para isso, as AgNPs foram analisadas em
agua ultrapura (Milli-Q) e nos meios de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
Low Glucose e High Glucose (Sigma-Aldrich) e Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640
GlutaMAX Gibco™) suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco™), em uma
cubeta de poliestireno de 10 mm com um volume total de 1mL, a 25 °C. A estabilidade das

AgNPs foram avaliadas em agua ultrapura (Milli-Q) nos periodos de novembro (2022), agosto
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(2023), outubro (2023), dezembro (2023) e fevereiro (2024).

4.3.3 Rastreamento de nanoparticulas (NTA)

A analise de rastreamento de nanoparticulas foi realizada com a finalidade de determinar
a concentragdo (numero de particulas/mL) e a distribuicdo de tamanho das AgNPs. Para
calibragdo do equipamento (ZetaView, Particle Metrix, Germany) antes da leitura das amostras
foram utilizadas nanoparticulas de poliestireno (Microtrac GmbH) com tamanho médio de 100
nm. Em seguida, as NP foram diluidas em 100x em &gua destilada e injetadas na camara de
amostra utilizando seringa esteéril, até preenchimento completo do compartimento (1 mL). As
medidas foram feitas dentro do intervalo de diluicdo 6timo (9 x107 — 2,9 x10° particulas/mL)

para o software (ZetaView Software, Particle Metrix GmbH) a uma temperatura de 25°C.

4.3.4 Difracéo de Raios X (DRX)

Uma pequena quantidade correspondente ao precipitado em pé de AgNPs foi colocado
em suportes de al¢a de nailon de 10 mm em “loop” (Hampton Research, EUA) e submetidos a
andlise de difracdo de p6 em difratbmetro SuperNova (Rigaku, EUA), a temperatura ambiente,
operando a 40 W (50 kV e 0,8 mA), com radiagdo CuKo (1,5416 A) e rotagao phi- scan, com
deteccdo na faixa de 20° a 90° (4ngulos 26). As imagens de difracdo foram processadas com
CrysAlisPro® (Agilent).

4.3.5 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Para todas as analises de MET referentes ao tamanho e forma das NP, uma gota
correspondente a 5uL da solucdo de NP em &gua ultrapura foi depositada em grade de cobre
(200 mesh) revestida por Formvar e secas no dessecador a vacuo. O nimero de NP a serem
analisadas foi de n=500 particulas. As micrografias foram obtidas apds analise no MET (Tecnali
Spirit G2, FEI, USA) operando a 80 kV e, o software ImageJ foi utilizado para estimar o

diametro e o fator de forma (circularidade) das NP a partir das micrografias obtidas.

4.3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios X (EDS)

Com a finalidade de obter a composicdo elementar das nanoparticulas produzidas,

foram realizadas andlises utilizando a técnica de espectroscopia de raios X por dispersao em
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energia (EDS) em microscopio eletronico de varredura (MEV- Quanta FEG 450 (FEI
Company, Hillsboro, Oregon, EUA), operando a 5kV e utilizando detector para emissdo de
raios X. As AgNPs em agua foram depositadas em eppendorfs para secagem em um Speedvac
Vacufuge Plus (Eppendorf, Hamburg, Germany) durante a noite. Posteriormente, foi realizada
a analise do precipitado em pé contendo as nanoparticulas, que foram depositadas em um

suporte para MEV (stub) previamente recoberto por fita dupla face de carbono.

4.4 Cultivo Celular

As células utilizadas no projeto sdo de linhagem humana, referentes a tecido tumoral
(A549) e nao tumoral (BEAS-2B) de pulmdo. Todas essas linhagens celulares séo epiteliais e
foram adquiridas do Master Bank do Laboratorio de Biologia de Células Eucariontes (LABIO)
do Inmetro através do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Tal linhagem foi autenticada

por STR e testada para a presenca de micoplasmas.

4.4.1 Meio de cultivo

Os meios de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Low Glucose e
High Glucose (Sigma-Aldrich) foram utilizados nas linhagens celulares selecionadas,
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco™). Especificamente, 0 meio
DMEM Low glucose foi selecionado, devido a célula ndo tumoral BEAS-2B. Ja 0 meio DMEM
High glucose, para a célula tumoral A549. Todas as linhagens foram mantidas em estufa

umidificada a 37°C e atmosfera com 5% de CO; para posteriores experimentos.

4.4.2 Determinacdo das curvas de crescimento pelo ensaio colorimétrico MTT

Com o objetivo de determinar a faixa de trabalho para a densidade celular nos periodos
de 24h, 48h e 72h, foram elaboradas curvas de crescimento para cada linhagem celular. Para
cada uma delas, foram utilizadas cinco concentracGes (conforme apresentado na Tabela 6),
definidas com base em estudos anteriores (AHMAD et al., 2022; MUHAMAD et al., 2022) que
se referem, respectivamente, as linhagens celulares A549 e BEAS-2B.

O ensaio colorimétrico utilizando MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) foi conduzido para determinar a densidade celular.

Desidrogenases mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente vidveis convertem
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o sal MTT, inicialmente amarelo, em formazana, um composto de coloracdo roxa-azulada. As
células foram cultivadas em placas de 96 poc¢os Millicell® EZ e, ap6s adesdo durante a noite,
foram tratadas com meio de cultura DMEM low e high suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SFB), contendo MTT a uma concentragdo de 1,0 mg/mL em cada pogo.
Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa imida por trés horas a 37 °C e 5%
de CO2. Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazana foram
solubilizados com 100 pL de isopropanol. As leituras de absorbancia foram realizadas em um
leitor de microplacas multimodal Synergy™ HTX, utilizando um comprimento de onda de 570

nm.

Tabela 6. Concentracdes estipuladas para as curvas de crescimento.

Linhagens Concentragdes (célula/pogo)
Celulares

AS49 6 x 102 7x10° | 8x10° | 9x10° | 10x 10*
BEAS-2B 2,5 x 102 5x10° | 7x10® | 1x10* | 20x 103

4.5 Potencial antitumoral

4.5.1 Ensaio de viabilidade celular por reducdo de MTT e determinacéo da concentracao
inibitéria média 1C-50

O ensaio de MTT é uma técnica colorimétrica utilizada para avaliar a viabilidade
celular. Nas condi¢cdes normais de integridade celular, as desidrogenases mitocondriais
reduzem o sal tetrazélio MTT, gerando um produto chamado formazana. Se a atividade
mitocondrial estiver comprometida, a producgéo de formazana diminui, indicando uma redugéo
na atividade celular e, portanto, uma possivel diminui¢do na viabilidade. No caso especifico da
linhagem celular A549 e BEAS-2B, a viabilidade foi examinada ap6s exposi¢do a AgNPs. As
células foram cultivadas em placas de 96 pocos Millicell® EZ a uma densidade de 7 x 108
células/pogo e tratadas com diferentes concentracdes (10; 25; 50; 75 e 100 pg/ml) de AgNPs
por 24, 48 e 72 horas. O meio de cultura utilizado foi o DMEM Low e high, com adic&o de 10%
de SFB, contendo MTT a uma concentracéo de 1,0 mg/mL. Como controle positivo para morte
celular, as células foram tratadas com Triton™ X-100 a 0,1%. ApGs incubacao por trés horas a
37 °C e 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e os cristais de formazana foram dissolvidos

em 100 pL de isopropanol. As leituras de absorbancia foram feitas em um leitor de microplacas
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Synergy™ HTX a 570 nm.

Os dados de viabilidade obtidos pelo MTT foram utilizados para a realizacao do 1C-50
para determinacdo da concentracdo de AgNPs que levou a reducdo de 50% da viabilidade
celular. Para isso, os dados de absorbancia foram normalizados para porcentagem e as
concentracOes para Log (logaritmo). A estatistica e os gréficos foram plotados utilizando o
software GraphPad Prism 9 (San Diego, California, EUA).

4.5.2 Ensaio de viabilidade celular por atividade de Lactato Desidrogenase (LDH)

A presenca de LDH no sobrenadante do cultivo celular representa perda de integridade
da membrana celular. Quando as células morrem por necrose e, consequentemente, a membrana
deixa de possuir sua integridade nativa, ocorre a liberacdo da enzima LDH no meio de cultura.
A atividade de LDH foi analisada através de um kit comercial colorimétrico ndo radioativo,
CyQuant LDH (Invitrogen). As células A549 e BEAS-2B foram cultivadas em placas de 96
pocos Millicell® EZ (Milipore Corp., Billerica, MA, USA) a uma densidade de 7 x 103
células/pogo, onde aderiram overnight. As placas foram tratadas com AgNPs, nas
concentrac@es de 10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. Ap6s o tratamento,
10 pL do tampéo de lise celular foram adicionados aos pog¢os de liberacdo maxima de LDH,
enquanto 10 pL de dgua Milli-Q foram adicionados aos pogos de liberacdo espontanea de LDH.
A placa foi armazenada a 37°C por 45 minutos em estufa 5% CO2. Em seguida, o controle
positivo de morte celular foi adicionado em pogos de nova placa de 96 pocos com auséncia de
células e 50 pL dos sobrenadantes foram coletados e incubados com 50 pL do substrato nesta
placa por 30 min na auséncia de luz, em agitador de placas e temperatura ambiente. Apos esse
periodo, foram adicionados 50 pL da solucdo de parada e a placa foi mantida por 1h em
agitador. Por fim, apds esse periodo, o resultado colorimétrico foi obtido através do leitor de
microplaca multimodal de absorbancia Synergy™ HTX em comprimento de onda de 490 nm.
Os dados foram analisados através do software GraphPad Prism 9 (San Diego, California,
EUA).

4.5.3 Monitoramento da Proliferacdo Celular em Tempo Real por Impedancia Elétrica
As células da linhagem A549 e BEAS-2B foram semeadas em placas de 96 poc¢os do

tipo E-Plate View xCELLigence RTCA SP, com uma densidade de 7x10° células por poco.

Estas placas possuem microeletrodos de ouro fundidos na superficie inferior, e o sistema é
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ajustado com um potencial elétrico de 22 mV. O procedimento foi conduzido conforme as
instrucbes do fabricante, que envolvem a calibracdo inicial com meio de cultura e a
configuracao do instrumento para monitorar em tempo real as células, registrando a impedancia
elétrica a cada hora durante um periodo de 96 horas. Apos a adesdo das células durante a noite,
elas foram expostas as AgNPs em diferentes concentracdes (10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL) e o
tratamento foi mantido durante as 72 horas subsequentes de monitoramento. Esse método
baseia-se na medicdo da impedancia celular para detectar pequenas variagcdes na resposta das
células a diferentes estimulos. O indice celular (IC) é calculado pelo sistema como: IC =
(Impedéancia em um determinado ponto de tempo - impedancia na auséncia de células) / valor
nominal da impedancia. Os dados foram automaticamente registrados e analisados por um
programa especifico instalado em um computador conectado ao equipamento para realizacéo

da analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism 9 (San Diego, California, EUA).

