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RESUMO

ROQUE, GSC. Estudo da acédo antitumoral de nanoparticulas de prata biogénicas. 2023. 71 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

Dados da literatura evidenciam promissoras propriedades antitumorais de nanoparticulas de
prata (AgNPs) de origem bioldgica que representam uma nova alternativa para o tratamento do
cancer. Com esta perspectiva, neste estudo, sete AQNPs micogénicas foram obtidas utilizando
as espécies de fungos Aspergillus tubingensis (AgNP-AT), Aspergillus spp. (AgNP-Asp),
Bionectria ochroleuca (AgNP-BO), Cladosporium pini-ponderosae (AgNP-CPP), Fusarium
proliferatum (AgNP-FP), Epicoccum nigrum (AgNP-EN) e Exserohilum rostratum (AgNP-
ER). As AgNPs foram caracterizadas por espalhamento dindmico de luz (DLS), indice de
polidispersdo (PDI), potencial Zeta (PZ), microscopia eletronica de transmissdo (MET) e
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), e apresentaram forma
esférica e tamanho de 21,8 a 35,8 nm. A citotoxicidade das AgNPs foi avaliada em células de
cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), células de cancer de pancreas (MIA PaCa-2), e
celulas normais de fibroblastos humanos (FN1) pelo ensaio de MTT ((3-(4,5-dimetiltiazol-2
il)-2,5-difenil brometo de tetraz6lio) nos tempos de 24, 48 e 72 h. Os valores das concentragdes
efetivas em inibir 50% da proliferacdo celular em células tumorais foram definidos como
correspondentes ao 1C50 e em células normais como CC50. Em 48 h, as AgNP-BO, AgNP-AT,
e AgNP-Asp demonstraram alta citotoxicidade para as células MDA-MB-231, com IC50 de
0,0016; 0,0025; e 0,0253 mM, respectivamente, enquanto apresentaram baixa citotoxicidade
para as células FN1, com CC50 de 0,0982; 0,2130, e 1,3190 mM. Os valores de IC50 e CC50
foram utilizados para calcular o indice de seletividade das AgNPs (IS = CC50/IC50) em 48 h,
sendo 85,20; 61,38 e 52,13 para AgNP-AT, AgNP-BO e AgNP-Asp, indicando a especificidade
das AgNPs pelas células tumorais. Considerando a alta especificidade das AgNP-AT pelas
células MDA-MB-231, a acdo dessas nanoparticulas foi também avaliada nas fases do ciclo
celular, na proliferacdo celular, na inducdo de apoptose e na mutagenicidade. A 0,03 mM as
AgNP-AT induziram parada do ciclo celular na fase S, aumento de apoptose em 1,7 vezes e
auséncia de danos aos cromossomos de células V79-4. Os dados comprovam a citotoxicidade
e especificidade das AgNP-AT para células tumorais MDA-MB-231, com IS de 85,20,
indicando baixa toxicidade para células normais.

Palavras-chave: AgNPs. Fungos. Aspergillus tubingensis. Citotoxicidade. MDA-MB-231.



ABSTRACT

ROQUE, GSC. Study of the antitumor action of biogenic silver nanoparticles. 2023. 71 f.
Thesis (Doctorate in Sciences) — College of Veterinary Medicine and Animal Science,

University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2023.

Data from the literature show promising antitumor properties of silver nanoparticles (AgNPSs)
of biological origin that represent a new alternative for the treatment of cancer. With this
perspective, in this study, seven mycogenic AgNPs were obtained using the fungal species
Aspergillus tubingensis (AgNP-AT), Aspergillus spp. (AgNP-Asp), Bionectria ochroleuca
(AgNP-BO), Cladosporium pini-ponderosae (AgNP-CPP), Fusarium proliferatum (AgNP-
FP), Epicoccum nigrum (AgNP-EN) e Exserohilum rostratum (AgNP-ER). The AgNPs were
characterized by dynamic light scattering (DLS), polydispersion index (PDI), Zeta potential
(PZ), transmission electron microscopy (TEM) and Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) and showed spherical shape and size from 21.8 to 35.8 nm. Cytotoxicity of AgNPs was
evaluated in breast cancer cells (MCF-7 and MDA-MB-231), pancreas cancer cells (MIA PaCa-
2), and normal human fibroblast cells (FN1) by MTT (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay at times of 24, 48, and 72 h. The values of
concentrations effective in inhibiting 50% of cell proliferation in tumor cells were defined as
corresponding to IC50 and in normal cells as CC50. In 48 h, AQNP-BO, AgNP-AT, and AgNP-
Asp demonstrated high cytotoxicity for MDA-MB-231 cells, with 1C50 of 0.0016; 0.0025; and
0.0253 mM, respectively, while showing low cytotoxicity for FN1 cells, with a CC50 of 0.0982;
0.2130, and 1.3190. IC50 and CC50 values were used to calculate the AgNPs selectivity index
(SI = CC50/IC50) in 48 h, being 85.20; 61.38 and 52.13 for AgNP-AT, AgNP-BO and AgNP-
Asp, indicating the specificity of AgNPs for tumor cells. Considering the high specificity of
AgNP-AT for MDA-MB-231 cells, its action was also evaluated in the cell cycle phases, cell
proliferation, induction of apoptosis and mutagenicity. At 0.03 mM, AgNP-AT induced cell
cycle arrest in the S phase, a 1.7-fold increase in apoptosis and no damage to the chromosomes
of V79-4 cells. The data confirm the cytotoxicity and specificity of AQNP-AT for MDA-MB-

231 tumor cells, with an IS of 85.20, indicating low toxicity for normal cells.

Keywords: AgNPs. Fungi. Aspergillus tubingensis. Cytotoxicity. MDA-MB-231.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas o estudo da aplicacdo de nanoparticulas metalicas (NPMs) em
cosmeticos, embalagens, vacinas, diagnosticos e tratamentos foi ampliado e tem demonstrado
excelentes resultados (NAJAHI-MISSAOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2021).

As caracteristicas intrinsecas dos materiais metalicos nanoparticulados, relativas a
superficie, volume, propriedades fisico-quimicas, elétricas, magnéticas, bioldgicas e cataliticas
conferem multipotencialidade destes materiais em diferentes setores, especialmente na area de
salde humana (NAJAHI-MISSAOUI; ARNOLD; CUMMINGS, 2021; SHAH et al., 2021).

Dentre as diversas nanoparticulas metéalicas, a de prata (AgNP) é amplamente utilizada.
Isso se deve as suas propriedades anti-inflamatdrias e antimicrobianas no combate a micro-
organismos patogénicos, como virus, bactérias e fungos. Além disso, a producdo em escala
nanomeétrica é relativamente simples, possibilitando a aplicacdo em diversos produtos médicos,
como curativos, revestimentos de implantes e sistemas de liberacdo controlada (XU et al.,
2020).

As NPMs podem ser obtidas por métodos fisicos, quimicos e biologicos. O método
bioldgico apresenta vantagens em relacdo a sustentabilidade e a obtencéo de NPs com tamanhos
menores. No entanto, as propriedades fisico-quimicas das NPMs obtidas por este método
podem variar de acordo com a espécie de micro-organismo utilizado, incluindo diferencas na
composicdo da camada proteica externa, de dificil caracterizacdo pela diversidade de
metabolitos secretados por micro-organismos (BARABADI et al., 2019).

Nosso grupo demonstrou que AgNPs biogénicas obtidas a partir dos fungos B.
ochroleuca (AgNP-BO) e A. tubingensis (AgNP-AT), ambas com tamanho de 35 + 10 nm,
apresentam expressiva acdo antibacteriana sobre Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, incluindo a inibicdo da formacdo de
biofilme por P. aeruginosa. Essas AgNPs inibiram o crescimento de Candida albicans,
Candida glabrata e Candida parapsilosis, que sdo espécies de leveduras clinicamente
relevantes. Excelente acdo antimicrobiana também foi observada quando essas AgNPs foram
incorporadas em tecidos de poliéster e de algoddo (RODRIGUES et al., 2013, 2019).

Recentemente, as AgNP-AT, AgNP-Asp, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-EN, AgNP-
ER e AgNP-FP foram obtidas utilizando as espécies de fungos A. tubingensis, Aspergillus spp,
Bionectria ochroleuca, Cladosporium pini-ponderosae, Epicoccum nigrum, Exserohilum
rostratum e Fusarium proliferatum, respectivamente. Essas nanoparticulas com tamanho
variando de 43.4 a 120.6 nm medido pela técnica de espalhamento dindmico de luz (Dynamic
Light Scattering - DLS) e de 21.8 a 35.8 nm por microscopia eletrénica de transmissao (MET),

e potencial Zeta negativo, apresentaram promissora a¢do antimicrobiana em diferentes espécies
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de Candidas, comuns em infec¢des hospitalares com concentragdes inibitérias minima (CIM)
de 1,25 a 40 uM, e contra fitopatdgenos responsaveis por causar sérios danos a producéo
agricola com CIM de 4 a 250 uM (RIBEIRO et al., 2023).

O tamanho em escala nanométrica confere vantagens aos materiais metélicos para
aplicacdes bioldgicas, entretanto o reduzido tamanho pode ser um problema ambiental devido
a alta reatividade e potencial de dispersé@o no ar, deposicdo em corpos d'adgua e penetracdo em
diferentes tipos de superficies e ambientes (ARUOQOJA et al., 2009; SANTOS, 2010). Além
disso, o ciclo comercial dos produtos contendo NPMs devem ser cautelosamente planejados
para ndo vir a se tornar um problema socioambiental em um futuro proximo.

No entanto, os dados obtidos por nosso grupo demonstraram que em baixas
concentragfes as nanoparticulas micogénicas ndo induzem toxicidade ao meio ambiente
(RIBEIRO et al., 2022). As AgNP-AT, com tamanho de 35 + 10 nm, e até 1 mM ndo foram
toxicas para larvas de Galleria mellonella (OTTONI et al., 2019), e a 0,001 mM apresentaram
baixa interferéncia no processo de respiracdo celular na microbiota do solo (OTTONI et al.,
2020). Em sementes de arroz, as AgNPs-AT na alta concentracdo de 10 uM modularam a
particdo da biomassa, resultando em diminuigdo do contetdo relativo de agua nas folhas,
aumento do dano a membrana e do contetido de carotenoides, além de promoverem clorose. A
500 UM, observou-se completa inibi¢do do crescimento e desenvolvimento das sementes.

Em um estudo paralelo, as AgNP-AT até 10 uM induziram um leve aumento no
comprimento da raiz, mas ndo interferiram no crescimento do caule de sementes de sorgo
Sorghum bicolor. A exposigdo de folhas de sorgo a 500 ¢ 1000 uM (53,95 ¢ 107,9 ug/mL) das
AgNP-AT ndo promoveu alteracbes significantes nos indicadores de estresse. Houve um
aumento no contetdo de peroxido de hidrogénio e aumento da atividade das enzimas catalase,
ascorbato peroxidase e super 6xido dismutase. A porcentagem de perda de eletrdlitos que é um
indicador fisiologico de dano na membrana da planta ndo foi alterada para planta exposta até
500 uM (53,95 pg/mL) de AgNP-AT. Nas plantulas, o conteudo relativo de 4gua teve um leve
aumento, sendo inferior a 91% para 500 e 1.000 uM de AgNP-AT, enquanto para 0 grupo
controle sem tratamento foi de 87,8% (ZIOTT]I et al., 2021).

Em zebrafish (Danio rerio), a exposi¢éo as AgQNP-AT a 200 uM por 24 h ndo resultou
em mortalidade dos animais (OTTONI et al., 2020). Adicionalmente, as AgNP-AT foram 10
vezes menos toxicas para o camardo Palaemon pandaliformis em comparagcdo com AgNOs. As
AgNP-AT apresentaram concentragéo letal (CL50) de 17,4; 14,4; 12,6 ¢ 0.5 uM, ¢ 0 AgNOz de
2,5;1,0; 0,02 ¢ 0.01 uM, nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h, respectivamente. Os valores de CL50
para as nanoparticulas foram superiores aos encontrados para AgNO3 evidenciando a relevancia

da camada proteica na superficie dessas nanoparticulas, a qual controla a liberacdo dos ions de
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prata para 0 meio externo. As analises histologicas mostraram um aumento significativo no
tamanho médio das branquias do camardo indicando hipertrofia. Entretanto as alteracdes
induzidas por AgNP-AT até 10 uM nas branquias e tecido do hepatopancreas sao reversiveis
(RIBEIRO et al., 2023).

Com base nos resultados promissores obtidos por nosso grupo com as AgNPs
biogénicas, 0 objetivo deste estudo foi investigar a atividade citotoxica das AQNP-AT, AgNP-
Asp, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-EN, AgNP-ER e AgNP-FP em células MCF-7 (ATCC
HTB-22) e MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), que sdo de adenocarcinomas de mama humana, e
em células MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420), que é uma linhagem de cancer pancreéatico

humano, e em fibroblastos humanos normais FN1.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER E TRATAMENTOS DISPONIVEIS

O céancer € uma doenca multifatorial caracterizada pelo crescimento desordenado das
células. A capacidade invasiva, desenvolvimento e progressdo da doenca estdo relacionados a
alteracdes em genes envolvidos na regulacdo do metabolismo celular, como proliferagéo,
diferenciacéo e vias apoptoticas. As células tumorais sdo capazes de invadir tecidos e drgaos
adjacentes, ou de outras partes do corpo pelo sistema linfatico ou sanguineo, por processo
conhecido como metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O céancer pode afetar qualquer parte do corpo e pode ser classificado, como carcinomas,
sarcomas, canceres do sistema hematoldgico e linfomas. Entretanto em um Unico tipo celular,
é possivel identificar varios tipos de cancer (CARBONE, 2020).

Uma das principais caracteristicas das células tumorais é a propriedade de evitar a
deteccdo e destruicdo pelo sistema imunoldgico do organismo, bem como de criar uma rede de
vasos sanguineos para prover nutrientes e oxigénio ao tumor, além de apresentar
heterogeneidade, ou seja, diferentes tipos de células com caracteristicas e comportamentos
Unicos. Essas peculiaridades tornam o cAncer uma doenga desafiadora em termos de tratamento
e controle (CARBONE, 2020; XIA et al., 2021).

No ciclo celular, as células normais apresentam mecanismos de verificacdo ou
checkpoints das fases da divisdo celular e buscam identificar mutagdes no DNA, e os eventos
subsequentes s6 ocorrem quando 0s anteriores sdo realizados com sucesso. Esses pontos de
verificacdo incluem o checkpoint G1, que avalia a disponibilidade de recursos para a replicacédo
do DNA, detecta danos no DNA e verifica a adequacdo do ambiente para a divisdo; no
checkpoint G2 séo verificadas a integridade do DNA, a replicacdo correta e as condi¢des para
amitose; e o checkpoint M, que ocorre durante a mitose garante a correta ligacdo das cromatides
irmas aos microtdbulos do fuso mitoético. A evasdo desses checkpoints € uma caracteristica das
células cancerigenas que permite o acUmulo de mutacbes no DNA formando tumores
(MURRAY, 1994).

O céncer é um dos principais desafios para a saude global, e uma das principais causas
de morte representando um obstaculo significativo ao aumento da expectativa de vida em todo
0 mundo. Em muitos paises, é a primeira ou a segunda causa de morte prematura antes dos 70
anos. Estudos anteriores, estimam que uma em cada cinco pessoas tera cancer durante sua vida
(FERLAY etal., 2021; SUNG et al., 2021).

Atualmente, o cancer é considerado a segunda principal causa de morte por doengas nao

transmissiveis em todo o mundo. Dados epidemioldgicos mostram que em 2020 foram



21

registrados cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer em todo o0 mundo, e 10 milhdes de
mortes relacionadas a doenca (WHO, 2020). Estima-se que até 2040, 0 nUmero de novos casos
possa chegar a 27,5 milhdes anualmente, em razdo do crescimento e envelhecimento
populacional, estilo de vida inadequado, exposicdo a fatores ambientais, predisposicéo
genética, bem como a melhoria na tecnologia de diagnésticos (MATTIUZZI; LIPPI, 2019;
WHO, 2020).

Dentre os diferentes tipos de cancer, os dez principais representam mais de 60% dos
novos casos diagnosticados. Globalmente, o cAncer de mama feminina é o mais comum , com
2,3 milhdes de novos casos, seguido pelo cancer de pulmédo com 2,2 milhdes, colon e reto com
1,9 milh&o, prostata com 1,4 milhdo, e pele ndo melanoma com 1,2 milhdo de novos casos
(INCA,2022). Dentre os diferentes tipos de cancer, o de pancreas caracteriza-se por sintomas
iniciais inespecificos e rdpida disseminagdo metastatica, tornando dificil o seu diagndstico
(PARK; CHAWLA; O’REILLY, 2021). Essas caracteristicas o0 tornam um dos tipos mais letais,
ocupando o sétimo lugar em mortes relacionadas ao cancer (BRAY et al., 2018).

Com alta prevaléncia, o cancer de mama atingiu cerca de 2,2 milhdes de casos em 2020,
com maior incidéncia no sexo feminino (SUNG et al., 2021; WHO, 2021). Neste grupo, 0
cancer de mama triplo negativo (TNBC) é uma das formas mais agressiva e invasiva, tendendo
a ser mais comum em mulheres com menos de 40 anos (STRINGER-REASOR et al., 2021).

No Brasil, a estimativa para o periodo de 2023 a 2025 é que ocorram 704 mil novos
casos de cancer, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma que é 0 mais comum no
Brasil, representando 31,3% do total de casos, seguido pelo cancer de mama feminina, prdstata,
colon e reto, pulméo e estdbmago (INCA,2022).

A situacdo atipica da pandemia COVID-19, causada pelo coronavirus SARS-CoV-2,
dificultou a realizagdo de exames de rotina, como a mamografia, e impactou negativamente no
diagnostico e tratamento precoce do cancer (DOLGIN, 2021). Esse cenario aumentou a
disparidade no acesso ao tratamento e a cura do cancer que apesar da maior incidéncia em paises
com alto indice de desenvolvimento humano (IDH), como os localizados na Europa e América
do Norte (TOPORCOV; WUNSCH FILHO, 2018), o indice de mortalidade ¢
significativamente mais elevado em regides com menores IDH, principalmente em paises
asiaticos, africanos e latino-americanos (BRAY et al., 2018; LI et al., 2018).

Os tratamentos antitumorais convencionais, como a quimioterapia, radioterapia e
imunoterapia, combinados ou ndo com outros tratamentos sao relativamente eficazes, porém,
sdo varios os desafios a serem superados como, 0 longo tempo de exposicao, altas doses de
guimioterapicos, resisténcia, efeitos adversos e alto custo financeiro para os pacientes e ao
Sistema de Saude (WARGO et al., 2015; EL-READI; ALTHUBITI, 2019; ZHU et al., 2023).
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Além disso, a identificacdo do tamanho do tumor, grau de diferenciacdo e metastases
linfonodais séo biomarcadores prognosticos insuficientes para indicar o tratamento mais eficaz
(DUFFY; MCDERMOTT; CROWN, 2017). Em vista disso, ha uma grande demanda global
por tratamentos personalizados para pacientes com cancer.

As células tumorais podem utilizar diversos mecanismos de escape de acordo com o
tipo de tratamento utilizado, como a super expressao de bombas de efluxo de drogas, 0 aumento
do metabolismo de drogas, modificacdo nos alvos moleculares e na expressdo de moléculas
inibidoras (GENG; PRADHAN; LI, 2022; JIN; WANG; BERNARDS, 2022). As células
tumorais também podem modificar o microambiente ao seu redor, criando barreiras fisicas,
condicdes hipdxicas e secrecdo de fatores de crescimento que estimulam a angiogénese (XIAO;
YU, 2021). No caso de radioterapia, as células podem ativar vias de reparo de danos no DNA,
aumentar a expressao de proteinas anti-apoptoticas e induzir autofagia para sobreviver a espécie
reativa de oxigénio (ROS) causado pela radiacéo (YU et al., 2023).

Existem diversos tratamentos para o cancer, que variam de acordo com o tipo e estagio
da doenca. A quimoterapia e a radioterapia sdo convencionalmente utilizadas e consistem,
respectivamente, na utilizacdo de medicamentos ou uso de radiac¢do de alta energia para induzir
a morte de células tumorais. Essas modalidades de tratamentos possuem alto custo e efeitos
adversos graves pela alta toxicidade para células normais, e existe a possibilidade de recidiva
ou surgimento de resisténcia das células tumorais (FAN et al., 2020).

Os medicamentos comumente utilizados para quimioterapia atuam por diferentes
mecanismos, impedindo o crescimento e a divisdo das células tumorais. Dentre as opc¢des estdo
a cisplatina, carboplatina, paclitaxel, docetaxel, vincristina, doxorrubicina e fluorouracil (LI et
al., 2007).

Cirurgias e transplantes sdo outras opg¢des de tratamentos comumente utilizados no
combate ao cancer, com o inconveniente de serem procedimentos invasivos apresentando riscos
(BEST; MUGHAL; GURUSAMY, 2016).

A terapia hormonal é uma alternativa para o tratamento de canceres com receptores
hormonais, pela qual sdo utilizados medicamentos para bloquear ou reduzir a producdo de
hormdnios que estimulam o crescimento das células tumorais. No entanto, esses medicamentos
podem gerar graves efeitos adversos (BURSTEIN et al.,, 2019). Por outro lado, a terapia
fotodindmica é um método utilizado no tratamento de cancer que se baseia no uso de corantes
como a porfirina, a clorina e a ftalocianina, luz de comprimento de onda especifico e oxigénio
para gerar ROS e, consequentemente, induzir a morte celular. Os principais desafios dessa
técnica sdo a falta de especificidade dos fotossensibilizadores e a insolubilidade
(DOUGHERTY et al., 1998; SPRING et al., 2015).
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A imunoterapia, terapia génica e a terapia celular sdo abordagens promissoras para o
tratamento do cancer. Pela imunoterapia sdo administrados medicamentos como
pembrolizumabe, nivolumabe e ipilimumabe, que estimulam o sistema de defesa do organismo
a reconhecer e destruir células tumorais. Esses medicamentos bloqueiam as proteinas que
impedem a resposta imunoldgica contra o cancer, potencializando a acdo das células de defesa
do organismo contra as células cancerigenas. Apesar de promissora, a imunoterapia tem alto
custo e algumas limitagdes, como a degradacgdo enzimatica e fisica dos medicamentos, o escape
do antigeno e a curta durabilidade da resposta (CHOW et al., 2022).

Pela terapia génica genes funcionais sdo introduzidos nas células tumorais, usando
vetores seguros e eficientes. Nessa abordagem podem ser inseridos genes que codificam
proteinas para inducdo da morte celular ou bloqueio da expressdo de genes envolvidos no
crescimento do tumor. Apesar dos desafios para evitar reagdes adversas e controlar a expresséo
dos genes, a terapia génica é promissora e pode ser, no futuro, uma opcéo viavel (LEEBEEK;
MIESBACH, 2021; STERNER; STERNER, 2021).