4.5.4 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

A verificagdo de morte celular foi realizada através de citometria de fluxo, com o intuito
de avaliar se houve morte celular por apoptose ou necrose. Células A549 e BEAS-2B foram
cultivadas a uma densidade de 7x10° células por pogo em garrafas de cultura de 75 cm? e, ap6s
adesdo overnight, foram tratadas sob as concentra¢des de 10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL de AgNPs
durante 72h. No dia da analise, as células foram tripsinizadas (tripsina a 0,125%) e
centrifugadas durante 5 min, a 1500 rpm. Em seguida, a tripsina foi inativada utilizando meio
DMEM Low e high contendo SFB e, ap6s a ressuspensdo das células, as mesmas foram
inseridas em Camara de Neubauer para contagem. Um total de 2x10° células foi separado para
cada uma das condigdes experimentais (controles e tratamentos). As células, de cada condigéo,
foram lavadas novamente com PBS, centrifugadas durante 5 min, a 1500 rpm e, finalmente,
ressuspendidas em 100 pL de tamp&o Anexina V 1x. Adicionou-se 5 puL de Alexa Fluor™ 488
Anexina V e 1 pL de lodeto de Propideo (PI) nas condicdes de tratamento e controles (levando
em consideracdo a presenca de apenas Anexina V no controle de apoptose, Pl no controle de
necrose, a presenca de ambos no controle de viabilidade sem NP e a auséncia de ambos na
condicdo Branco), de acordo com as instrucfes do fabricante do kit. Apds 15 min de incubacéo
no gelo, adicionou-se 400 pL de tampdo de ligacdo & Anexina 1x. A leitura de 20.000 eventos
foi realizada no citdmetro de fluxo (BD FACSAria™ l11l) e a posterior analise efetivada através
do software BD FACSDiva™ 8.0 (BD Biosciences). Durante a analise dos dados, as células

negativas tanto para Anexina V quanto para Pl foram consideradas viaveis. Por fim, os valores
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de células viaveis, apoptoticas ou necréticas foram plotados em um gréfico sob a forma de

porcentagem, utilizando o software GraphPad Prism 9 (San Diego, California, EUA).

4.5.5 Ensaio de migracao celular

AlteracBes no potencial migratorio foram analisadas por meio da técnica de wound
healing. As células A549 E BEAS-2B foram cultivadas em placas de 6 pocos na concentracao
de 1x10° células/pogo e, quando atingiram a confluéncia, um risco foi feito manualmente sobre
a monocamada utilizando uma ponteira de micropipeta estéril. Imagens por microscopia 6ptica
foram obtidas em microscépio invertido Zeiss imediatamente (0 h) e apds 48h e 72h nas
concentracdes de 10; 75 e 100 pug/mL de AgNPs. A area entre as duas margens da monocamada
celular foi riscada e quantificada utilizando o programa ImageJ 1.48v (MRl Wound Healing
Tool). Os valores obtidos em triplicata no tempo 0 h foram normalizados para 1, e 0os demais
valores representados em porcentagem de migracdo e plotados em um grafico utilizando o
programa GraphPad Prism 9 (San Diego, CA, EUA).

4.6 Analise estatistica

Os dados referentes a caracterizacdo de AgNPs foram representadas por média dos
dados brutos na escala de nm + desvio padréo, enquanto os resultados dos ensaios de viabilidade
celular foram descritos pela média dos dados brutos da D.O. (densidade 6ptica). Sendo 570 nm
para 0 MTT (média * desvio padrdo) e 490 para o LDH em porcentagem * desvio padrdo. As
analises de significancia estatistica foram avaliadas usando o teste t ndo pareado e teste one-
way ANOVA com multiplas comparacdes de Tukey ou Dunnett, comparados ao respectivo

grupo controle e o valor-p definido em *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese quimica de AgNPs

A sintese de AgNPs utilizando diferentes protocolos resultaram na sintese de 8
lotes/solucOes de AgNPs, sendo 4 correspondentes a classe de aquecimento e 4 ao resfriamento,

como observado na Figura 8 abaixo. Vale ressaltar, que para cada lote, a foto foi tirada logo
apos a sintese.

Figura 8. Lotes de AgNPs sintetizadas. Sintese de AgNPs a partir de diferentes protocolos, originando 8 lotes
de AgNPs, sendo 4 correspondentes a classe de aquecimento e 4 a de resfriamento. Foram realizados trés
experimentos independentes.

Pretendendo atender aos objetivos almejados pelos critérios de exclusdo e
caracterizacdo (conforme descrito na metodologia), cada lote foi avaliado individualmente,
iniciando pelos parametros de exclusdo, sendo esses, coloracdo, turbidez e UV-Visivel.
Comecando pela coloragdo, é sabido, que a indica¢do inicial de uma sintese de solucédo coloidal
de AgNPs é a mudanga de coloracdo para um tom amarelado/alaranjado. Isso tende a ocorrer
independente da rota de sintese selecionada (quimica, fisica ou biologica), fenbmeno esse, que
pode ser explicado pelo efeito de Ressonancia de Plasmon de Superficie Localizado (RPSL)
que ocorre em metais nobres em forma coloidal, como a prata (PRABHU; POULOSE, 2012).
Esse fenbmeno consiste na interagdo da luz (onda eletromagnética) com os elétrons da
superficie da nanoparticula, originando dessa forma, uma oscilagcdo dos elétrons acompanhada
da absorcao de luz, que ira resultar na modificacdo da coloracdo (SANTOS et al., 2016).

Sendo assim, é possivel observar que dentre os lotes, todos apresentaram o fenémeno
de RPSL. No entanto, as coloragdes obtidas foram variadas, podendo encontrar diferentes tons

de amarelo/alaranjado (01,02,03 e 04) marrom (06) e cobreado (07 e 08). Essas coloragdes
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podem trazer indicativos em relagcdo a homogeneidade da solucéo, visto que, quanto mais escura
for, maior a tendéncia da solucdo ser heterogénea em relacao a forma e tamanho (ALMEIDA
et al.,, 2015). Dessa forma, sintetizar um lote de AgNPs que apresente uma coloragdo
amarelada/alaranjada € um indicativo de maior homogeneidade.

Um dos fatores determinantes para que a solugdo continue com a coloragdo amarelada
e estavel por um periodo de tempo mais prolongado, € a associacdo de estabilizadores (PVA ou
TSC) que permitem que as nanoparticulas continuem em suspensdo, nao precipitando ou
aglomerando. Esses estabilizadores adsorvem na superficie das AgNPs, formando uma camada
auto-organizada, dificultando dessa maneira, a coalescéncia entre as NP (MELO,2012).

Ademais, a solucdo amarelada precisa também ser translicida, por isso, outro critério
avaliado, é a turbidez, uma vez que, a solucdo de AgNPs com aspecto turvo/leitoso pode ser
um indicio de impurezas, lavagem de vidraria realizada da maneira errada ou excesso de
reagentes utilizados durante a sintese (MELO, 2012). Partindo desse principio, as solucfes que
foram reprovadas em relacéo a coloracéo e turbidez foram: 03, 04,07 e 08.

Adicionalmente, o ultimo critério de excluséo selecionado, foi a analise dos lotes de
AgNPs por UV-Visivel, visto que, a partir dessa analise, é possivel determinar a formacéo de
NP. Isso também é decorrente do fendmeno de RPSL citado anteriormente, que no caso das
AgNPs, ocasiona uma absorcdo da luz na regido do visivel do espectro, entre 350-450 nm.
Logo, picos determinantes entre esse intervalo de espectro, sdo caracteristicos de sintese de
AgNPs (ALMEIDA et al., 2015).

Sabe-se que, a largura da banda plasmoénica e o pico possuem relacdo direta com
tamanho e forma das NP. Especificamente para as AgNPs, picos Unicos no comprimento de
onda de 400 nm sdo indicativos de NP com formato esférico e tamanho reduzido (10 a 30 nm)
(PINHEIRO; PANDOLLI, 2015). E sabido também, que nanoparticulas com tamanhos reduzidos
possuem maior potencial antitumoral (DURAN et al., 2019). Além disso, de acordo com a Lei
de Beer, quanto maior a absorbancia do pico, maior tende a ser a concentracdo de NP em
solucéo.

Portanto, ao analisar os lotes de AgNPs (figura 9) foi possivel determinar quais séo as
AgNPs que atendem aos objetivos citados anteriormente. De maneira geral, a grande maioria
dos lotes apresentaram picos altos (acima de 1,5 AU) no comprimento de onda de 400 nm ou
proximo, com pequena largura de banda plasmonica, sendo um indicativo de morfologia
esférica, tamanho reduzido e boa concentragdo de NP. No entanto, os lotes 01 e 03 apresentaram
picos de absorbancia abaixo de 1,5 (UA) e mais alargados, sendo entdo reprovados na analise
de UV-Visivel.
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Figura 9. UV-Visivel de todos os 8 lotes de AgNPs. Bandas plasmdnicas de cada lote de AgNPs, sendo: (A) 01;
(B) 02; (C) 03, (D) 04, (E) 05, (F) 06, (G) 07, (H) 08.

Ao compilar os resultados provenientes da coloracdo, turbidez e UV- Visivel, as

solucdes tiveram os critérios preenchidos como aprovados e reprovados como demonstrado na

tabela 7. Como pode ser observado, os lotes 02 e 05 foram preenchidos como aprovados em

todos os critérios de exclusdo, sendo, respectivamente, sintetizados pelo protocolo 1 e 2.