Na terapia celular, células modificadas séo inseridas no organismo, essas células podem
ser obtidas do préprio paciente (terapia autdloga) ou de um doador (terapia alogénica).
Diferentes tipos de terapia celular sdo aplicados, como o transplante de células-tronco
hematopoéticas para doencgas sanguineas e do sistema imunoldgico, o uso de células-tronco
mesenguimais para condi¢des inflamatorias e autoimunes, e o emprego de células dendriticas
para estimular a resposta imunoldgica contra o cancer (LATTIME; GERSON, 2013). No
entanto, esse tratamento é caro, as células demoram para serem geradas e requer atencao médica
especializada devido a forte reacdo inflamatéria no corpo (BERRIEN-ELLIOTT; JACOBS;
FEHNIGER, 2023).

A terapia-alvo é uma abordagem que tem como alvo moléculas especificas envolvidas
no crescimento e sobrevivéncia das células tumorais, minimizando os efeitos adversos. Os
medicamentos principais incluem imatinibe, trastuzumabe, erlotinibe, bevacizumabe,
cetuximabe e rituximabe, que séo indicados para diferentes tipos de cancer. Embora seja uma
abordagem cada vez mais comum e eficaz, além do alto custo pode ocorrer efeitos indesejados,
e adaptacédo das células cancerigenas com possibilidade de sobrevivéncia (LAU et al., 2022).
Atualmente, nanoparticulas a base de polimeros, micelas, lipideos, dendrimeros, apoferritinas,
e principalmente, alguns tipos de metais tém sido investigados como alternativas para esta
terapia (KHALIL et al., 2022).

Estudos recentes tém mostrado que nanoparticulas podem melhorar a
biodisponibilidade e a eficacia dos medicamentos, reduzindo a toxicidade sistémica associada

a quimioterapia convencional. Especificamente, as nanoparticulas magnéticas tém sido
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investigadas pela capacidade de interacdo com as células tumorais, facilitando o diagndstico

e/ou o tratamento, 0 que as torna uma opcao para teranostica (KHALIL et al., 2022).

2.1.1 CANCER TNBC E ESTRATEGIAS PARA O TRATAMENTO

Como descrito, existem varios desafios para os tratamentos antitumorais disponiveis,
principalmente porque o cancer é uma doenca multifacetada que apresenta caracteristicas
variaveis dependendo do tipo de célula que originou o tumor, do estagio da doenca, do tamanho
e localizacdo do tumor, da presenca ou ndo de metastases para demais tecidos.

O céancer de mama TNBC ¢é considerado um dos subtipos mais agressivos e com
prognostico mais desfavoravel, sendo comum em mulheres jovens e em afrodescendentes, que
em geral sd0 menos sensiveis ao tratamento que se torna menos efetivo nesses casos
(STRINGER-REASOR et al., 2021; LEHMANN et al., 2011; TAPAK et al., 2023).

Alguns estudos sugerem que o TNBC pode ser dividido em pelo menos seis subtipos:
basal-like 1, basal-like 2, mesenquimal, imunomodulatério, mesenquimal com células tumorais
do tipo stem e luminal androgen receptor. Cada subtipo pode ter diferentes respostas aos
tratamentos, risco de recorréncias, necessidade de tratamentos personalizadas com impacto na
qualidade de vida dos pacientes (MANJUNATH; CHOUDHARY, 2021). Consequentemente,
as opcOes de tratamento sdo ainda mais limitadas e geralmente envolvem quimioterapia e
radioterapia. Este cenario, evidencia a demanda por novos tratamentos.

O céancer de mama TNBC n&do apresenta o0s receptores hormonais (estrogénio,
progesterona) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2)) que séo
alvos comuns de terapias especificas como as hormonais e as terapias-alvo. No entanto, o
TNBC pode conter receptores especificos como o receptor de andrdgeno, tirosina quinases,
fosfatases, proteases e a via de sinalizagcdo PI3K/Akt. Os miRNAs e 0s IncRNAs sdo outros
potenciais alvos terapéuticos para o TNBC. As estratégias terapéuticas relacionadas aos
miRNAs podem abranger o uso de oligonucleotideos antisense para a inibicdo de oncomiRNAs,
a restauracdo de supressores tumorais por meio de mimetizadores de miRNAs e até mesmo a
modificagdo quimica dos miRNAs. Por outro lado, os IncRNAs, como HOTAIR, SPRY4-IT1,
GAS5 e PANDAR, emergem como atores recentemente identificados no desenvolvimento e
prognastico de tumores mamarios, e também tém potencial aplicacdo terapéutica no tratamento
do cancer de mama (NAGINI, 2017).

Em um estudo publicado em 2019, foi analisado o papel das terapias direcionadas a
alvos moleculares especificos no tratamento do cancer TNBC. Os resultados indicaram que, até
0 momento, essas terapias tém apresentado resultados limitados em melhorar clinicamente os

desfechos dos pacientes com TNBC. Em outras palavras, 0s beneficios clinicos observados
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foram geralmente modestos, com poucas melhorias significativas (GARRIDO-CASTRO; LIN;
POLYAK, 2019). Dessa forma, a quimioterapia continua sendo considerada o tratamento
padrdo e mais eficaz para o0 TNBC, porém pode ter efeitos adversos significativos. A
quimioterapia pode ser administrada antes da cirurgia para reduzir o tamanho do tumor e
melhorar as chances de sucesso da cirurgia, ou apés a cirurgia para eliminar as células
cancerigenas remanescentes e prevenir a recorréncia. Devido a comprovada efetividade em
pacientes com TNBC 2, essa abordagem tem sido mais adotada (BURSTEIN et al., 2019).

2.2 NANOPARTICULAS DE PRATA E ACAO ANTITUMORAL

Com o avanco da Nanobiotecnologia, surgem novas abordagens diagndsticas e
terapéuticas para o cancer. Neste contexto, as nanoparticulas destacam-se pelo amplo potencial
de aplicacGes na medicina, para tratamento de infec¢des bacterianas, fingicas, virais e potencial
antitumoral (JAIN, 2011).

As NPMs, geralmente tém diametro entre 1 e 100 nanémetros (nm) e sdo formadas por
um sistema coloidal com grande area superficial em relacdo ao seu tamanho. Essa caracteristica
confere a essas nanoparticulas propriedades fisicas e quimicas Unicas, como alta reatividade e
capacidade de interagir com biomoléculas. As NPMs tém como vantagem a possibilidade de
aplicacdo em sistemas bioldgicos por apresentarem baixa toxicidade e imunogenicidade. Dentre
as NPMs, as AgNPs sdo mais estudadas para aplicagdes em medicina, como em diagnostico e
terapéutica (AGHEBATI-MALEKI et al., 2020; HUSAIN et al., 2023).

As AgNPs sdo utilizadas em diversas aplicacfes ao longo da historia, mas a primeira
aplicacdo documentada remonta ao antigo Império Romano, onde a prata coloidal era usada
como agente antimicrobiano. A utilizacdo moderna de AgNPs teve inicio na década de 1990,
quando suas propriedades fisico-quimicas comecaram a ser exploradas na medicina, eletrdnica,
area téxtil e outros setores. Desde entdo, as AgNPs tém sido amplamente utilizadas como
antimicrobianos, catalisadores, sensores, dispositivos eletrénicos, entre outros (RAI; YADAYV;
GADE, 2009).

Estima-se que a producdo mundial de AgNPs seja de 5,5 a 550 toneladas por ano e que
esse nimero aumentara para aproximadamente 800 toneladas até 2025 (MANSOOR et al.,
2021). E possivel que as AgNPs estejam presentes em pelo menos 30% dos 800 produtos
comerciais que contém nanoparticulas (PICCINNO et al., 2012; CERIMI et al., 2019).

As NPMs sdo geralmente carregadas positivamente pela presenca de grupos organicos,
e adicionalmente, as suas propriedades fisico-quimicas permitem processos de engenharia de
materiais para manipulagéo e alteragéo da funcionalidade e/ou especificidade da ac&o desejada
(FALLEIROS; BRANDL; FONSECA, 2011). Estudos tém mostrado, que nanoparticulas com



26

cargas positivas sdo mais adequadas para aplicacdes biologicas, pois possuem maior tempo de
permanéncia na corrente sanguinea (TABATA; IKADA, 1988), a qual, é a principal via de
administracdo de agentes antitumorais (SCHLINKERT et al., 2015). Entretanto, a presenca de
carga superficial negativa auxilia na repulsdo entre as particulas impedindo a agregacdo, e a
dispersividade é uma caracteristica importante para penetracdo das nanoparticulas nas celulas
tumorais (LEITE et al., 2012).

As AgNPs apresentam diversas propriedades que incluem acéo biocida, excelente para
uso médico; alta condutividade elétrica, Gtil em aplicacGes eletronicas; estabilidade térmica,
viavel em aplicacOes de alta temperatura; propriedades dpticas exclusivas; facilidade de sintese,
tornando-as uma escolha interessante para aplicacBes comerciais; boa biocompatibilidade e
baixa toxicidade em concentragdes terapéuticas, o que as torna viaveis para uso médico (DE
SOUZA 2023). Essas caracteristicas tém aumentado o interesse pelo uso de AgNPs no
tratamento do céncer, incluindo o céancer de mama TNBC, para o qual ainda ndo existem
medicamentos especificos aprovados pela FDA (MATYSIAK-KUCHAREK et al., 2020).

A ressonancia plasmonica de superficie, propriedade optica das NPMs, contribui para o
diagndstico por imagens permitindo a deteccéo e visualizacdo de tumores por meio de técnicas
como tomografia computadorizada, ressonancia magnética e imagem por fluorescéncia
(BELLASSAI et al., 2019).

Considerando a falta de receptores especificos em células do cancer TNBC, a utilizacdo
de AgNPs pode ser efetiva pode ser efetiva para o tratamento. Caracteristicas das AgNPs em
termos de tamanho, forma e revestimento podem ser ajustadas para torna-las mais seletivas para
a célula tumoral. AgNPs possuem propriedades imunomodeladoras e induzem a formacéo de
ROS, interacdo com o DNA e inibicdo da proliferacdo celular. Com essas propriedades, as
AgNPs representam uma opgao interessante para investigacio da acdo antitumoral (FELIX-
PINA et al., 2023).

E importante ressaltar que as AgNPs podem ser produzidas por método ecologicamente
sustentavel (ecofriendly), por biorreducdo do metal precursor (prata, ouro). As nanoparticulas
bioldgicas podem ser obtidas utilizando plantas, algas, bactérias, leveduras ou fungos
(BALLOTTIN et al., 2016; RAI et al., 2021) e podem ter revestimento proteico que confere
alta estabilidade e diversas possibilidades de aplicagéo (RAl etal., 2021; SANTHOSHKUMAR
et al., 2023). Normalmente, os agentes redutores ou estabilizantes s&o enzimas como a nitrato
redutase e/ou moléculas com grupos funcionais de éter, tiol, carbonila, hidroxila, amina,
poliamina, proteinas ou peptideos, que podem formar um revestimento na superficie das
nanoparticulas (KATHIRESAN et al., 2009; SUBRAMANIAN; ALIKUNHI; KANDASAMY,
2010; BEELER; SINGH, 2016).
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O revestimento proteico presente nas AgNPs biogénicas proporciona vantagens no
tratamento de doencas devido a melhor biocompatibilidade, internalizacéo celular, controle da
liberacdo de ions Ag" e reducdo de possiveis efeitos adversos (DE SOUZA, 2023). Quando
internalizados, os ions de prata se localizam no citoplasma e afetam o potencial e a funcéo da
membrana mitocondrial, levando a apoptose (MARTINEZ-GUTIERREZ et al., 2012). Além
disso, pode ocorrer alteracdes no fendtipo da célula tumoral, destruicdo das estruturas e
topografia do citoesqueleto, alteragcdo da membrana e rigidez celular (XIAO; CHEN;
ALNAGGAR, 2019).

Nanoparticulas de oxido de ferro, AgNPs e de ouro (AuNP) tém sido muito estudadas
em decorréncia da interessante atividade antimicrobiana, antibiofilme e antitumoral. Essas
nanoparticulas sdo promissoras para aplicacdo oncoldgica favorecida pelas propriedades
magnéticas, tamanho reduzido, biocompatibilidade e possibilidade de direcionamento
especifico para células-alvo, principalmente pela funcionalizacdo da superficie com ligantes
para prolongar o tempo de acdo e melhorar o tratamento (RODRIGUES et al., 2013; ORTEGA
etal., 2015; BALLOTTIN et al., 2016; OTTONI et al., 2018; RAIl et al., 2021; SANFELICE et
al., 2021; RIBEIRO et al., 2023).

Os tecidos tumorais tém alta permeabilidade vascular e drenagem linfatica deficiente,
permitindo a facil difusdo de nanoparticulas para as células, causando a morte. As NPMs com
tamanhos reduzidos tendem a se acumular mais neste tecido do que nos tecidos normais, pelo
fendmeno passivo de aumento da permeabilidade e retencdo (APR), geralmente resultando em
diminuicdo na taxa de progressdo do tumor. A presenca de moléculas hidrofilicas na superficie
das NPMs pode aumentar a biodisponibilidade e meia-vida, protegendo-as da fagocitose por
macrofagos e degradacdo (GIL; PARAK, 2008).

Sob radiacdo eletromagnética, AgNPs e de AuNPs, sdo capazes de produzir calor com
temperatura acima de 50 °C em tecidos tumorais, causando ruptura tumoral por necrose
atribuida a absorcdo e conversdo de energia de ondas proximo ao infravermelho (fotoablacdo)
(BARZAMAN et al., 2020).

O mecanismo de agéo antitumoral das AgNPs, incluindo o cancer TNBC, ainda néo é
completamente descrito, mas existem algumas hipdteses. As AgNPs podem induzir apoptose
nas células tumorais, por inibicdo da expressdo da proteina antiapoptdtica Bcl-2 e ativacdo da
proteina pro-apoptotica Bax, levando a ativacdo de caspases e a morte celular (SRIRAM et al.,
2010). AgNPs também geram ROS (SONKER et al., 2017), que possuem alta reatividade e
podem causar danos no DNA e consequente morte celular. Outro mecanismo proposto, é a
inibicdo da proliferacdo celular pela acdo das nanoparticulas nas fases do ciclo celular, ou ainda

pela inibicdo de importantes vias de sinalizacdo que sao cruciais para a sobrevivéncia celular.
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Consequentemente, essas a¢es poderiam impedir o crescimento e a disseminacdo do cancer
(BUTTACAVOLI etal., 2017; RODRIGUEZ-RAZON et al., 2018). As AgNPs podem também
atuar no sistema imunoldgico, estimulando a producdo de citocinas e a atividade de células
imunes, com reducdo da angiogénese local, que é o processo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir dos pré-existentes e que é fundamental para o crescimento dos tumores
(KITIMU et al., 2022).

Apesar dos avangos, as pesquisas com uso de AgNPs para o tratamento do cancer,
incluindo o cancer de mama TNBC, ainda estdo em estagio inicial e ha muitos desafios a serem
enfrentados. A compreensdo dos mecanismos de acdo das NPMs, assim como a otimizacgéo da
biodisponibilidade, seguranca e eficacia, sdo fundamentais para a futura aplicacéo clinica desse

nanomaterial.

2.3 APLICACAO DE MICRO-ORGANISMOS NA BIOSSINTESE DE
NANOPARTICULAS METALICAS

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades microbiana do planeta (DUARTE et
al., 2013), e pesquisas que promovam o conhecimento desses organismos, € suas potenciais
aplicagdes tém grande importancia econdmica e social para o pais.

A capacidade de adaptagdo aos fatores ambientais extremos decorre da regulagdo da
expressdo de genes especificos no genoma dos micro-organismos (DHAKAR; PANDEY, 2016;
ZHANG et al., 2018). As estratégias de sobrevida sdo extraordindrias e responsaveis pela
producdo de enzimas e outros metabolitos com aplicagdes biotecnoldgicas, como na area
ambiental (biorremediacdo, biodegradacao e biocontrole), industrial (biomineracdo, biodiesel e
alimenticia) e/ou médica (antibidticos, antifungicos e antitumorais) (DHAKAR; PANDEY,
2016; ZHANG et al., 2018).

A nanotecnologia tem grande importincia no desenvolvimento de tecnologias e
produtos, principalmente quando desenvolvida de forma sustentavel (SUBBAIYA et al., 2017,
BARABADI; KOBARFARD; VAHIDI, 2018).

Os grupos funcionais presentes na camada externa de nanoparticulas biogénicas
permitem o uso tanto na drea medicinal como na agricultura, auxiliando na biocompatibilidade
e na diminui¢do dos efeitos adversos (DE SOUZA; RODRIGUES, 2015; ZHANG et al., 2016;
BARABADI et al., 2019). Esses grupos funcionais podem também ser adicionados as NPMs
durante o processo de sintese quimica, mas essa etapa adicional gera mais gastos e residuos
(ZHANG et al., 2016).

A preparacdo das nanoparticulas por métodos quimicos e fisicos ttm como desvantagens

o0 alto consumo de energia e geracdo de residuos toxicos ao meio ambiente (ZHANG et al.,
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2016). Os métodos bioldgicos sdo ambientalmente favoraveis por seguirem o principio da
quimica verde que preza pela reducao e/ou eliminacéo do uso e/ou geracéo de produtos toxicos
no desenho, fabricacdo e aplica¢do de produtos quimicos (ANASTAS; WARNER 1998).

Existe grande esfor¢o para a aplicagio de micro-organismos na biossintese de
nanoparticulas, especialmente as metalicas obtidas de forma extracelular pela reacao de
metabolitos dos micro-organismos com sal metalico (JUIBARI et al., 2015). A biossintese
intracelular envolve o transporte de ions metdlicos para o interior da célula e a interacdo
eletrostatica da parede celular (carga negativa) com estes ions (carga positiva) ¢ fundamental
para que ocorra a oxirreducao e formagao das NPMs (HULKOTI; TARANATH, 2014). Ambos
0s processos permitem a obtencdo de NPMs com tamanho e morfologia bastante homogéneos,
e revestimento proteico que oferece estabilidade e possibilidade de associag¢do a outros grupos
especificos, porém a biossintese intracelular demanda etapas adicionais para a obtencdo das
NPMs (DE SOUZA; RODRIGUES, 2015).

A obtencdo de NPMs com a utilizacdo de espécies de fungos apresenta diversas
vantagens, tais como: (1) facilidade de cultura em larga escala; (2) processamento da biomassa
de forma menos complexa que um processo industrial; (3) controle da sintese de nanoparticulas
com diferentes composi¢des quimicas, formas e tamanhos; (4) viabilidade econdmica e
ambiental; (5) resisténcia a pressdo de fluxo e agitacdo em biorreatores devido a presenga dos
micélios; (6) Eficiéncia na reducdo de cations (GADE et al., 2008; NARAYANAN;
SAKTHIVEL, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo citotoxica de AgNPs biogénicas em células tumorais humanas.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1. Biossintese de AgNPs biogénicas utilizando as espécies de fungos A. tubingensis, Aspergillus
spp. B. ochroleuca, C. pini-ponderosae, F. proliferatum, E. nigrum e E. rostratum,
codificadas como AgNP-AT, AgNP-Asp, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-FP, AgNP-EN e
AgNP-ER.

2. Caracterizagdo fisico-quimica das AgNPs, por espectrofotometria UV-Vis, andlise do
tamanho por espalhamento de luz (Dynamic Light Scattering - DLS), determinagdo do
potencial Zeta, microscopia eletrénica de transmissdo (MET), e espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Avaliacdo da acdo citotoxica das AgNPs
por ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio).

3. Selecdo da AgNP mais efetiva (AgNPE™™2) e da célula tumoral mais sensivel (CTAV?)
4. Estudo da acéo citotoxica da AgNPE™Va sobre a CTA® por:

a. Analise das fases do ciclo celular por citometria de fluxo;

b. Inducdo de apoptose/necrose - marcacdo com anexina / iodeto de propideo;

o

. Determinacdo da proliferacdo celular (CFSE);

o

. Ensaio de mutagénese
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESPECIES FUNGICAS E LINHAGENS CELULARES

As cepas de fungos utilizadas para a biossintese das AgNPs foram previamente isoladas
da biodiversidade brasileira seguindo um protocolo estabelecido por Aradjo et al. (2001).

As especies epifitas C. pini-ponderosae (IAL 7248), F. proliferatum (I0C 4682/IAL
7246) e E. nigrum (IAL 7249) e as endofiticas A. tubigensis e Aspergillus spp. foram isoladas
da folha da planta de mangue Rhizophora mangle, enquanto a espécie endofitica E. rostratum
(IAL 7247) foi isolada da planta Croton blanchetianus, coletada no bioma Caatinga.

Essas espécies foram anteriormente depositadas na colecdo de micro-organismos do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Instituto Adolfo Lutz (IAL, Séo
Paulo, SP, Brasil), ou na “Cole¢do de Microrganismos para Biocontrole de Fitopatdgenos e
Plantas Daninhas” da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (CENARGEN, Brasilia,
DF, Brasil).

As células utilizadas sdo de adenocarcinomas de mama humana MCF-7 (ATCC HTB-
22) e MDA-MB-231 (ATCC HTB-26), e de cancer pancreatico humano MIA PaCa-2 (ATCC
CRL-1420) e de fibroblastos humanos normais FN1. Essas células foram selecionadas para o
ensaio de citotoxicidade considerando a importancia médica e a disponibilidade no Laboratério
de Desenvolvimento e Inovacdo do Instituto Butantan. As células FN1 foram isoladas em 2006
de blefaroplastia realizada na Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo sob
aprovaco do comité de ética, regulamentagio e autorizacdo do paciente (Comissdo de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP — CAPpesq project # 921/06), e
estabelecidas em cultura pelo Prof. Durvanei A. Maria.

As células de pulmédo de hamster chinés V79-4 (0244), utilizadas no ensaio de
mutagénese foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).

4.2 BIOSSINTESE DAS AgNPS E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Para a biossintese das AgNPs, os fungos Aspergillus spp., A. tubingensis, B. ochroleuca,
P. maximae, C. pini-ponderosae, F. proliferatum, E. nigrum, e E. rostratum foram cultivados
em meio solido agar batata dextrose (BDA) (Himedia #M096) por 96 h a 28 °C, e depois em
meio liquido batata dextrose (BD) (Kasvi #K25-610106) por 72 h a 28 °C e 150 rpm (agitador
orbital Marconi MA-420, Brasil). A biomassa de cada espécie foi filtrada em membrana de
polipropileno e lavada com agua deionizada estéril para remocdo dos residuos de meio de
cultura. A biomassa foi incubada com agua deionizada estéril a 28 °C e 150 rpm por 72 h (10

09/100 mL), e na sequéncia removida por filtracdo em membrana de polipropileno. O
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sobrenadante aquoso foi novamente filtrado em membrana de polietersulfona de 0,22 um
(Corning #43111) para a remocao de fragmentos celulares e esterilizacdo. Ao extrato aquoso
(EA) estéril obtido da cultura de cada espécie de fungo, foi adicionado nitrato de prata (AgNO3)
para a concentragéo final de 1 mM (1 mL AgNOs a 100 mM para cada 99 mL filtrado). A
mistura reacional foi mantida protegida da luz e 0 monitoramento da formacdo das AgNPs foi
realizado por leitura da absorbancia em espectrofotémetro (Agilent 8453) e presenca de
ressonancia plasmonica em torno de 420 nm.