Tabela 7. Critérios de exclusao preenchidos.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

CLASSES DE PROTOCOLOS SOLUCOES DE
SINTESE (SUBCLASSES) AgNPs/LOTE

PROTOCOLO 1 AgNp 01

AQUECIVENTO | PROTOCOLO 1.1 AgNp 02
PROTOCOLO 1.2 AgNp 03

PROTOCOLO 1.3 AgNp 04

PROTOCOLO 2 AgNp 05

RESFRIAMENTO |__PROTOCOLO 2.1 AgNp 06
PROTOCOLO 2.2 AgNp 07

PROTOCOLO 2.3 AgNp 08

Coloragao| Turbidez |UV visivel

Legenda: Critérios de exclusdo preenchidos como aprovados e reprovados. Foram preenchidos de acordo com os
objetivos almejados: solucdo coloidal amarelada, picos de absorbancia maiores que 1,5 UA e sem presencga de
turbidez. Os lotes 02 e 05 foram aprovados em todos os critérios e sequiram para a caracterizacao.
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No entanto, é possivel observar que a solucdo correspondente ao lote 06 somente foi
preenchida como reprovada no critério de coloracédo. 1sso se deve ao fato, de que a coloracéo
almejada pelo projeto é a amarelada/alaranjada, visto que, é uma caracteristica de boa
homogeneidade. Porém, a coloracdo marrom claro sem turbidez demonstrada pelo lote 06
também € tida e usada como uma boa solugdo de AgNPs (ALMEIDA et al., 2015). Mas, por
se tratar de um lote sintetizado sem a presenca do estabilizador (PVA), esse ira apresentar alta
instabilidade no sistema em um curto periodo. Essa instabilidade gera alteraces na coloracéo
(marrom, cinza escuro e cinza claro) e modificacGes nas bandas plasménicas da UV-Visivel,

como demonstrado na figura 10.
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Figura 10. ModificagBes no espectro sem o uso de estabilizador (PVA) solugdo 06. Modifica¢Ges na sintese
de AgNPs sem uso de estabilizador, resultando em altera¢@es na coloracéo, pico, largura da banda plasmonica e
precipitacdo do sistema.

.

Ao analisar a figura 10, é possivel observar que a mudanca de coloragdo ocorre no
decorrer do tempo, nesse caso, podendo variar de 30 min a 5 meses. De maneira geral, ao
realizar a sintese referente ao protocolo 2.2 sem o uso do estabilizador, esse resultou em uma
solucdo amarelada logo apds a sintese, com pico de absorbancia na UV visivel determinante
em 400 nm. Mas, apds 30 min, ha modificacdo para a coloracdo amarronzada e com largura da
curva plasménica aumentada. Apds 3 meses a solucdo passa para um tom acinzentado escuro
com bandas bimodais e inicio de precipitacdo do sistema. Ja ap6s 5 meses ndo ha a presenca de
prata nanométrica, e sim, macrométrica, resultando em nenhuma banda plasménica na UV-
Visivel e precipitados observados a olho nu ou no microscépio oOptico. Logo, ha grande

instabilidade do sistema em relacdo ao tempo sem o uso do estabilizador.
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5.2 Caracterizagao das AgNPs

Os lotes que foram preenchidos como aprovados nos critérios de exclusdo, seguiram
para os de caracterizacdo, sendo esses: 02 e 05. As anélises referentes ao lote 02 foram feitas
utilizando o precipitado da solucdo ressuspendida, ja o lote 05 foi utilizado a solugdo como um
todo, visto que ndo houve subdivisao entre sobrenadante e precipitado. Outra ressalva, é que 0s
critérios de caracterizacdo serdo avaliados como aprovados ou reprovados no decorrer de cada

analise realizada.
5.2.1 Espalhamento dinamico da luz (DLYS)

A andlise do diametro médio das NP foi realizada tanto em agua ultrapura como em
meio de cultivo (DMEM low, high e RPMI). A solucdo 02 apresentou um didmetro médio em
agua de 25, 77 £ 0,08 d nm, ja a solucdo 05 de 28,7 + 0,026 d nm (Figura 11) corroborando,
respectivamente, com AGNIHOTRI et al. (2014) e MELO et al. (2012). Pode-se observar, que
os tamanhos apresentados para os distintos lotes foram semelhantes entre si, apresentando baixa
diferenca significativa (*p<0.05).

Ademais, os tamanhos obtidos em agua condizem com o objetivo esperado (30 = 10
nm) , visto que, é sabido que NP de tamanho reduzido tendem a apresentar maior atividade
citotoxica (DURAN et al., 2019).
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Figura 11. Tamanho e PDI de AgNPs em agua (ultrapura, Milli-Q). Tamanho médio das NP (02) em agua de
25,77 £ 0,08 d nm, com PDI de 0,485 £ 0,001 d nm. NP 05 em agua de 28,7 + 1,18 d nm, com PDI de 0,497 £0,026

d nm. Os dados foram expressos em média £ DP, correspondente a um experimento com trés repetices (n=3) e
valor de *p<0.05.
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A estabilidade dos distintos lotes também foi avaliada, visando analisar o
comportamento das NPs em agua ultrapura Milli-Q no decorrer do tempo (novembro de 2022;
agosto 2023; outubro 2023; dezembro 2023 e fevereiro 2024) como representado na figura 12.
E possivel observar que o lote 02 continuou com o diametro médio no decorrer do tempo e com
PDI ligeiramente aumentado, sendo 25,77 + 0,08 d nm com PDI de 0,48 £ 0,001 (novembro),
24,94 £ 0,12 d nm com PDI de 0,58 £ 0,004 (agosto), 21,17 + 0,82 d nm com PDI de 0,61 +
0,005 (outubro), 26,43 £ 1,091 d nm com PDI de 0,61 + 0,04 (dezembro) e 26,18 + 0,18 d nm
com PDI de 0,58 + 0,002 (fevereiro). Portanto, o tamanho continuou estavel no decorrer do
tempo e condizente com o objetivo esperado (30 £ 10 nm) e o PDI, mesmo com 0 pequeno
aumento, ndo ¢é significativo.

Para o lote 05, houve 0 aumento do didmetro médio apds novembro de 2022 e, esse se
manteve constante nos proximos meses e com PDI ligeiramente reduzido, sendo 28,88 + 1,18
d nm com PDI de 0,49 + 0,021 (novembro), 37,57 + 0,64 d nm com PDI de 0,43 = 0,01 (agosto),
37,08 £ 0,64 d nm com PDI de 0,45 + 0,002 (outubro), 38,12 + 0,99 d nm com PDI de 0,45 £
0,01 (dezembro) e 36,54 £ 0,47 d nm com PDI de 0,45 * 0,003 (fevereiro). Logo, mesmo com
0 aumento do didmetro hidrodindmico, esse se mantém dentro do objetivo esperado (30 = 10

nm). Por isso, de maneira geral, ambos os lotes permaneceram estaveis no decorrer do tempo.
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Figura 12. Tamanho e PDI de AgNPs em agua (ultrapura, Milli-Q). Tamanho médio das NPs (02) em &gua de
25,77 £ 0,08 d nm com PDI de 0,48 + 0,001 (hovembro), 24,94 + 0,12 d nm com PDI de 0,58 + 0,004 (agosto),
21,17 £ 0,82 d nm com PDI de 0,61 + 0,005 (outubro), 26,43 + 1,091 d nm com PDI de 0,61 + 0,04 (dezembro) e
26,18 + 0,18 d nm com PDI de 0,58 + 0,002 (fevereiro). Tamanho médio das NPs (05) em &gua de 28,88 + 1,18 d
nm com PDI de 0,49 £ 0,021 (novembro), 37,57 £ 0,64 d nm com PDI de 0,43 + 0,01 (agosto), 37,08 + 0,64 d nm
com PDI de 0,45 £ 0,002 (outubro), 38,12 + 0,99 d nm com PDI de 0,45 + 0,01 (dezembro) e 36,54 + 0,47 d nm
com PDI de 0,45 £ 0,003 (fevereiro). Os dados foram expressos em média + DP, correspondente a um experimento
com trés repeti¢des (n=3) e valor de *** p < 0,001.
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Foi também analisado o tamanho hidrodindmico das NPs diluidas em trés meios
distintos (DMEM low, high e RPMI) suplementados com SFB 10%. Essa analise foi realizada,
com o intuito de verificar o estado das NP sob as condic¢des experimentais de tratamento, uma
vez que, quando entram em contato com fluidos bioldgicos, as NP, em geral, podem tornar-se
revestidas por uma camada de proteinas, formando a denominada corona proteica, que apesar
de ser um fendmeno universal é distinto para cada tipo de NP (AVVAKUMOVA et al., 2018).

Sendo assim, a intensa adsorcdo de proteinas a superficie das NP afeta o seu
comportamento biol6gico, ocasionalmente resultando em perda ou ganho de fungdo (AHSAN;
RAO; AHMAD, 2018).

O lote 02 em meios de cultivo (Figura 13) apresentou os seguintes diametros medios,
sendo em DMEM low de 28,08 £+ 0,44 d nm, DMEM high de 28,69 + 0,60 d nm e, em RPMI
de 42,53 + 9,34 d nm. J& para o lote 05 em DMEM low de 35,22 + 0,06, DMEM high de 34,74
+0,03 e, em RPMI de 36,78 +0,03. E possivel notar, que para o lote 02 ha aumento do didmetro
hidrodindmico em todos os distintos meios de cultivo, no entanto, o Unico em que apresentou
diferenca significativa quando comparado em agua, foi em meio RPMI (**p<0.01) e os demais
meios de cultivo (DEMEM low e high) também apresentaram diferenca significativa quando
comparado ao meio RPMI (*p<0.05). Para o lote 05 também foi possivel observar aumento do
didmetro médio das NP, porém ao comparar em agua e entre 0os meios de cultivo, ndo houve
diferenca significativa.

A partir dos dados anteriores, torna-se possivel supor, que provavelmente, haja um
associacao maior de proteinas a superficie das NP do lote 02, indicando possivel formacéo de
corona proteica quando exposta ao meio RPMI. Além disso, mesmo com o aumento do
diametro nos lotes de AgNPs em meio de cultivo, esses continuaram sendo satisfatérios, visto

que, estdo dentro do objetivo almejado (30 £ 10 nm) e dentro da escala nanométrica
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Tamanho e PDI de AgNPs 02 e 05 em agua e meio de cultivo
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Figura 13. Tamanho e PDI de AgNPs em meios de cultivo DMEM low, high e RPMI. Lote 02 em DMEM
low de 28,08 + 0,44 d nm com PDI de 0,460 + 0,006, DMEM high de 28,69 + 0,60 d nm com PDI de 0,564 + 0,07
e, em RPMI de 42,53 + 9,34 d nm com PDI de 0,454 + 0,13. Ja para o lote 05 em DMEM low foi de 35,22 + 0,06
com PDI de 0,497 = 0,06d nm, DMEM high de 34,74 + 0,03 com PDI de 0,481 £+ 0,03 d nm e, em RPMI de 36,78
40,03 com PDI de 0,453 + 0,03 d nm. Os dados foram expressos em média = DP, correspondente a um experimento
com trés repeticdes (n=3) e valor de *p<0.05 e ** p<0.01.

Além dos parametros de tamanho, o DLS também fornece o indice de polidispersao
(PDI) que varia de 0 a 1 d nm. Esse indice avalia, 0 quanto determinada populacdo de
nanoparticulas estd homogénea ou heterogénea em relagdo ao seu tamanho e forma, podendo
também ser indicativo de agregacao/aglomeracdo de NP (DANAEI et al., 2018).

O lote 02 em &gua apresentou um PDI de 0,485 + 0,001 d nm, j& nos meios de cultivo
(suplementados com 10% de SFB) foram: 0,460 = 0,006 d nm (DMEM low), 0,564 + 0,07 d
nm (DMEM high) e 0,454 + 0,13 d nm (RPMI). O lote 05 em &gua resultou em um PDI de
0,497 0,026 d nm e nos meios de cultivo de 0,497 = 0,06 d nm (DMEM low) 0,481 + 0,03 d
nm (DMEM high) e 0,453 + 0,03 d nm (DMEM high). De maneira geral, os dois lotes tanto em
agua quanto em meio de cultivo estdo com os parametros de PDI abaixo de 0.6, indicando que
as solucbes apresentam boa dispersdo/homogeneidade, corroborando com nanoparticulas de
prata padrdo ouro (NM-300) oriundas da Unido Europeia do projeto NANOREG (KLEIN et
al., 2011).

No entanto, visando compreender de maneira mais abrangente o didmetro médio das

AgNPs e a dispersdo das NP em solugdo (PDI), os dados correspondentes a distribuicdo de



56

tamanho das NP, ou seja, as populacdes presentes dentro dos lotes 02 e 05 foram analisados. O
lote 02 apresentou picos bimodais em agua, meio DMEM low e high, mas em RPMI apresentou
um terceiro pico com alargamento da curva, indicando possivelmente, um aumento de didmetro
proveniente da adsorcao de proteinas (figura 14).

A Distribuigao de tamanho por intensidade AgNPs 02 B Distribuicao de tamanho por intensidade AgNPs 02
14+ 14
124 12
= 101 & 10-
% (]
= 81 g 8
© =]
B 6 ‘» 6
5 5
E* Y
2 24
M . S— 0 ™ S —
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000
Tamanho (d nm) agua Tamanho (d nm) meio DL 10%
C Distribuigao de tamanho por intensidade AgNPs 02 Distribuicdo de tamanho por intensidade AgNPs 02
14+ 3 14+
124 \ 12+
= 10 [ | = 10
_g [ | @
s 8] [ | T 8
o] [ | =
w6 | | ‘% 6
s - ]
3 4 ‘ g
= ) ‘\ £ 4
24 RV ‘\‘ 24
0 R — . . . 0 ; . . . ,
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000

Tamanho (d nm) meio DH 10% Tamanho (d nm) meio RPMI 10%

Figura 14. Distribuicédo populacional de tamanho do lote 02 em 4gua e meios de cultivo: em agua apresentou
didmetro de 28,57 d nm, 81,8% das NP em DL de 38,34 d nm, em meio DH 82,4% de 37,69 d nm e em meio RPMI
72,8 % de 56,33 d nm. Escala eixo X: log na base 10.

No entanto, mesmo apresentando mais de um pico, cerca de 79,6,2 % das NP em agua
possuem diametro de 37,54 d nm, 81,8% das NP em DL de 38,34 d nm, em meio DH 82,4% de
37,63 d nm e em meio RPMI 72,8 % de 56,33 d nm. O lote 05 também apresentou picos
bimodais em &gua, meio DMEM low e high, mas em RPMI apresentou um terceiro pico pouco
proeminente apontando didmetros menores (figura 15). Cerca de 65,6 % das NP em &gua
possuem diametro de 35,62 d nm, 57,4% das NP em DL de 38,84 d nm, em meio DH 70,1% de
37,84 d nm e em meio RPMI 63,4% de 38,73 d nm. Portanto, mesmo apresentando mais de um
pico de distribuicdo de tamanho para ambos os lotes, a maior porcentagem das populacgdes
equivale a um determinado didmetro. Logo, pode-se considerar um sistema de

distribuicdo/dispersdo mais homogéneo do que heterogéneo, tanto em agua, quanto em meios
de cultivo.
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Outro parametro analisado no DLS foi o Potencial Zeta (PZ) que visa analisar a
estabilidade das solucdes de NP em suspensdo. Essa estabilidade é regida por interacGes
atrativas (principalmente van der Waals) e interacfes repulsivas (eletrostaticas), sendo assim,
uma suspensdo pode ser considerada estavel quando as interagfes repulsivas superam as
atrativas, as quais sdo responsaveis pela agregacao e subsequente sedimentacdo. De maneira
geral, para que uma suspensdo de NP seja considerada estavel, os valores de PZ precisam ser
inferiores a -30 mV ou superior a +30 mV, enquanto as regides intermediarias a esses valores
indicam condic@es instaveis (CAMARA; VIANA; VIANA, 2021).
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Figura 15. Distribuicdo populacional de tamanho do lote 05 em agua e meios de cultivo: 65,6 % das NP em
agua possuem didmetro de 39,82 d nm, 57,4% das NP em DL de 38,84 d nm, em meio DH 70,1% de 37,84 d nm
e em meio RPMI 63,4% de 38,73 d nm. Escala eixo X: log na base 10.

Para o lote 02 o valor do potencial zeta em agua foi de -29,76 mV+ 0,55 e em meios
de cultivo: -8,13 mV £ 0,06 (DMEM low), -8,94 £ 0,5 (DMEM high) e -0,55 mV = 0,84
(RPMI). O valor encontrado para o lote 05 em agua foi de -31,16 mV % 4,6 e em meios de
cultivo: -7,72 mV = 1,14 (DMEM low), -5,39 mV £ 0,59 (DMEM high) e -7,96 mV + 0,42
(RPMI) como representado na figura 16. Em suma, o resultado em &gua do lote 05 é um
indicativo de estabilidade e do lote 02 por mais que tenha ficado acima do valor de estabilidade,
estad muito proximo do mesmo, mas pode ocorrer maior presenca de agregados/aglomerados. Ja

os de meio de cultivo, indicam uma maior instabilidade, sendo possivelmente causada pela
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interacdo com as proteinas do meio na superficie das NP.

Solucdes de AgNPs
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Figura 16. Potencial Zeta (PZ) dos lotes 02 e 05. Ambos os lotes apresentam estabilidade em &gua ou préximo,
porém em meios de cultivo (DMEM low, high e RPMI) indicam maior instabilidade. Os dados foram expressos
em média + DP, correspondente a um experimento com trés repeti¢es (n=3).

5.2.2 Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

A concentracdo em numero por mL dos lotes de AgNPs 02 e 05 e a distribuicdo
populacional foram analisadas por NTA em agua. O lote 02 apresentou um concentracao total
de particulas de 2,6 ° particulas/mL e o lote 05 de 2,1° particulas/mL. Em relagdo a distribuicéo
da populacdo, foi possivel identificar, para ambos os lotes, uma distribuicdo em agua de picos
bimodais de tamanho (Figura 17 A e C) de AgNPs, corroborando com os dados de distribuicao
do DLS.

Para o lote 02 cerca de 90,7% da populagdo de NP possui o didmetro médio de 35,8 d
nm (Figura 16 - A) e o lote 05 apresentou cerca de 85,6% da populacdo com didmetro médio
de 45,1 d nm (figura 16 - C). Logo, mesmo apresentando curvas bimodais de distribuicdo de

tamanho, a maior parte da populagdo continua proxima ao tamanho esperado (30 = 10 nm).
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Figura 17. Distribuicéo populacional e concentracdo das AgNPs (02 e 05). (A) Lote 02: 90,7% da populacéo
de NP possui o didmetro médio de 35,8 d nm e concentragéo total de 2,6° particulas/mL (B) Imagem das NP (C)
Lote 05: 85,6% da populagio com didmetro médio de 45,1 d nm e concentracéo total de 2,1° e (D) Imagem das
NP.

Ademais, o Zeta View permite a visualizacdo do material analisado, visto que, ao
receber a incidéncia do laser ira refratar e, essa refracdo gera uma luz branca (que, nesse caso
estudado, sdo referentes as AgNPs (Figura 17 B e D). Além disso, 0 Zeta View permite a analise
de tamanho a partir de 10 nm, logo a populacdo correspondente a diametros menores ndo é
analisada, modificando dessa maneira, a porcentagem da populacdo de AgNPs e a localizacédo

das curvas bimodais, podendo assim, ser uma justificativa para a diferenca, mesmo que
pequena, entre as porcentagens populacionais do DLS (BAREETO G., KAJIYAMA H, 2016).
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5.2.3 Difracgéo de Raios X (DRX)

A técnica de DRX foi empregada com o intuito de analisar e confirmar a natureza
cristalina das NP. Essa analise se baseia no fato, de que os materiais cristalinos ao serem
incididos por raios-X irdo difratar os mesmos em um padrdo Unico para cada tipo de material,
originando picos definidos, devido a organizacdo da estrutura cristalina (TEIXEIRA, 2014).

O padrdo de difracdo é dado, a partir da intensidade relacionada com o angulo
originado pelas reflexdes de Bragg (20). Para as AQNPs, pode-se estipular os valores de 20 em
38°, 44°, 64° e 77° que equivalem, respectivamente, aos planos de reflexdo (111), (200), (220)
e (311) como relatado em JCPDS N° 89-3722. Esse padrdo foi encontrado para ambos os lotes
de AgNPs (02 e 05) representados nos difratogramas abaixo (figura 18), confirmando a
identidade de AgNPs.
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Figura 18. Difratogramas lote 02 e 05 de AgNPs. Valores de 20 em 38°, 44° 64° e 77° que equivalem,
respectivamente, aos planos de reflexdo (111), (200), (220) e (311) correspondentes a estruturas cristalinas de
AgNPs.
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5.2.4 Microscopia Eletrénica de Transmissdao (MET)

O MET foi utilizado com o intuito de analisar a morfologia e a distribuigdo de tamanho
das AgNPs. Visualmente, o lote 05 (figura 19) apresentou o formato esférico predominante,
boa dispersdo/homogeneidade e tamanhos reduzidos e o lote 02 (figura 20) também apresentou
o formato esférico predominante e tamanhos reduzidos, no entanto, a popula¢do ndo esta tao

dispersa/homogénea quanto a do lote 05.