Os Anexos A e B ilustram o processo de biossintese das AgNPs anteriormente descrito
(RIBEIRO et al., 2023), que foram caracterizadas pela determinacdo do tamanho, indice de
polidispersidade (PDI) e potencial Zeta que mede a carga elétrica na superficie por DLS
(Nanoplus — Particulate Systems), morfologia por MET (Zeiss LEO 906 E, de 120Kv) e FTIR
(Jasco, FT/IR-4700) (RODRIGUES et al., 2019; RIBEIRO et al., 2023).

A andlise por MET foi realizada utilizando amostras depositadas em um porta amostra
de cobre recoberto com filme de parlddio. Por essa anélise, foi possivel observar a forma e
distribuicdo das AgNPs. A analise por DLS foi realizada em duplicata por dispersdo das AgNPs
em solucdo de KCla1 mM 1:1 (v/v).

A concentragdo das AgNPs usadas nos ensaios, em molaridade, foi fundamentada na
concentracéo de AgP presente nas AgNPs e quantificada por nosso grupo por Espectrometria
de Emissdo Atébmica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) e comparacdo a uma
curva padrdo da prata (RODRIGUES et al., 2019). Os célculos anteriores mostraram que a
reacdo com AgNO3 é efetiva e proxima a 100%, portanto, as AgNPs formadas sdo consideradas

com concentragdo em torno de 1 mM de Ag°.

4.3 AVALIACAO DA AC}AO CITOTOXICA DAS AGNPS POR ENSAIO DE MTT

As células MDA-MB-231, MCF-7, MIA PaCa-2 e FN1 foram cultivadas em meio
RPMI 1640 (Vitrocell #R0080) (pH=7,4) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Vitrocell #50011) e antibidticos (50 Ul/mL de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina)
(Vitrocell #P0403) em incubadora Umida a 37 °C e 5% CO, até confluéncia de
aproximadamente 80%. Para realizar os ensaios, as células foram coletadas por tripsinizacao
(tripsina/EDTA, Vitrocell #T2500), processadas, contadas em camara de Newbauer, e
distribuidas na proporgéo de 100 pL/pogo (1x10° células/mL) em placas de 96 pogos (Corning
#3595). As placas foram incubadas a 37 °C/5% CO2 overnight (+ 12 h) para realizagdo do
ensaio de redugéo do sal 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (MOSMANN,
1983).
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Esse ensaio se baseia na reacdo de oxidacdo reducdo do MTT formando o produto
formazan, por acéo da enzima mitocondrial succinato desidrogenase (MOSMANN, 1983).Apds
a incubacédo, o meio de cultura foi removido dos pocos e as células foram tratadas com 100 pL
das AgNPs diluidas em meio RPMI com antibidticos e livre de SFB na concentragéo de 0,015,
0,03, 0,06, 0,125 e 0,25 mM por 24, 48 e 72 h, e em sextuplicata. Apds a incubagdo, o0 meio de
cultura com os tratamentos foi substituido por uma solucdo de MTT a 0,5 mg/mL em meio
RPMI 1640 sem vermelho de fenol e sem SFB. Como controles as células foram tratadas com
o0 antitumoral cisplatina (dicloreto de cis-diaminaplatina (1)), (Sigma #P4394) de 0,03 a 0,25
mM ou mantidas somente com meio de cultura RPMI 1640 (pH=7,4) suplementado com SFB
e antibioticos, consideradas como 100% de viabilidade celular. O ensaio foi repetido por trés
vezes.

A citotoxicidade foi expressa pelo valor igual ou superior ao IC50 ou CC50
(concentracdo que inibe o crescimento celular em 50%) para células tumorais e para 0s
fibroblastos normais, respectivamente. Os valores de IC50 e CC50 foram determinados pela
curva de regressdo ndo-linear elaborada utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0.1. Os
valores de IC50 e CC50 foram utilizados para célculo do indice de seletividade (IS) das AgNPs
(1S=CC50/I1C50). Nessa etapa foram selecionadas a AGNPE™v2 e a CT4V° para continuidade do

estudo.

4.4 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para essa andlise, as células MDA-MB-231 e FN1 foram distribuidas em placas de 12
pocos (2x10° células/pogo) e tratadas com AgNP-AT por 24, 48 e 72 h na concentragio de
0,015; 0,03 (IC50) e 0,06 mM. O grupo controle negativo foi tratado com meio de cultura
contendo antibidticos, e o controle positivo com cisplatina a 0,03; 0,07 (IC50) e 0,152 mM. As
concentragdes utilizadas para as AgNP-AT e cisplatina representam o valor de 1C50, e uma
concentracdo abaixo e outra acima do valor de IC50 selecionadas para continuidade do estudo
da acdo citotdxica das AgQNP-AT. O ensaio foi realizado em sextuplicata e repetido duas vezes.

Apos o tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
Em seguida, as células foram suspensas em 1 mL de etanol 70% e armazenadas a -20 °C por 24
h. Apds o descongelamento e centrifugacdo, as amostras foram suspensas em 1 mL de tamp&o
fosfato de s6dio (PBS) e novamente centrifugadas. As células foram suspensas com 200 pL de
tampéo PBS contendo RNAse (100 pg/mL), iodeto de propidio (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich
#P4170) e Triton-X a 0,1%. As células foram mantidas incubadas por 30 min a 25 °C na
auséncia de luz. Apoés a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 min,

suspensas em 200 pL de tampéo Facs, transferidas para tubos de citometria e analisadas em
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citometro de fluxo FACS Calibur (Fluorescence Activated Cell Analyzer - Becton DicKinson,
EUA) na intensidade de fluorescéncia FL-2 (10.000 eventos). Os histogramas foram analisados
usando o software ModFit LT™3.2 (BD), e os dados, incluindo a analise estatistica com o
software GraphPad Prism versao 6.0.
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4.5 DETERMINACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

A analise de proliferacdo celular permite avaliar a acdo de determinada substancia sobre
o0 crescimento celular por algumas geragfes (CHUNG et al., 2017). Para a realizac¢do do ensaio,
uma suspensdo com as células MDA-MB-231 e FN1 foi preparada a 5x10° células/mL. As
células foram marcadas com CFSE (Carboxi-fluoresceina diacetato succinimidil ester)
(Molecular Probes #C34554) a 5 mM e incubadas por 20 min a 25 °C, sob leve agitacdo e
protecdo da luz. Em seguida, o meio RPMI contendo 1% de SFB foi adicionado e as células
foram centrifugadas a 1500 rpm a 20 °C, por 5 min. Apds centrifugacdo, as células foram
suspensas em meio RPMI completo (1x10° células/mL), distribuidas em placas de 12 pogos, e
incubadas por £ 12 h a 37 °C/5% CO. Posteriormente, as células foram tratadas por 24 h com
AgNP-AT a 0,015; 0,03 (IC50) e 0,06 mM. O ensaio foi realizado em sextuplicata e repetido
duas vezes.

O grupo controle negativo foi tratado com meio de cultura contendo antibiéticos, e o
controle positivo com cisplatina a 0,03; 0,07 (IC50) e 0,152 mM. Ap0s a incubacao as células
foram tripsinizadas e centrifugadas a 1200 rpm por 5 min. As células foram suspensas em 200
pL de tampdo Facs e transferidas para tubos de citometria. A analise foi realizada em citdmetro
de fluxo FACSCalibur (Fluorescence Activated Cell Analyzer - Becton DicKinson, EUA). Os
histogramas foram analisados usando o software ModFit LT™3.2 (BD), e os dados, incluindo

a analise estatistica com o software GraphPad Prism versdo 6.0.

4.6 INDUCAO DE APOPTOSE/NECROSE - MARCAQAO COM ANEXINA V / IODETO
DE PROPIDEO

Para a realizacdo do ensaio, células MDA-MB-231 e FN1 foram distribuidas em placas
de 6 pogos (4x10° células/pogo) e tratadas por 24 h com AgNP-AT a 0,015; 0,03 (IC50) e 0,06
mM. O grupo controle negativo foi tratado com meio de cultura contendo antibidticos e o
controle positivo com cisplatina a 0,03; 0,07 (IC50) e 0,152 mM. O ensaio foi realizado em
sextuplicata.

Apos o tratamento, as células foram coletadas e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
Em seguida, as células foram suspensas em 1 mL de PBS para nova “lavagem” e centrifugacao.
As células foram ressuspensas em tampéo de ligacdo (1x10° células/pogo) e transferidas para
um tubo de 5 mL, onde foram adicionados 5 pL de FITC Anexina V (BD # 556420) e 5 pL de
iodeto de propidio (PI) (BD #556463). As células foram agitadas suavemente e mantidas por
15 min. a 25°C, na auséncia de luz. Apos a incubacéo, 400 uL de tampéo de ligacdo foram

adicionados as amostras que foram imediatamente analisadas por citometria de fluxo FACS
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Calibur (Fluorescence Activated Cell Analyzer - Becton DicKinson, EUA). Graficos e analises

estatisticas foram realizados usando o software GraphPad Prisma verséo 6.0.

4.7 ENSAIO DE MUTAGENESE CROMOSSOMICA

As células V79-4 (0244) foram cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado com SFB (10%) e antibioticos em incubadora a 37 °C/5% de CO». As
células foram plaqueadas sobre laminulas em uma placa de 12 pogos (1x10° células/pogo) e
incubadas a 37 °C/5% CO3 por 24 h. Em seguida, 0 meio de cultura foi removido e as células
foram “lavadas” com PBS (pH 7,4), e tratadas com 0,125 a 2 uM de metil metanossulfonato
(MMS) (Sigma #129925) por 24 h e fixadas com solucéo de Carnoy (&cido acético:etanol 1:3).
Ap0s 24 h, as células foram coradas com solugdo de Giemsa 5% por 5 min. O MMS foi utilizado
como composto de referéncia para padronizar a concentracdo capaz de induzir alteracdo
cromossdmica nas celulas.

As células V79-4 foram tratadas com as AgNP-AT a 0,03 mM por 4,5 h, e em seguida,
foram expostas a Colcemid® (N-desacetil-N-metilcolchicina) (Sigma #360406) a 0,1 pg/mL
por 1,5 h. A exposicdo ao Colcemid® ¢é para inibir a formacdo do fuso acromatico pela
dissolucéo da tubulina e para interromper o ciclo celular na metéfase, com 0s cromossomos se
espalhando sobre o ndcleo e a contracdo gradual do cromossomo.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico Zeiss Axio Imager.M2 e as imagens
capturadas usando o software Zeiss Zen lite. Para cada tratamento, pelo menos, 300 células
foram analisadas quanto a integridade e quantidade dos centrdbmeros em cada cromossomo.

Quebra e trocas de cromatides sdo consideradas como aberracdes cromossomicas.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatisticas, os dados foram expressos em média + erro padrdo. A analise
dos dados do ensaio de citotoxicidade e apoptose/necrose foi realizada utilizando o teste
ANOVA com Dunnett para compara¢des multiplas com o grupo controle sem tratamento. Para
analise dos dados de ciclo celular e proliferacéo celular foi utilizado o teste ANOVA seguido

pelo teste de comparagcGes multiplas Turkey.
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5 RESULTADOS

5.1 BIOSSINTESE DAS AgNPS E CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA

O tamanho das AgNPs foi avaliado por DLS e por MET. Por MET os tamanhos foram
de 33,3+2,7;25,0+6,5;,21,8+4,1; 358+5,16; 28,0 £ 6,31; 22,1 + 2,9 ¢ 26,7 £ 5,3 nm para
AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP- BO, AgNP-CPP, AgNP-EN, AgNP-ER e AgNP-FP,
respectivamente (Anexo C). Entretanto pela técnica de DLS, a qual mede o tamanho
hidrodindmico das AgNPs considerando também a corona proteica ao redor do ion metalico,
foram detectados tamanhos maiores que os observados por MET para todas as AgNPs, sendo
de 44,9, 43,4, 120,6, 87,1, 71,2, 86,4, 59,6, para AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP- BO, AgNP-
CPP, AgNP-EN, AgNP-ER e AgNP-FP, respectivamente (Anexo C). Por MET foi observado
que as AgNPs tém formas predominantemente esféricas (Anexo D).

A andlise por FTIR indicou a presenca de anéis aromaticos, grupos funcionais de éter,
carboxilicos e amida na composicao das AgNPs (RIBEIRO et al., 2023) (Anexo E, F). Todas
as AgNPs biossintetizadas apresentaram banda na regido 3200 cm™ referente ao grupo OH
(quelato) evidenciando a quelacdo do ion metalico (Ag*), sem modificacdo da estrutura
secundaria das proteinas (RIBEIRO et al., 2023) (Anexo G). As bandas observadas indicaram
a presenca de diferentes grupos funcionais ao redor da superficie das nanoparticulas (Anexo
G), conforme relatado anteriormente por nosso grupo (RODRIGUES et al., 2013;
BALLOTTIN et al., 2016; RIBEIRO et al., 2023). Outros grupos funcionais foram detectados
e atribuidos a residuos de aminoacidos presentes nas cadeias laterais das proteinas de
revestimento (RIBEIRO et al., 2023). A constatacdo de um revestimento proteico € de suma
importancia, uma vez que essa caracteristica pode conferir melhor interacdo das AgNPs com a
célula-alvo (JACKSON; PATANI; ISRAEL, 2017).
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5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS AGNPS POR ENSAIO DE MTT

Os resultados da citotoxicidade estdo apresentados nas figuras 1 e 2 e na Tabela 1. Pode-
se observar que as AgNP-AT foram citotdxicas para as células MIA PaCa-2 e MCF-7, em 24
h, inibindo a proliferacdo celular de maneira dose dependente em todas as concentragdes
testadas. A 0,015; 0,03 e 0,06 mM, a AgNP-AT inibiu o crescimento celular de MIA PaCa-2 e
MCF-7 em 90%, e o valor do IS foi de 3,30. Em células MDA-MB-231 o IS foi de 1,31.

Em 24 h, a AgNP-BO apresentou IS de 3,73; 1,48 e 1,81, para as células MIA PaCa-2,
MDA-MB-231 e MCF-7, respectivamente. Para MIA PaCa-2, a AgNP-BO a 0,03 mM inibiu
92% do crescimento celular, e para 0,06 mM, em MCF-7 e MDA-MB-231 a inibicdo foi de
84% e 90%, respectivamente.

Para as AgNP-FP o IS foi 0,33; 1 e 1,56, nas células MDA-MB-231, MIA PaCa-2 e
MCEF-7, respectivamente. Os menores valores de IS, de 0,23; 0,49 e 0,52 foram observados para
as AgNP-ER nas células MDA-MB-231, MCF-7 e MIA PaCa-2, nessa ordem. O antitumoral
cisplatina (controle positivo) apresentou baixo 1S em todos os tempos analisados, sendo mais
citotoxico para as células normais do que as AgNPs testadas. Os dados da analise de
citotoxicidade foram utilizados para definicdo da célula-alvo e nanoparticula efetiva e
continuidade do estudo.

Tabela 1- Concentra¢des que inibem a proliferacdo em 50% nas células tumorais (IC50) MIA PaCa-2 e MCF-7 ¢
nas células normais FN1 (CC50) em 24 h, e valores dos IS calculados.

Células Tratamentos IC50 (mM) CC50 (mM) 1S=CC50/1C50
AgNP-AT <0,015 (<1,62) 0,014 (1,51) >0,93
AgNP-BO 0,014 (1,51) 0,053 (5,72) 3,78
MIA PaCa-2 AgNP-ER 0,014 (1,51) 0,007 (0,75) 0,52
AgNP-FP <0,015 (<1,62) < 0,015 (<1,62) <1
AgNP-AT <0,015 (<1,62) 0,049 (5,28) > 3,26
AgNP-BO 0,029 (3,12) 0,053 (5,72) 1,82
MCF-7 AgNP-ER 0,015 (<1,62) 0,007 (0,75) 0,46
AgNP-FP 0,009 (0,97) < 0,015 (<1,62) <1,66

Fonte: Autoral (2023). Valores nos parénteses indicam as concentragdes em pg/mL



Figura 1- Gréficos de citotoxicidade das nanoparticulas AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-ER e AgNP-FP em
fibroblastos humanos normais (FN1) e células tumorais MIA PaCa-2 apds tratamentos por 24 h. Analise
estatistica realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0 por One-way ANOVA e teste de Dunnett (* P
< 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). Controle = RPMI 1640. Os resultados representam a
média de um ensaio realizados em sextuplicatas.
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Figura 2- Gréaficos de citotoxicidade das nanoparticulas AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-ER e AgNP-FP em
fibroblastos humanos normais (FN1) e células tumorais MCF-7 ap6s tratamentos em 24 h. Analise estatistica
realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0 por One-way ANOVA e teste de Dunnett (* P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). Controle = RPMI 1640. Os resultados representam a média de um ensaio
realizados em sextuplicatas.
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5.3 CITOTOXICIDADE DAS AgNP EM CELULAS MDA-MB-231

Todas as nanoparticulas (AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-EN,
AgNP-ER e AgNP-FP) foram citotoxicas para as células MDA-MB-231, em concentragdes de
0,015 a 0,25 mM (Figuras 3, 4). No entanto, em geral, as 72 h, a citotoxicidade das AgNPs nédo
foi muito expressiva e houve interessante recuperacdo da viabilidade celular, principalmente
nas menores concentracdes, até 0,06 mM. Em células FN1 observou-se que em 72 h as menores
concentrages, até 0,125 mM, no geral, ndo foram citotdxicas, quanto em 24 e 48 h.

Considerando os resultados de citotoxicidade nas linhagens tumorais MCF-7, MIA
Paca-2 e MDA-MB 231, e a importancia médica do adenocarcinoma de mama humano TNBC,
a célula MDA-MB-231 foi selecionada como alvo para continuidade do estudo.

Ao avaliar o potencial citotoxico de todas as AgNPs nas células tumorais nos diferentes
tempos, observou-se que as concentracgdes de inibicdo em 50% mais eficazes foram encontradas
apos 48 h para AgNP-BO (0,002 mM) e AgNP-AT (0,003 mM). Além disso, considerando o
IS, que indica a taxa de seletividade das AgNPs para células tumorais, as AgNPs mais
promissoras foram AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-Asp e AgNP-ER, avaliadas em 48 h, as quais
apresentaram IS de 85,20; 61,38, 52,13 e 10,48, respectivamente, conforme demonstrado na
Tabela 2.

As demais AgNPs foram citotdxicas para as células FN1, mas ndo na mesma intensidade
que para as células tumorais. Apesar das AGNP-CPP e AgNP-EN serem citotdxicas para células
tumorais MDA-MB-231, em 24 h houve maior citotoxicidade para FN1 (Figuras 3, 4), e ambas
AgNPs obtiveram CC50 menor que 0,015 mM. Da mesma forma, a AgNP-ER mostrou CC50
de 0,007 mM. Também em 24 h, a AgNP-FP apresentou IC50 de 0,045 mM para células
tumorais e CC50 inferior a 0,015 mM para fibroblastos normais. O 1C50 para AgNP-Asp em
células MDA-MB-231 foi de 0,104 mM e 3,3 vezes maior para células normais (CC50 de 0,346
mM).

O antitumoral cisplatina apresentou baixos valores de IS em todos os tempos analisados,
sendo mais citotdxico para fibroblastos do que as AgNPs testadas, exceto AGNP-CPP que em
48 h apresentou IS inferior a 1,95, enquanto a cisplatina apresentou IS de 2,66 (Tabela 2).

Em conclusdo, os resultados indicam que as AgNP-AT e AgNP-BO apresentaram
eficacia em todos os tempos de tratamento, sendo mais citotoxicas para as células tumorais
MDA-MB-231 do que para as células normais FN1, conforme evidenciado pelos valores de
IC50 e IS. Notavelmente, os valores de IS foram significativamente mais altos e destacados na
Tabela 2, sugerindo maior especificidade das AQNP-AT em particular, com IS de 1,31; 85,20
e 5,47 em 24, 48 e 72 h, respectivamente, seguida por AGNP-BO com IS de 1,48; 61,38 e 0,90

nos mesmos tempos de tratamento.
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Figura 3- Representacao grafica da viabilidade de células tumorais MDA-MB-231 e fibroblastos humanos normais
FN1, ap6s tratamentos com AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-CPP e AgNP-ER por 24, 48 e 72 h. Analise estatistica
realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0 e One- way Anova, seguido do teste de Dunnett (* P < 0,05;
** P <0,01; *** P <0,001; **** P < 0,0001). Controle = RPMI 1640. Os resultados representam a média de trés

ensaios independentes realizados em sextuplicatas.
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Figura 4- Representacéo grafica da viabilidade de células tumorais MDA-MB-231 e células fibroblasticas humanas
normais FN1, apds tratamentos com AgNP-EN, AgNP-FP, AgNP-Asp e cisplatina como controle positivo, em 24,
48 e 72 h. Andlise estatistica realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0 e One-way Anova seguido pelo
teste de Dunnett (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P < 0,0001). Controle = RPMI 1640. Os resultados

representam a  média de trés  ensaios  independentes  realizados em  sextuplicatas.
1200 A 1304 B **
1109 . 120 Hl 24h
< 100 kel — 110
S o0 = £ 1004 - Bl 48h
83 ] £ m 72h
T 70 T 1 I [
o _ — o 704
2. ) 60 Z o g0 xxk
<§ 50 2 s
g S 40+ 5 %0
= = 40—
S 30 g 30
S 204 S 20+

MDA-MB-231
Viabilidade celular (%)

MDA-MB-231
Viabilidade celular (%)

MDA-MB-231
Viabilidade celular (%)

SIS

O Oy

*kKk

*kkk

SRR A

OO

& o

FRRELHP LS EL A
OGSO
GTQRTOTORYRY (FRTeT oY 0

AgNP-Asp (mM)

*hkk

*kkk

AgNP-EN (mM)

*kkk

|

FN1
Viabilidade celular (%)

*hkk

AgNP-FP (mM)

*kKK

*kkk

O R N
NG &«0 ° 0905? NG
OO

¢ P PP
S

Cisplatina (mM)

AgNP-Asp (mM)

=

o

o
|

FN1
Viabilidade celular (%)

AgNP-EN (mM)

i

o

o
1

*kkk

©
o
|

*kKk

*kkk

AgNP-FP (mM)

110
& 100
S g0
8 80
2 704
[,
-
Z o 60
L g
S 50
B 40+
S 304
3 30
S 20
10
0
FF SO AS AN
o oQ.Neoo&« o o&ooo&x NN

Cisplatina (mM)

Fonte: Autoral (20223).



44

Tabela 2- Concentraces de AgNPs que inibem o crescimento de células tumorais MDA-MB-231 em 50% (1C50)
e fibroblastos humanos normais FN1 (CC50). Valores do indice de seletividade (1IS= CC50/IC50).