500 nm

Figura 19. Tamanho e morfologia de AgNPs (lote 05) por Microscopia Eletrénica de Transmissdo. A
micrografia demonstra, que as AgNPs, visualmente, parecem apresentar a morfologia esférica, com tamanhos
reduzidos e boa dispersdo/homogeneidade. Escala: 500 nm.
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Figura 20. Tamanho e morfologia de AgNPs (lote 02) por Microscopia Eletrénica de Transmissdo. A
micrografia demonstra, que as AgNPs, visualmente, parecem apresentar a morfologia esférica, com tamanhos
reduzidos, sendo possivel observar aglomerados/agregados (seta vermelha). Escala: 200 nm.
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Para mensurar a proximidade com o formato esférico, as imagens digitais foram
analisadas pelo software ImageJ (n = 500) no qual, o fator de circularidade foi estudado. Um
valor de circularidade 1,0 representa a simetria perfeita de um circulo, enquanto os valores
diferentes de 1,0 indicam morfologias que ndo séo perfeitamente esféricas. A partir da anélise
realizada do lote 05 (figura 21), foi possivel determinar que 50 % da populacdo apresentou a
simetria perfeita de um circulo (1,0) e 24 % ficaram entre os valores de 0,8 a 0,95 representando
também, que parte da populacdo de AgNPs possui morfologia quase esférica. O restante da
populacéo (26%) apresentou os valores entre 0,40 e 0,75, indicando afastamento do formato
esférico. Portanto, de maneira geral, a populacdo de AgNPs do lote 05 possui morfologia

esférica.
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Figura 21. Andlise do fator de circularidade/forma das AgNPs lote 05: 50 % da populacdo apresentou a
simetria perfeita de um circulo (1,0) e 24 % ficaram entre os valores de 0,8 a 0,95 representando também, que
parte da populagdo de AgNPs possuem proximidade a simetria perfeita de um circulo. O restante da populagdo
(26%) apresentou os valores entre 0,40 e 0,75, indicando afastamento do formato esférico.

Ja para o lote 02 (figura 22) foi possivel determinar que, 17% da populacdo apresentou
a simetria perfeita de um circulo (1,0) e 24,5 % ficaram entre os valores de 0,8 a 0,95
representando também, que parte da populacdo de AgNPs possui proximidade a simetria
perfeita de um circulo. O restante da populacéo (58,5%) apresentou os valores entre 0,40 e 0,75,
indicando afastamento do formato esférico. Portanto, de maneira geral, a populacdo de AgNPs
do lote 02 ndo apresentou grande parte da populacdo com formato esférico ou proximo como a
do lote 05. Nesse caso, mais da metade da populacdo de AgNPs possui afastamento do formato

esférico.
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Figura 22. Analise do fator de circularidade/forma das AgNPs lote 02: 17% da populacdo apresentou a
simetria perfeita de um circulo (1,0) e 24,5 % ficaram entre os valores de 0,8 a 0,95 representando também, que
parte da populagdo de AgNPs possui proximidade a simetria perfeita de um circulo. O restante da populagao
(58,5%) apresentou os valores entre 0,40 e 0,75, indicando afastamento do formato esférico.

Outro parametro analisado a partir das micrografias de MET pelo software ImageJ foi
o diametro das AgNPs, com um total de 500 nanoparticulas para cada lote (02 e 05). O lote 05
(figura 23) apresentou diametros que variaram de 5 a 85 nm, sendo 73,03 % correspondente a
NP com diametros entre 5 a 40 nm e o restante (26,97%) entre 45 a 85 nm. Para o lote 02 (figura

24) foi possivel determinar uma variacdo de didmetro de 8 a 42 nm, totalizando 99,8 % da
populacdo de NP e, apenas 0,2 % apresentaram um didmetro de 42 nm.
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Figura 23: Frequéncia de distribuicdo de tamanho de AgNPs lote 05: O lote 05 apresenta didmetros que
variaram de 5 a 85 nm, sendo 73,03 % correspondente a NP com didmetros entre 5 a 40 nm e o restante (26,97%)
entre 45a 85 nm.
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Figura 24: Frequéncia de distribuicdo de tamanho de AgNPs lote 02: o lote 02 apresenta uma variagdo de
didmetro de 8 a 42 nm, totalizando 99,8 % da populacéo de NP e, apenas 0,2 % com didametro de 42 nm.

Majoritariamente, a maior parte da populacéo dos lotes de NP estdo dentro do didmetro
almejado de acordo com o objetivo estipulado (30 + 10 nm). Além disso, ao analisar todos 0s
didmetros encontrados, esses continuam dentro da escala nanométrica de 0-100 nm (ISO/TC
229). Foi possivel observar também, que o lote 05 apresentou uma maior dispersao/
homogeneidade sem presenca de aglomerados e agregados, ja o lote 02 apresentou agregados
e aglomerados (setas vermelhas - figura 20). Além disso, os resultados referentes ao didmetro
médio das AgNPs corroboraram com os resultados obtidos pelo DLS.

Ademais, a agregacdo/aglomeracdo das AgNPs é ocasionada, devido a alta energia
superficial, que favorece termodinamicamente, a imediata agregagdo das NP (MELO, 2012).
No entanto, o uso de estabilizadores como 0 PVA e TSC minimizam esse processo, mas ndo
anulam por completo como pode ser observado de maneira mais abrangente na figura 20. Outro
ponto a ser levado em consideracao, é que o lote 02 apresentou menor estabilidade de acordo
com os dados referentes ao potencial zeta, corroborando também, para um aumento de

aglomerados/agregados.

5.2.5 Microscopia Eletronica de varredura (MEV) com Energia Dispersiva de Raios X
(EDS)

O EDS ¢ uma das técnicas utilizadas para a identificacdo da composicdo elementar da
amostra em questdo, sendo fundamental para discernir se a toxicidade das NP esta relacionada

com a presenca de possiveis elemento indesejaveis. Além disso, essas impurezas podem ser
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sitios de nucleagdo das NP (MELO 2012). Nesse caso, o lote 02 apresentou em sua composicao:
Prata (Ag), Sédio (Na), Oxigénio (O) e Carbono (C) como demonstrado na figura 25 e o lote
05 exibiu a mesma composicao quimica, em exce¢do do sodio (figura 26).

A natureza quimica foi a esperada para os dois lotes. O aparecimento do elemento
carbono pode ser explicado pelo fato da amostra em pé dos lotes de AgNPs serem depositadas
em studs previamente recobertos com fita carbono. Ja, os outros elementos, foram oriundos dos

reagentes utilizados para a sintese (TSC ou PVA, NaBH4 e AgNQO3).
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Figura 25. Composi¢do quimica por Energia Dispersiva de Raios X do lote 02. (A) Composi¢do quimica
presente no lote 02, foi de: Prata, Oxigénio, Sddio e Carbono. (B) Imagem proveniente da analise no MEV na
escala de 50 um.
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Figura 26. Composi¢do quimica por Energia Dispersiva de Raios X do lote 05. (A) Composi¢do quimica
presente no lote 05, foi de: Prata, Oxigénio e Carbono. (B) Imagem proveniente da analise no MEV na escala de
100 pm.
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5.2.6 Preenchimento dos critérios de caracterizacdo e analise dos melhores parametros

para sintese de AgNPs

Todas as analises realizadas referentes as metodologias de caracterizagdo foram
preenchidas como aprovados para os lotes 02 e 05 como pode ser observado na tabela 8. Além
disso, pode ser inferido que os parametros utilizados para a sintese desses dois lotes foram os
mais adequados (APENDICE A) frente ao protocolo padrdo apresentado pelos artigos de
referéncia para a sintese realizada, tais quais AGNIHOTRI et al. (2014) e MELO et al. (2012).
Dentre os parametros alterados que se mostraram fundamentais no protocolo 1 foram: volume
final da solucdo aumentado, uso de solucdo intermediaria (solucBes dos reagentes previamente
diluidos), lavagem com é&cido e detergente neutro (vidros ficaram sem manchas presentes,
diferente dos lavados com extran), uso de lotes de reagentes novos e tempo de virada variado,
ou seja, logo apo6s a mudanca da coloracdo das AgNPs a sintese foi finalizada (o tempo de 20
min de virada ocasionava a coloracdo esverdeada e leitosa na maioria dos casos). Para o
protocolo 2 as modificag6es primordiais foram: o tempo de virada e o uso do estabilizador (logo
apos a mudanca de coloracgéo, ha a necessidade de adicionar o estabilizador, caso contrario, o
sistema de reducéo ira continuar e o uso do estabilizante irda demorar mais para atuar, resultando

no escurecimento e, por consequéncia, aumento do diametro).

Tabela 8. Critérios de caracterizagdo preenchidos.

CLASSES DE PROTOCOLOS SOLUCOES DE CI;ITtERIO.S IDE CARACTERIZAGAO
SINTESE (SUBCLASSES) AgNPs/LOTE pis | ° e':c'a DRX | MET |MEV| NTA
zeta
AQUECIMENTO | PROTOCOLO 1.1 AgNp 02
RESFRIAMENTO |  PROTOCOLO 2 AgNp 05

5.3 ENSAIOS IN VITRO

5.3.1 Curvas de Crescimento

A curva de crescimento foi realizada com o intuito de estipular a taxa celular
proliferativa ideal para a realizacdo dos ensaios celulares. Além disso, visando aumentar a
confiabilidade do resultado, optamos por alcancar uma absorbancia em 24h de 0.5 (UA), dessa
forma, caso ocorra um perda de viabilidade relativa de 20 a 30% nos testes de viabilidade fica

mais fécil a percepg¢do em um grafico e aumenta a confiabilidade por ter um crivo mais alto de
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viabilidade relativa de leitura de absorbancia. Na figura 27 é possivel observar a taxa celular
proliferativa de diferentes concentracdes da linhagem A549. As concentragdes de 6x10° e 7x10°
células/pogo mostraram-se adequadas para 0s ensaios a serem realizados em placas de 96 pocos,
tendo em vista ndo apenas o crescimento exponencial das células, mas também o fato de que
nas concentragBes de 8x10%, 9x10° e 1x10* células/pogo houve o aparecimento de um plato,
seguido do aumento da proliferacdo a partir de 48h. Finalmente, baseado na curva de
crescimento realizada, optou-se pela concentracdo de 7x10° células/poco, visto que, durante o
periodo de 72h as células continuam em estagio proliferativo, corroborando com o tempo de
tratamento com as AgNPs e com absorbancia de 0,5(UA) em 24h.