Tratamentos  Tempo (h) 1C50 (MDA-MB-231) CC50 (FN1) 1S=CC50/1C50
IC50 (MM, pg/mL) CC50 (mM, pg/mL)
24 0,038 (4,09) 0,050 (5,34) 1,31
AgNP-AT 48 0,003 (0,27) 0,213 (22,97) 85,20
72 0,047 (5,08) 0,258 (27,81) 5,47
24 0,036 (3,88) 0,053 (5,76) 1,48
AgNP-BO 48 0,002 (0,17) 0,098 (10,59) 61,38
72 0,041 (4,45) 0,037 (4,02) 0,90
24 0,032 (3,48) 0,007 (0,80) 0,23
AgNP-ER 48 < 0,015 (<1,62) 0,157 (16,96) >10,48
72 0,067 (7,26) 0,189 (20,38) 2,81
24 0,045 (4,84) < 0,015 (<1,62) <0,33
AgNP-FP 48 0,018 (1,90) 0,027 (2,87) 1,51
72 0,053 (5,73) 0,096 (10,30) 1,80
24 0,035 (3,79) < 0,015 (<1,62) <0,43
AgNP-EN 48 < 0,015 (<1,62) 0,061 (6,58) > 4,07
72 0,049 (5,30) 0,076 (8,21) 1,55
24 0,021 (2,21) < 0,015 (<1,62) <0,73
AgNP-CPP 48 < 0,015 (<1,62) 0,029 (3,16) >1,95
72 0,035 (3,77) 0,085 (9,17) 2,43
24 0,104 (11,26) 0,346 (37,35) 3,32
AgNP-Asp 48 0,025 (2,72) 1,319 (142,27) 52,13
72 0,337 (36,30) 0,372 (40,88) 1,11
24 0,076 (8,24) 0,008 (0,83) 0,10
Cisplatina 48 0,020 (2,13) 0,053 (5,68) 2,66
72 0,048 (5,13) 0,031 (3,34) 0,65

Fonte: Autoral (2023).

5.4 ANALISE DAS FASES DO CICLO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

Considerando a alta citotoxicidade nas células MDA-MB-231 e os excelentes valores
de IS, foi realizado um estudo para avaliar o efeito das AgNP-AT nas diferentes fases do ciclo
dessas células, e em fibroblastos normais FN1, nos tempos de 24, 48 e 72 h. Em resumo, as
fases do ciclo celular, conhecidas como GO0/G1, S e G2/M, representam os diferentes eventos
de desenvolvimento e crescimento celular, replicacdo do DNA e divisdo celular,
respectivamente.

Como representado nas Figuras 5-7, as nanoparticulas AgQNP-AT causaram alteracfes
significativas no perfil do ciclo celular de ambas as células analisadas. No caso das células FN1,
foi observada uma modificacdo no ciclo celular, principalmente ap6s 24 h de tratamento. No
entanto, notou-se que apos 48 e 72 h, o ciclo dessas células apresentou semelhancas com o
grupo nao tratado (controle), conforme evidenciado na Figura 5 e 6.

Em suma, as AgNPs induziram um aumento estatisticamente significativo na populacéo

celular de FN1 na fase S, e uma reducgdo na porcentagem de células na fase GO/G1 apds 24 h
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de tratamento, para todas as trés concentragdes avaliadas. Notavelmente, em comparacdo com
as concentracdes de 0,03 mM e 0,015 mM, a maior concentracdo de 0,06 mM resultou em
reducdo menos acentuada na fase GO/G1. O aumento na porcentagem de células na fase S é
consistente com a reducgdo na fase GO/G1. Esses resultados sugerem que o processo de sintese
e/ou duplicacdo do DNA foi afetado pela acdo das AgNPs nas células normais.

N&o houve alteracdo das células na fase G2M, que permaneceram com porcentagens
semelhantes ao controle ndo tratado, e baixa porcentagem de células fragmentadas (DNA
fragmentado) (Figura 5A, C).

Para as células MDA-MB-231, as AgNP-AT apresentaram efeito semelhante ao do
antitumoral cisplatina. As AgQNP-AT induziram um aumento na populacédo de células na fase S
para todas as trés concentragdes testadas nos trés tempos avaliados. Por outro lado, houve uma
diminuicdo na populacdo de células na fase GO/G1 em comparag¢do com o grupo controle ndo
tratado, principalmente em 72 h (Figura 7 e 8). As células na fase G2/M apresentaram uma
porcentagem similar ao controle, com excecdo da concentracdo de 0,015 mM em 24 h, que
apresentou um aumento.

As células MDA-MB-231 tratadas com a cisplatina também mostraram uma diminuicao
na fase GO/G1 e um aumento na porcentagem de células na fase S (Figura 7A, C).
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Figura 5- Representacdo grafica da porcentagem de distribuicdo de fibroblastos normais humanos FN1 nas
diferentes fases do ciclo celular nos tempos de 24, 48 e 72 h ap6s tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e
0,06 mM (A, C, E, G), ou com cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM (B, D, F, H). Analise estatistica por ANOVA
one-way/teste de comparacdo multipla de Turkey (*P = 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). Os resultados
representam a média de dois ensaios independentes realizados em sextuplicatas.
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Figura 6- Histogramas representativos da distribuicdo dos fibroblastos normais FN1 nas diferentes fases do ciclo
celular nos tempos de 24, 48 e 72 h ap6s tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e 0,06 mM (D-L), ou com

cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM (M-U) e o grupo controle (A, B e C).
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Figura 7- Representacdo grafica da distribuicdo das células tumorais MDA-MB-231 nas diferentes fases do ciclo
celular nos tempos de 24, 48 e 72 h apds tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e 0,06 mM (A, C, E, G), ou
com cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM (B, D, F, H). Andlise estatistica por ANOVA one-way/teste de
comparacdo mdaltipla de Turkey (*P = 0,05, * * P < 0,01, * ** P < 0,001). Os resultados representam a média de

*kKk

dois ensaios independentes realizados em sextuplicatas.

A GOG1 B

o . G0G1

Y 1004 Q El 24h

o ) 100+

= 90+ = god Bl 48h

3 so g so- = 72h

=

. 704 =

& 60 5

= =

8 504 *kk g

S 40 - = — 9

E E

& &

S g

P

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231
a
T

100

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231
o
o
1

G

100+
90+
80
704
60
50
40—
304
204
10

S
&

100+

PP FPE FPREP P> E
S NSRS NSRS S S

Q0T OT FPTOTOT (TN 0

AgNP-AT (mM)

Fase-S

*kKKk Kk

AgNP-AT (mM)

G2M

20
104
o_

H L
P S

@ & O ©
ANEN ENENY

SN
o
AgNP-AT (mM)

DNA Fragmentado

0

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231

AgNP-AT (mM)

100+
90+
80

60—
504

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231

100+

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231
o
T

(%) Fases do ciclo celular- MDA-MB-231
o
o
1

0\0
VoY oY Ho¥ovo
S

Cisplatina (mM)

Fase-S

> A0 Q& D A0
P FRY

Cisplatina (mM)

G2M

Cisplatina (mM)

DNA Fragmentado

X A0 oD Ao L
&5 \° %! L%
SIS RN S N

Cisplatina (mM)

Fonte: Autoral (2023).



49

Figura 8- Histogramas representativos da distribuicdo das células tumorais MDA-MB-231 nas diferentes fases
do ciclo celular nos tempos de 24, 48 e 72 h apds tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e 0,06 mM (D-L),
ou com cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM (M-U) e o grupo controle (A, B e C).

1 co/G1 MDA-MB-231/ AgNP-AT
Il Fase-S 48 h

Il c2m

[ DNA

fragmentado ,i_f

+
Controle £}

0,015 mM

0,03 mM

0,06 mM

0,038 mM

0,076 mM

0,152 mM

Fonte: Autoral (2023).



50

5.5 DETERMINACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Os indices de proliferacdo em células FN1 indicam que as AGNP-AT nas concentracfes
de 0,015 mM e 0,03 mM aumentaram a proliferacdo em 31 e 51%, respectivamente, em
comparacédo ao grupo controle (Figura 9A, 10).

Em células MDA-MB-231, o grupo tratado com AgNP-AT a 0,06 mM apresentou
proliferacdo celular 11,7% superior em relacdo ao grupo controle (Figura 9B, 11), enquanto
com 0,015 mM embora néo tenha sido estatisticamente significativa houve diminuicdo de 9,6%
na proliferacdo celular. Por outro lado, o antitumoral cisplatina ndo apresentou alteracdes
significativas na proliferacdo das células FN1 e MDA-MB-231, com excecdo da concentracdo
de 0,038 mM em FN1, que aumentou em 25% (Figura 9A, 10). E importante ressaltar que em
todos os tempos analisados, a cisplatina diminuiu a proliferacdo das células MDA-MB-231,

evidenciando seu potencial antitumoral.

Figura 9- Gréfico do indice de proliferacdo das células (A) FN1 e (B) MDA-MB-231 tratadas com AgNP-AT a
0,015; 0,03 ou 0,06 mM, e cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM, e grupo controle ndo tratado, por 24 h. Anélise
estatistica por ANOV A one-way/teste de comparacdo multipla de Turkey (*P = 0,05, * * P < 0,01, * ** P < 0,001).
Os resultados representam a media de dois ensaios independentes realizados em sextuplicatas.
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Figura 10- Histogramas representativos da proliferacdo celular dos Fibroblastos normais no tempo de 24 h ap6s
tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e 0,06 mM ou com cisplatina a 0,038; 0,076 e 0,152 mM e 0 grupo
controle.
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Figura 11- Histogramas representativos da proliferacdo celular das células tumorais MDA-MB-231 no
tempo de 24 h ap6s tratamento com as AgNP-AT a 0,015; 0,03 e 0,06 mM ou com cisplatina a 0,038;
0,076 e 0,152 mM e o grupo controle.
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5.6 INDUCAO DE APOPTOSE/NECROSE - MARCACAO COM ANEXINA V/ IODETO
DE PROPIDEO

A apoptose inicial e tardia, e a necrose sdo fases distintas do processo de morte celular
programada. Na fase inicial da apoptose, as células comegcam a demonstrar indicios de dano
celular. H& modificacBes na morfologia, que pode incluir uma contracdo celular, condensacgéo
de cromatina e a formacéo de corpos apoptéticos, que sdo estruturas celulares fragmentadas,
porém a membrana permanece integra. Progressivamente, a célula avanca para a fase de
apoptose tardia. Neste estagio, as células j& passaram por mudangas mais severas na sua
morfologia e estrutura. A membrana plasmatica comeca a distorcer e a criar estruturas em forma
de "bolhas", conhecidas por "blebs". A cromatina continua a se condensar e a fragmentar-se, e
as organelas celulares podem também serem fragmentadas. Este processo antecede a fagocitose
por células vizinhas ou células imunoldgicas especializadas. Na fase de necrose, a célula é
desintegrada e pode ser eliminada do tecido. A membrana celular se rompe completamente, e
o contetdo celular é liberado para o ambiente extracelular. As estruturas fragmentadas séo entéo
fagocitadas por células fagociticas, como os macréfagos, e excluidas do local. Esse processo de
remoc¢do impede que as substancias celulares liberadas provoquem uma reacdo inflamatdria
indesejada no tecido circundante (PAQUET; PIERARD, 2007).

O ensaio de anexina V é um método eficiente monitorar esse processo e foi utilizado
nesse estudo. A anexina V se liga a fosfatidilserina presente na superficie externa das células
que estdo passando por apoptose e o iodeto de propidio se ligaao DNA, mas s6 consegue entrar
em células com integridade da membrana comprometida (KABAKOV; GABAI, 2018).

Os resultados revelaram que as AgNP-AT aumentaram os niveis de células MDA-MB-
231 em estagio inicial de apoptose em 1,7 vezes na concentracdo de 0,03 mM (IC50) em
comparacdo ao grupo controle, sem alteracdo significativa em células normais (Figura 12,
Tabela 3). A exposi¢do a 0,06 mM das AgNP-AT aumentou em 8,2 vezes o numero de células
tumorais em estagio de necrose tardia e apoptose (Figura 12, Tabela 3). Por outro lado, o
tratamento das células MDA-MB-231 com o antitumoral cisplatina a 0,076 mM (IC50) resultou
em reducéo de 46% no numero de células em estagio inicial de apoptose.