Curva de crescimento A549
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Figura 27: Curva de crescimento A549: densidade celular de acordo com diferentes concentragdes de células
(6x10?, 7x10%, 8x10%, 9x10° e 1x10%) no decorrer dos tempos 24h,48h e 72h com presenca de SFB (10%). A
concentragdo de 7x10° células por pogo mostrou-se satisfatdria para realizagdo dos ensaios com placas de 96 pogos.
Experimento com uma repeticdo (n=1).
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Figura 28: Curva de crescimento BEAS-2B: densidade celular de acordo com diferentes concentragdes de
células (2,5x10%, 5x10°%, 7x103%, 10x10° e 20x10°%) no decorrer dos tempos 24h,48h e 72h com presenca de SFB
(10%). A concentragdo de 7x10° células por pogo mostrou-se satisfatoria para realizagio dos ensaios com placas
de 96 pocos. Experimento com uma repeticdo (n=1).
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E possivel verificar na figura 28 a taxa celular proliferativa de diferentes concentracdes
da linhagem BEAS-2B. As concentragbes de 5x10° e 7x10° células/pogo mostraram-se
adequadas para os ensaios a serem realizados em placas de 96 pogos, tendo em vista ndo apenas
0 crescimento exponencial das células, mas também o fato de que o indice celular na
concentragéo de 2,5 x10° células/pogo apresentou aumento da densidade celular apenas a partir
de 48h e, as concentracdes de 10x10° e 20x10° apresentaram platd apds 48h. Finalmente,
baseado na curva de crescimento realizada, optou-se pela concentragdo de 7x102 células/poco,
visto que, durante o periodo de 72h as celulas continuam em estégio proliferativo, corroborando
com o tempo de tratamento com as AgNPs e com absorbancia de 0,5(UA) em 24h.

5.3.2 Efeitos das AgNPs na viabilidade das linhagens celulares A549 e BEAS-2B por MTT
e LDH

A fim de verificar o potencial citotéxico de AgNPs nas linhagens celulares A549 e
BEAS-2B em diferentes concentragdes (10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL) e tempos (24, 48 e 72h),
foi realizado, primeiramente, o ensaio de MTT. Os resultados referentes a A549 seguem adiante
na figura 29, onde é possivel observar inicialmente, no tempo de 24h, para o lote 02 reducédo da
atividade mitocondrial nas concentragdes de 75 pg/mL (87,34% = 3,2) e 100 pg/mL (79,27%
+ 4,1) e, para o lote 05 em 100 pg/mL (87,11% + 2,8). Ap6s 48h houve continua queda de
atividade mitocondrial para o lote 02 em 50 pug/mL (87,74% £ 5,5), 75 pg/mL (78,65% =+ 4,4)
e 100 pg/mL (58,22% + 2,3) e, para o lote 05 em 100 pg/mL (65,98% + 3,7). Por fim, 72h ap6s
0 inicio da exposicéo, a reducéo de atividade mitocondrial se manteve para ambos os lotes (02
e 05) para as mesmas concentragdes, sendo respectivamente, 75 pg/mL (75,31% + 2,2) e 100
pg/mL (15,65% + 4,5) e 75 pg/mL (77,42% £ 5,1) e 100 pg/mL (18,82% + 1,2). A partir desses
dados, foi possivel estipular o IC-50, no qual ambos os lotes reduziram 50% da viabilidade
celular em concentragcfes proximas e sem diferenca significativa, sendo para o lote 02 de 77,68
pug/mL e lote 05 de 77,61 pg/mL, representados respectivamente nas figura 30.

Conforme estabelecido na diretriz 129 da OECD (Guidance document on using cytotoxicity
tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity tests), a reducdo de viabilidade celular
é considerada biologicamente significativa quando atinge uma diminuicdo de 30% (OECD,
2010). Com base nos resultados obtidos, observa-se que apds 24 horas de tratamento, ambos 0s
lotes resultaram na reducdo de viabilidade celular, sendo que o lote 02 apresentou uma perda
maior em comparagdo com o lote 05. No entanto, essa diminui¢cdo ndo foi estatisticamente

significativa do ponto de vista bioldgico. O fato do lote 05 apresentar uma menor resposta de
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reducdo da viabilidade no periodo de 24h pode estar associado ao revestimento com o polimero
de alcool polivinilico (PVA). Esse polimero pode ajudar a controlar a liberacdo de ions de prata
das AgNPs, atuando como uma barreira fisica que retarda a liberagdo de ions de prata das
AgNPs, fornecendo uma liberagdo mais controlada ao longo do tempo e, consequentemente,
uma reducdo de viabilidade mais gradual (PENCHEVA; BRYASKOVA; KANTARDIJIEV,
2012).

Ao analisar o periodo de 48 horas, observa-se que a concentracdo de 100 pg/mL nos
lotes 02 e 05 apresentou significancia biolégica, mantendo-se significativa ap6s 72 horas de
tratamento. Portanto, é possivel inferir que ambos os lotes demonstraram efeitos bioldgicos
significativos ap0s 48 horas de exposicdo e continuaram a manifestar esses efeitos apos 72
horas.

Com base nos resultados apresentados, é evidente que a reducdo da viabilidade
celular/metabolismo mitocondrial em resposta a exposicéo as AgNPs é influenciada tanto pela
dose quanto pelo tempo de exposi¢do, 0 que esta em consonancia com estudos anteriores
realizados por PADMINI et al. (2022), BLANCO et al. (2017), MATYSIAK-KUCHAREK;
SAWICKI; KAPKA-SKRZYPCZAK (2023) e LANKOFF et al. (2012). Essa relacdo dose-
resposta pode ser atribuida a capacidade das AgNPs de permanecerem nas células por periodos
prolongados, continuando a liberar ions de prata e mantendo sua atividade citotdxica.

Por exemplo, BLANCO et al. (2017) utilizou AgNPs sintetizadas quimicamente em
concentragOes de 10, 25, 50, 100 e 200 pg/mL durante 24, 48 e 72 horas, observando-se uma
maior reducdo de viabilidade celular e IC-50 em 72 horas, especialmente na concentracdo de
100 pg/mL. Similarmente, MATYSIAK-KUCHAREK; SAWICKI; KAPKA-SKRZYPCZAK
(2023) utilizou AgNPs sintetizadas guimicamente em concentragfes de 50, 100, 150 e 200
Hg/mL durante 24 e 48 horas, ndo observando reducédo significativa da viabilidade celular,
exceto na concentragcdo mais elevada (200 pg/mL), onde a viabilidade celular foi reduzida em
cerca de 70%.

Embora esses estudos tenham utilizado concentragdes e periodos de tratamento
semelhantes aos do presente projeto, é importante ressaltar que a reducéo da viabilidade celular
pode variar dependendo de fatores como tamanho, forma, concentracdo e revestimento das
nanoparticulas de prata. Portanto, as diferencas observadas entre os estudos podem ser
atribuidas as variagGes nos métodos de sintese das AgNPs.

Dentre os estudos anteriores, BLANCO et al. (2017) demonstrou uma maior
similaridade com os resultados do presente estudo, especialmente em relagcéo a concentracédo de

100 pg/mL em 72 horas. Isso destaca a importancia de considerar ndo apenas a dose e 0 tempo
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de exposi¢cdo, mas também as caracteristicas especificas das nanoparticulas de prata e seus

efeitos na viabilidade celular.
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Figura 29. Viabilidade celular A549 por MTT: ensaio de reducdo de MTT realizado em exposi¢éo da linhagem
A549 as AgNPs, nas concentragdes de 10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. Ambos os lotes
de AgNPs reduziram a viabilidade celular/metabolismo mitocondrial apds 48h de tratamento em 100 pg/mL. A
condicdo DMEM (high) representa o controle negativo (células viaveis). O controle de morte celular foi realizado
através de lise pelo uso de Triton™ X-100 0,1%. Foram realizados trés experimentos independentes. A analise
estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com mdltiplas comparac6es de Dunnett comparado
ao respectivo grupo controle (C-) (* p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
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Figura 30. Concentracdo inibitéria (1C-50) da A549 apds exposi¢do com AgNPs: os dados obtidos do ensaio
de MTT foram utilizados para a obtencdo do 1C-50. O lote 02 resultou em um IC-50 de 77,68 pg/mL e para o lote
05 77,61 pg/mL. Foram realizados trés experimentos independentes.

Os resultados referentes as células BEAS-2B estdo apresentados na Figura 31.
Inicialmente, apds 24 horas, para os lotes 02 e 05, ndo foi observada reducdo da atividade
mitocondrial em nenhuma das concentracfes de exposicdo consideradas significativas.
Entretanto, ap06s 48 horas, ocorreu uma reducdo progressiva na viabilidade celular para o lote
02, atingindo 76,99% + 7,7 em 50 pg/mL, 66,91% + 6,01 em 75 pg/mL e 50,96% + 6,7 em 100
pg/mL, enquanto para o lote 05, os valores foram de 90,37% + 5,7 em 10 pug/mL, 88,76% * 4,5
em 25 pg/mL, 80,95% =+ 1,38 em 50 pg/mL, 78,27% = 3,5 em 75 pg/mL e 70,31% + 3,08 em
100 pg/mL. Apos 72 horas, a reducdo na atividade mitocondrial persistiu para o lote 02 em
68,58% + 7,3 em 50 pg/mL, 58,22% + 5,2 em 75 pg/mL e 31,66% + 3,4 em 100 pg/mL, e para
0 lote 05em 85,81% + 8,2 em 75 pg/mL e 74,60% £ 7,1 em 100 pg/mL, permitindo estabelecer
0 1C50 para o lote 02 apds 72 horas em 77,99 (figura 32).

Na anélise do periodo de 48 horas, constatou-se que as concentragdes de 75 e 100 pug/mL
para o lote 02 e 100 pg/mL para o lote 05 apresentaram significancia bioldgica, mantendo-se
significativas ap6s 72 horas para as concentracdes de 50, 75 e 100 pg/mL para o lote 02.
Portanto, ambos os lotes demonstraram efeitos bioldgicos significativos apds 48 horas de
exposicdo, sendo que somente o lote 02 manteve a reducdo da viabilidade (igual ou inferior a
70%) apds 72 horas.

Com base nos resultados, é evidente que a reducdo da viabilidade celular/metabolismo
mitocondrial em resposta a exposicdo as AgNPs ¢ influenciada tanto pela dose quanto pelo
tempo de exposi¢cdo no caso do lote 02. Porém, para o lote 05, a redugdo na viabilidade celular
ndo foi mantida apds 72 horas de exposi¢do as AgNPs, sugerindo uma possivel capacidade de
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recuperacdo das células BEAS-2B frente ao dano inicial causado pelas AgNPs. Essa capacidade
pode ser atribuida a mecanismos de reparo celular, adaptacdo ao estresse ou até mesmo
eliminagdo das AgNPs do ambiente celular. Alem disso, o lote 05, é recoberto por &lcool
polivinilico (PVA), apresenta um maior controle de liberacdo de ions pelas AgNPs
(PENCHEVA; BRYASKOVA; KANTARDIJIEV, 2012).

MUHAMAD et al. (2022) estudaram o efeito na viabilidade das células BEAS-2B por
MTT em concentracdes variadas (0 a 1000 pg/mL) e utilizando distintas AgNPs, incluindo
aquelas originadas por sintese quimica e recobertas com PVP (polivinilpirrolidona). Seus dados
relatam que essas AgNPs geram reducdo na viabilidade somente em concentragdes acima de
250 pg/mL apos 48 horas. Nossos dados corroboram com a reducdo de viabilidade apds 48
horas de exposicdo, porém em concentraces mais reduzidas nos lotes 02 e 05, sendo
respectivamente, 75 e 100 pg/mL.

Além disso, MUHAMAD et al. (2022) também estudaram os efeitos na viabilidade
celular da A549 em comparacdo com a BEAS-2B e relataram as mesmas condic¢des anteriores.
Concluiram que a AgNPs obtida por sintese quimica resultou em reducao de viabilidade em
ambas as células, resultando em uma toxicidade néo seletiva. Nossos dados indicam que o lote
02 apresentou reducdo da viabilidade progressiva dependente da dose e do periodo de
tratamento para a célula A549 em ambos os lotes, resultando em diferenca significativa apos
48 horas de exposi¢do na concentracdo de 100 pg/mL, mantendo-se até 72 horas. Esse padréo
manteve-se para a BEAS-2B, mas nas concentracdes de 75 e 100 pg/mL e, ap6s 72 horas, nas
concentracBes de 50, 75 e 100 pg/mL. Portanto, o lote 02 resultou em efeitos bioldgicos
significativos tanto para a célula tumoral (A549) quanto para a célula normal (BEAS-2B),
corroborando com a toxicidade ndo seletiva relatada por MUHAMAD et al. (2022). No entanto,
torna-se possivel notar que o lote 02 apresentou, em concentracdes mais reduzidas (50, 75 e
100 pg/mL) em exposi¢do com a BEAS-2B, indicando maior dano celular em concentragdes
mais reduzidas quando comparadas as mesmas condic¢des da A549.

Em contrapartida, o lote 05 também surtiu efeito bioldgico frente a A549 e BEAS-2B a
partir de 48 horas na concentracdo de 100 pg/mL. No entanto, essa reducao de viabilidade so
continuou para o lote 02 ap0s 72 horas. Portanto, é possivel sugerir, como citado anteriormente,
que a célula BEAS-2B ativou mecanismos de reparacdo celular frente a exposicdo com as
AgNPs do lote 05, resultando em uma possivel toxicidade seletiva da resposta celular do lote
05 frente a exposi¢do com A549 e BEAS-2B.
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Figura 31. Viabilidade celular BEAS-2B por MTT: ensaio de reducdo de MTT realizado em exposicdo da
linhagem BEAS-2B as AgNPs, nas concentragdes de 10; 25; 50; 75 e 100 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h.
Ambos os lotes de AgNPs reduziram a viabilidade celular/metabolismo mitocondrial ap6s 48h de tratamento em
100 pg/mL. A condigdo DMEM (high e low) representa o controle negativo (células vidveis). O controle de morte
celular foi realizado através de lise pelo uso de Triton™ X-100 0,1%. Foram realizados trés experimentos
independentes. A andlise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com mdaltiplas comparagdes
de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (C-) (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001).
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Figura 32. Concentracdo inibitéria (IC50) da BEAS-2B apds exposi¢do com AgNPs 02: os dados obtidos do
ensaio de MTT foram utilizados para a obtencéo do 1C-50. O lote 02 resultou em um IC50 de 77,99 pg/mL para a
BEAS-2B. Foram realizados trés experimentos independentes.

Em seguida, apds verificarmos queda de viabilidade das células A549 pelo ensaio de
reducdo de MTT, realizamos o ensaio de atividade de LDH com as mesmas concentracdes de
tratamento de AgNPs. Os resultados observados para o lote 02 e 05 na linhagem celular A549
e (Figura 33) demonstram que ndo houve aumento dos niveis de LDH ao compararmos as
concentragOes testadas com o controle positivo de morte celular, o qual apresentou alta
liberacdo de LDH. O ndo extravasamento de LDH para o meio extracelular € um indicativo de
que as células possam estar morrendo por apoptose e ndo necrose, Visto que, na apoptose ndo
h& o rompimento de membrana, e sim, a formacao de corpos apoptdticos.

Nosso dados corroboram com MFOU-TYNGA et al (2014), no qual relatou que até
mesmo em concentracdes elevadas, nesse caso de 3,23 mg/mL ndo hé liberagdo significativa
de LDH. No entanto, ha estudos que demonstram o oposto como o0 de SUNDUKOV (2016) que
em concentrac¢des semelhantes ao do presente projeto (0, 10, 25, 50 e 100 mg/mL) mostraram
liberagdo de LDH crescente no decorrer de 24 e 48h. Essa contrariedade como relatado também
em outros resultados se deve, provavelmente, as diferentes caracteristicas fisico-quimicas das
AgNPs.
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Figura 33. Viabilidade celular A549 por LDH: Ensaio de liberacdo de LDH realizado em exposic¢éo da linhagem
Ab549 as AgNPs ndo demonstram extravasamento de LDH, indicando possivel apoptose nas concentrag@es de 10;
25, 50; 75 e 100 pg/mL, nos tempos de 24, 48, 72h. A condicdo PC (controle positivo) trata-se da liberacdo
méaxima de LDH. Foram realizados trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada através do
teste one-way ANOVA com muiltiplas comparacGes de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (C-) (*
p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001). (Obs: ns — ndo significativo).
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5.3.3 Monitoramento celular em tempo real por impedéancia elétrica

Ap0s expor as células A549 a diferentes concentracdes de AgNPs dos lotes 02 e 05 (10;
25; 50; 75 e 100 pg/mL), procedemos a analise da proliferagdo da linhagem epitelial alveolar
por meio de monitoramento em tempo real da impedancia elétrica. A representacdo grafica da
impedancia elétrica, refletindo a proliferacdo e adesdo celular, é exibida como indice celular
(1C).

A figura 34 ilustra a andlise dos efeitos das diversas concentracdes de AgNPs na
linhagem A549. O grafico inclui oito linhas, representando cinco condi¢des de tratamento e trés
de controle (DMEM high 10% SFB, como controle de células vidveis sem nanoparticulas,
TRITON para controle de morte celular induzida por Triton™ X100 0,1%, e DMEM 10% SFB
SEM CELULAS, com apenas meio de cultura). O experimento teve duragio de 96 horas.

No inicio do experimento, adicionamos 7x10% células por pogo. Nas primeiras horas,
observamos a formacéo de focos de adesdo, indicados pelo aumento constante da impedancia
devido a deposicéo celular nos eletrodos.

Ap0s 24 horas, notamos uma leve queda no IC devido ao tratamento com as diferentes
concentragBes de AgNPs. Além disso, observamos uma significativa diminuicdo do indice
celular no controle positivo de morte, representado em vermelho escuro, devido ao uso de
Triton™ X-100 0,1%. Apo6s 24 horas de tratamento, observamos adesdo e proliferacdo celular,
resultando em um aumento constante do indice celular. Finalmente, as células atingiram a
confluéncia, levando a estabilizacdo do indice celular. Ao final do experimento, ndo houve
diferenca significativa na proliferacdo celular em diferentes periodos de exposi¢éo (24h, 48h e
72h) as diferentes concentracdes de AgNPs.

Portanto, nenhum dos lotes de AgNPs, com suas distintas concentragfes, provocou
alteragbes na proliferacdo/impedéncia celular ao longo do tempo. No entanto, estudos
anteriores, como o de MOE; GABOS; LI (2013), relataram uma reducao do indice celular a
partir da concentracdo de 20 pg/mL de AgNPs, aumentando progressivamente com o tempo de
tratamento. Essa discrepancia nos resultados pode ser atribuida as diferentes caracteristicas
fisico-quimicas das AgNPs, como o tamanho médio proximo a 100 nm e o revestimento
organico utilizado no estudo de MOE; GABOS; LI (2013).
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Figura 34. Proliferacéo das células A549 apds 24h, 48h e 72h apds tratamento com AgNPs por impedancia
elétrica: as AgNPs de ambos os lotes ndo ocasionam alteragfes na proliferacdo e adesdo celular nas distintas
concentragdes utilizadas (10; 25; 50; 75 e 100 pug/mL). O experimento foi realizado em 96h, no qual apés 24h as
células foram tratadas com AgNPs para subsequente periodo de exposicdo por 72h. Foram realizados trés
experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com multiplas
comparacOes de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (C-) (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
(Obs: ns — ndo significativo).

5.3.4 Avaliagéo da morte celular

Ap0s observarmos uma reducdo na viabilidade das células A549 tratadas com AgNPs
(02 e 05) pelo ensaio de reducdo de MTT e a auséncia de alteragcdo na viabilidade pelo ensaio
de liberacdo de LDH, decidimos investigar a possibilidade de morte celular por apoptose ou
necrose. Para isso, realizamos analises por citometria de fluxo ap6s 72 horas de tratamento com
75 e 100 pg/mL de AgNPs para ambos os lotes (Figura 35).

O lote 02 e 05 resultaram na reducdo da viabilidade celular/morte celular apds 72h nas
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concentracOes de 75 e 100 pug/mL. Para o lote 02 foi possivel determinar que mesmo apos a
exposicdo de 72h com AgNPs, 40,8 + 1,59 na concentracdo de 75 pg/mL e 47,4 + 1,58 nade
100 pg/mL correspondem as células viaveis. O restante das células estd sofrendo
majoritariamente apoptose, no qual, 46,5 % * 1,37 das células estdo em processo de apoptose
inicial e 12,5 % = 0,90 em apoptose tardia na concentracdo de 75 pg/mL e, respectivamente,
para 41,13 % + 1,8 e 11,4% + 2,7 na concentracdo de 100 pg/mL. Para o lote 05 foi possivel
observar um padrdo semelhante, sendo assim, 43,9% * 1,58 na concentracdo de 75
correspondem as células viaveis, 44,6% * 1,85 em apoptose inicial e 11,3% +1,34 em tardia.
Para a concentragdo de 100 pg/mL 44,4%=+ 1,9 correspondem as células viaveis, 44,6% + 0,55
apoptose inicial e 12,1% + 1,4 tardia. Em relacdo a necrose, nenhum dos lotes (05 e 02) em
ambas as concentracfes ndo resultaram em necrose, ressalvando o lote 02 na concentragédo de
100 pg/mL em que 2,03% + 3,4 equivale a necrose, no entanto sem diferenca significativa.

Portanto, em geral, ndo observamos a ocorréncia de necrose, 0 que esta em concordancia
com os resultados do ensaio de LDH e com estudos anteriores, como BLANCO et al. (2017) e
LANKOFF et al. (2012). A liberacdo de LDH requer o rompimento da membrana plasmatica
da célula, um evento caracteristico da necrose, ndo de apoptose (HAN et al., 2014). Na
apoptose, embora ocorra morte celular, ndo ha ruptura da membrana plasmatica, mas sim a
formacdo de corpos apoptoticos. Além disso, observamos que predominantemente, em ambas
as concentracdes e lotes de AgNPs, as células estdo passando por apoptose inicial, indicando
danos internos como fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina. A apoptose tardia
representa um estagio mais avancado do processo, em que as células ja passaram pela apoptose
inicial e estdo prestes a se tornar corpos apoptoticos, que sao posteriormente fagocitados pelo
sistema imunoldgico (TIWARI SK et al., 2022)

Nossos resultados indicam que as AgNPs geram uma resposta celular aguda em 72
horas, com a maioria das células passando por apoptose inicial. 1sso sugere uma acao rapida
das AgNPs no desencadeamento do processo apoptotico, com potenciais implicacdes
terapéuticas para o cancer. Esses achados estdo alinhados com estudos anteriores, como
BLANCO et al. (2017) e LANKOFF et al. (2012), embora BLANCO et al. (2017) tenha
observado um aumento na apoptose tardia ap6s 72 horas de tratamento em concentragdes acima
de 50 pg/mL, enquanto nossos resultados indicam predominantemente apoptose inicial apos 72
horas em concentracdes de 75 e 100 pg/mL. Essa discrepancia pode ser atribuida as
caracteristicas especificas das AgNPs utilizadas, como tamanho, forma e cargas superficiais,
como discutido por LANKOFF et al. (2012), que investigou como diferentes estados de

aglomeracéo de AgNPs podem influenciar a resposta celular, incluindo a morte celular.
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Figura 35. Morte celular por anexina V/PI apds 72h de exposi¢cdo com AgNPs: Ensaio de viabilidade celular
por citometria de fluxo utilizando o kit de Anexina V/PI, demonstrando, majoritariamente, morte celular por
apoptose. Realizou-se a exposicao da linhagem A549 as AgNPs, nas concentrac@es de 75 e 100 pg/mL apds 72h.
Células negativas para ambos os marcadores (Anexina V-/Pl-) foram consideradas vidveis (Q3); positivas para
anexina V e negativas para Pl (Anexina V+/Pl-), em apoptose inicial (Q4); positivas para ambos os marcadores
(Anexina V+/PI+), em apoptose tardia ou necrose (Q2); e negativas para Anexina V e positivas Pl (Anexina V-
/P1+) em necrose (Q1). Foi realizado um experimento independente. A analise estatistica foi feita através do teste
one-way ANOVA com multiplas comparacGes de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (* p < 0,05;
**p < 0,01; *** p <0,001). Obs: ns — ndo significativo.
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5.3.5 Efeito na migracéo celular

Os desafios enfrentados no tratamento do cancer de pulméo, incluindo a alta taxa de
mortalidade decorrente da metastase, destacam a importancia de compreender 0s mecanismos
envolvidos na migracdo celular. Para investigar o impacto das nanoparticulas de prata (AgNPs)
nesse processo, realizamos o ensaio de recuperacdo de ranhura, uma abordagem que permite
avaliar indiretamente a interferéncia das AgNPs no citoesqueleto celular e, consequentemente,
na migragéo celular. Inicialmente, criamos uma abertura estreita semelhante a uma ranhura em
uma monocamada celular confluente de células A549. Posteriormente, expomos essas células
a concentracdes de 10, 75 e 100 pg/mL de AgNPs por 48h e 72h.

Nossos resultados revelam que as células A549 tratadas com as AgNPs (lotes 02 e 05)
ndo demonstraram inibicdo no potencial migratorio ap6s 48h e 72h de exposi¢do em diferentes
concentracg0es (figura 36). A analise quantitativa da migracdo indica que tanto no grupo controle
quanto no grupo tratado, para ambos os lotes e concentracdes, houve fechamento completo da
ranhura apds 48h e 72h. No entanto, estudos anteriores, como o de QUE et al. (2019), relatam
que o potencial migratério estd relacionado ao tamanho das AgNPs, destacando que
nanoparticulas com tamanho de 13 nm podem inibir a migracdo apos 24h e 48h de exposicao,
enquanto AgNPs maiores podem aumentar a migracdo celular. A discrepancia entre nossos
resultados e os achados desse estudo pode ser atribuida ao tamanho médio das AgNPs
utilizadas, bem como a outras caracteristicas fisico-quimicas resultantes dos diferentes métodos
de sintese. Esses resultados ressaltam a importancia da otimizacdo dos protocolos de sintese
para alcancar os objetivos desejados no desenvolvimento de terapias baseadas em

nanoparticulas.
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Figura 36. Efeito na migragéo celular da A549 apds 48h e 72h ap0s tratamento com AgNPs: as AgNPs de
ambos os lotes nas concentragdes de 10; 75 e 100 pg/mL ndo ocasionaram altera¢des no potencial migratério
celular da A549, sendo possivel observar as ranhuras do lote 02 em A e lote 05 em B. Foram realizados trés
experimentos independentes e a analise estatistica foi realizada através do teste one-way ANOVA com multiplas
comparagdes de Dunnett comparado ao respectivo grupo controle (C-) (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001).
(Obs: ns — ndo significativo). Barra de escala, 100 um
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, foram desenvolvidos dois lotes de nanoparticulas de prata (AgNPs),
designados como lotes 02 e 05, que atenderam aos critérios de selecdo para promover
nanoparticulas com potencial antitumoral efetivo. Ambos os lotes apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas desejaveis, incluindo tamanho reduzido, boa estabilidade em agua e em meios
de cultura suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), estrutura cristalina confirmada
e composicdo elementar conforme o esperado. Embora as AgNPs ndo tenham afetado a adesao
e proliferacdo celular das células A549, observou-se uma reducgdo significativa na atividade
mitocondrial apds 48 horas, mantendo-se essa reducdo apos 72 horas, com IC50 para o lote 02
em 77,68 ug/mL e para o lote 05 em 77,61 pg/mL. Essa diminuicdo também foi observada nas
células BEAS-2B, indicando uma possivel recuperacao celular frente a interacdo com as AgNPs
do lote 05. Apesar da reducéo na atividade mitocondrial, ndo foi observado extravasamento de
lactato desidrogenase (LDH) pelas células A549, sugerindo auséncia de danos a membrana e
indicando possivel morte celular por apoptose, confirmada por ensaio de anexina V/PI. As
AgNPs de ambos os lotes ndo reduziram a capacidade de migracéo celular da A549. No entanto,
o lote 05 apresentou uma reducdo mais abrangente na atividade mitocondrial em células A549
em comparagdo com BEAS-2B, sugerindo uma possivel toxicidade seletiva. Considerando uma
terapia que ndo cause toxicidade as células saudaveis e que afete especificamente as células
tumorais, o lote 05 mostra-se mais promissor em relacéo ao lote 02, destacando a influéncia do
método de sintese nas respostas celulares. Portanto, nossos resultados contribuem para a
discusséo sobre o uso de AgNPs como nanomedicamentos para formulagdo e aprimoramento
da terapia contra o cancer de pulmdo, além de auxiliar na promocdo da qualificacdo de

nanomateriais.
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APENDICE A

Tabela 3: informagGes sobre a sintese de AgNPs.

l SINTESE OUIMICA POR REDUCAD DE NANOPARTICULAS DE PRATA (AghPs)

. ALTERACOES
CLASSE DE SINTESE T SOI.U(}DES}[I_JTES CONCENTRAC&O DOS REAGENTES Mol/L | YOLUME pH LOTE DOS REAGENTES TEMPO DE sowcﬁo DATA DA
: : G By Ui FINAL {m; ikt SHIEMREY VIRADA (min) | INTERMEDIARIA |  SINTESE
AgND3 NaBHE  |Na3tsH507| NAL (ml) 403 | MNaBH4 |Na3C6HS07 (mi)
PROT 1 AghlPs 01 14043 14043 1,06:1043 50 Extran Sim Sim 209139-256G | 45283-23G | SLBHS171Y 20 M4 31/05/2022
35 i Logo apds a
Acido sulfonidrico ) .
PROT. L1 AghlPs 02 100%10%-3 10¥10%-3 | 10X10*-3 788 B, Sim /A 209139-25G | 45283-23G | BCCGY934 | mudanga de Sim 08/11/2022
AQUECIMENTO e detergente o
PROT. 1.2 AghlPs 03 14073 14043 1,06:40"3 50 Extran E 10 209139-256G | 45283-23G | SLBHS171Y 20 M4 31/05/2022
PROT. 13 AghPs 04 1403 1403 | 10640%3 | 100 Acfi:g:g:i!m sim N/& | 209139256 | 45283-236 | BCOG93 20 /A | 150602022
SINTESE QUIMICA POR REDUCAD DE NANOPARTICULAS DE PRATA (AghiPs)
. ALTERACOES
- PROTOCOLOS |SOLUCOESAOTES A
CLASSE DE SiNTESE PSR COMCENTRACAO DOS REAGENTES VOLUME LOTE DOS REAGENTES TEMPO DE DATA DA
(SUBCLASSES) |  DE AghiPs e LAVAGEM ESTABILIZADOR |GOTEJAMENTO oot ||
AgNO3 (mol 1) [NaBHA (mol1)| C2HAO (%) AENCE MaBH4 |C2HA0 (%)
Acido sulfonidrico | PVA logo apds Logo apds
PROT. 2 AghiPs 05 1:40*-3 240"-3 0,30% 200 e detergente a mudanga de Sim 209139-25G | 45283-23G P813666 | mudanga de 08/11,/2022
neutro cor cor
PROT. 2.1 AgNPs 06 14043 2403 7 100 Ac':°d2‘t‘£_°g:':tzc° N/ Sim 209139-25G | 45283-23G | WA 10 06/07,/2022
e e Acido sulfonidrico Pa aphs
PROT. 2.2 AghiPs 07 1,403 2403 0,30% 75 e detergente tempo de 73 209139-25G | 45283-23G | PB13666 5 07/07/2022
neutro virada
i s Acido sulfonidrico ’ "
PROT. 2.3 AghlPs 08 11073 24073 RS 75 & deceraente M/A M 209139-25G | 45283-23G RN 10 07/0772022

Legenda: N/A (Néo aplicavel): AgNO3 (Nitrato de prata); NaBH4 (Borohidreto de sodio); Na3C6H507 (Citrato trissodico); C2H40 (Alcool polivinilico — PVA) e Prot.
(protocolo). Foram realizados trés experimentos independentes.
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