Em fibroblastos normais, as AQNP-AT promoveram um aumento na taxa de necrose em
1,4 vezes em relacdo ao grupo controle, enquanto o antitumoral cisplatina causou uma taxa de
necrose 4,6 vezes superior (Figura 12, Tabela 3). Além disso, a cisplatina afetou o nimero de
fibroblastos normais viaveis de maneira dependente da dose, enquanto as AgNP-AT néo

apresentaram alteracdes significativas nesse indice.
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Tabela 3- Porcentagem de células MDA-MB-231 e FN1 viaveis, em necrose e em apoptose inicial e tardia apos
tratamentos com AgNP-AT por 24 horas e marcagdo de anexina V/IP (média + SEM) (n=6).

MDA-MB-231/FN1

MDA-MB-231/FN1

MDA-MB-231/FN1

MDA-MB-231/FN1

Tratamentos

Viabilidade

Necrose

Apoptose inicial

Apoptose tardia

Controle

82,3+0,7/758+ 1.2

0,8+0,1/0,13+0,0

13,4+0,5/19,8+0,9

3,4+0,4/43+0,7

AgNP-AT (mM)

0,015 79,0+1,1/59,4+9,4 09+0,0/0,15+00 16,1+1,1/239+3,8 3,9+0,2/3,1+0,3

0,03 71,7+3,3/428+x7,7 06+04/01+00 228+3,0/169+1,0 4,8+0,4/2,6=1,0

0,06 53,7+7,0/164+00 147+6,4/015+0,0 16,7+7,3/275+38 147+6,1/59+0,3
Cisplatina (mM)

0,038 82,8+2,4/594+94 05+0,0/0,2+00 13,8+23/375+89 3,3+0,2/2,7+0,6

0,076 87,0+05/42,7+76 18+0,0/01+00 73+02/510+64 39+0,3/60+25

0,152 29,7+14/164+38 13,0+15/04+0,1 6,3+0,6/631+30 51,0+25/20,0+2,6

*Cisplatina usada como controle positivo
Fonte: Autoral (2023).

Figura 12- Porcentagem de células vidveis, em necrose e em apoptose precoce ou tardia. Células MDA-MB-
231(A, C) ou FN1 (B, D) ap6s tratamento com 0,015, 0,03, 0,06 mM de AgNP-AT ou 0,038, 0,076 ou 0,152
mM de antitumoral cisplatina, por 24 h. O controle representa células néo tratadas que receberam apenas meio
RPMI-1640 isento de soro. Os dados foram calculados utilizando o software GraphPad Prism 8.0 e analise
estatistica One-way Anova, seguido pelo teste de Dunnett (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001; **** P <
0,0001). Controle = RPMI 1640. Os resultados representam a média de um ensaio realizados em sextuplicatas.
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Fonte: Autoral (2023).

5.7 ENSAIO DE MUTAGENESE CROMOSSOMICA

A andlise de possiveis danos cromossdmicos causados pela AgNP-AT foi realizada em

células VV79-4. A presencga de mais de dois centrdbmeros em cada cromossomo quebra e trocas
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de cromatides sdo consideradas aberragdes cromossémicas (NATARAJAN et al., 2008). O
ensaio foi realizado para AQNP-AT em células VV79-4 seguindo o procedimento da OECD 473.

As células V79-4 utilizadas como controle e que receberam apenas meio de cultura
MEM apresentaram cromossomos normalmente empacotados, organizados e inalterados,
conforme pode ser observado na Figura 13C. O controle positivo com MMS a 2 uM, utilizado
como referéncia, induziu alteracdes na morfologia celular e tamanho do cromossomo, danos a
estrutura cromatide e centrémeros irregulares (Figura 13B).

A anélise microscopica indica a presenca de AgNP-AT ao redor da membrana celular e
no meio intracelular (Figura 13A), no entanto, as AgNP-AT ndo causaram alteracdes na

morfologia celular.
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Figura 13- Micrografias da analise de mutagénese em células VV79-4 coradas com Giemsa a 5% para 0s grupos
tratados com AgNP-AT a 0,03 mM (A), metanossulfonato de metila (MMS) (controle positivo) (B), e controle
ndo tratado (C). Setas cinzas: AgNPs ao redor da membrana celular externa; setas vermelhas: presenca de AgNPs
no meio intracelular; setas azuis: alteragdo na morfologia celular; setas verdes: cromossomos danificados; setas
pretas: cromossomos normalmente compactados. Barra em 100 nm.

: T
A MEM \ %

¢ . San 2 ° B
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6 DISCUSSAO

A biossintese de AgNPs usando espécies de fungos tem se mostrado um método
eficiente para obtencdo de nanoparticulas uniformes e estaveis com aplicagdes distintas
(SINGH et al., 2017; RODRIGUES et al., 2013, 2021; RAl et al., 2021).

Nesse estudo, a formacéo de AgNPs biogénicas ocorreu por via extracelular, utilizando
as espécies de A. tubingensis (AgNP-AT), B. ochroleuca (AgNP-BO), Aspergillus spp (AgNP-
Asp), E. nigrum (AgNP-EN), F. proliferatum (AgNP-FP), C. pini-ponderosae (AgNP-CPP) e
E. rostratum (AgNP-ER) (RODRIGUES et al., 2013; RIBEIRO, et al., 2022).

A biossintese dessas AgNPs é dependente de agentes redutores produzidos por cada
espeécie de fungo e presente no EA livre de células, conforme descrito na secdo experimental.
Essa rota de biossintese € mais vantajosa e simples que a intracelular, evitando etapas para lise
das células e extracdo das nanoparticulas (DE SOUZA; RODRIGUES, 2015; BALLOTTIN et
al., 2016; SINGH et al., 2017; RAl et al., 2021).

Anteriormente, descrevemos que as proteinas presentes no EA livre de células podem
formar uma superficie de revestimento ao redor do ndcleo das AgNPs evitando a agregacéo e
favorecendo a estabilidade (BALLOTTIN et al., 2016). A estabilidade das AgNP-AT foi
observada em nosso laboratério, mesmo apds 4 anos de armazenamento em temperatura
ambiente. O tamanho, morfologia, dispersdo e atividade antimicrobiana foram mantidos sem
nenhuma modificacdo (dados nédo publicados).

A formacdo de AgNPs foi observada pela mudanca de cor das misturas reacionais de
incolor para acastanhado. Essa mudanga se da, principalmente, pela presenca da banda de RPS
na regido de 420 nm, conforme previamente descrito por Shaligram et al. (2009). Todas as
AgNPs apresentaram formas predominantemente esféricas com formacao de poucos agregados.
Apo6s 96 h de incubacdo, ndo houve aumento na intensidade da banda de RPS, indicando
reducdo completa dos ions de prata neste tempo de reacao.

Os tamanhos hidrodindmicos das AgNPs variaram de 43,4 + 3,3 a 120,6 + 3,5 nm, sendo
gue as AgNP-AT e AgNP-Asp apresentaram 0s menores tamanhos de 43,4 £ 3,3 e 44,9 £ 4,1
nm, respectivamente. Além disso, a AgNP-AT apresentou o menor valor de PDI (0,080),
indicando a uniformidade de tamanho das AgNPs. Os valores de PDI estdo relacionados a
uniformidade de tamanho, e quanto menor mais homogéneos. A Tabela 1 apresenta 0s
tamanhos, os valores de PDI, potencial Zeta e pH das AgNPs utilizadas neste estudo.

A relacdo superficie/volume promove melhor absor¢éo intracelular das AgNPs, que
interagem de forma mais efetiva com o alvo molecular (GIL; PARAK, 2008; KIM et al., 2012).
NPMs tém a carga superficial determinada pela presenca de moléculas provenientes do EA

usado na biossintese e podem ser carregadas de forma negativa ou positiva. Essa caracteristica
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pode determinar a eficiéncia das NPMs em meio fisioldgico. Carga positiva pode promover
melhor interacdo com as células-alvo e maior tempo de retencéo intracelular, e quando negativa
pode ocorrer maior dispersividade com maior campo de acdo (LEITE et al.,, 2012). Os
resultados desse estudo mostraram que todas as AgQNPs apresentaram valores de potencial Zeta
negativo.

O potencial hidrogeniénico (pH) interfere no tamanho, forma, disperséo e revestimento
das AgNPs e deve ser considerado na avaliacdo da acdo citotoxica em meio fisiologico (SONI,;
PRAKASH; 2011; RIAZ et al., 2021). O pH fisioldgico do sangue € préximo de 7,4 e, portanto,
AgNPs com pH nesta faixa podem ser mais efetivas, principalmente devido a estabilidade
intracelular. Neste contexto, dentre as AgNPs biossintetizadas os valores de pH mais
interessantes, foram obtidos para AgNP-AT e AgNP-BO na faixa de 7,0-7,5 mostrando a
possibilidade de interessante nano-bio-interacdo (DE SOUZA, 2023). Essas AgNPs ja foram
bem estudadas, e a caracterizagéo foi descrita em detalhes quanto ao tamanho, carga superficial,
forma, composicéo, potencial Zeta e revestimento por nosso grupo (RODRIGUES et al., 2013;
DE SOUZA; RODRIGUES, 2015; BALLOTTIN et al., 2016; RIBEIRO et al., 2023).

De maneira geral, as AgNPs utilizadas neste estudo apresentaram propriedades fisico-
quimicas adequadas a aplicacdo terapéutica. Sabe-se que o tamanho pequeno e homogéneo, e a
baixa taxa de formacdo de agregados sdo interessantes para a interacdo de nanoparticulas com
células em sistemas biolégicos (RODRIGUES et al., 2013; DE SOUZA; RODRIGUES, 2015;
BALLOTTIN et al., 2016; RIBEIRO et al., 2023).

A proliferagdo das células tumorais MIA PaCa-2 e MCF-7 foi inibida em 24 h por acéo
dose-resposta com alto IS, quando expostas as AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-FP e AgNP-ER.
Com destaque, as AgQNP-AT inibiram o crescimento celular em 90% em todas as concentracfes
testadas (0,015; 0,03 e 0,06 mM), e a AgNP-BO promoveu inibi¢édo de 92 e 84% a 0,03 e 0,06
mM, para as células MIA PaCa-2 e MCF-7, respectivamente. Em um estudo conduzido por
Abdellatif et al. (2022) foi observado que a citotoxicidade de AgNPs biossintetizadas usando
Trigonella foenum-graecum com tamanho médio de 22,5 + 0,75 nm e potencial Zeta negativo,
ndo foi significativa para células MCF-7. Esse dado corrobora os demais resultados desse
estudo evidenciando a excelente acdo citotoxica de AgNPs provenientes de fungos, cujo
revestimento proteico e caracteristicas fisico-quimicas favorecem a captacdo e retencdo dos
ions de prata na célula tumoral provocando sua morte.

Considerando as evidéncias relatadas na literatura em relacdo a citotoxicidade das
AgNPs, no presente estudo, as células TNBC MDA-MB-231 foram selecionadas como alvo
para avaliar a citotoxicidade das AgNPs biossintetizadas por diferentes espécies de fungos

isolados da biodiversidade brasileira.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/zeta-potential
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Em 24 e 48 h, todas as AgNPs (AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-
EN, AgNP-ER e AgNP-FP) foram citotoxicas para as células TNBC MDA-MB-231 em
concentragdes de 0,015 a 0,25 mM. No entanto, em 72 h, em geral, a citotoxicidade dos AgNPs
ndo foi muito expressiva, mostrando uma interessante recuperacdo da viabilidade celular,
principalmente nas menores concentracdes, até 0,06 mM.

Em células FN1, em 72 h, no geral, as concentracbes até 0,125 mM nao foram
citotdxicas. Um efeito semelhante foi observado anteriormente por nosso grupo para as AgNP-
AT em células endoteliais HUVEC (OTTONI et al., 2019). Dentro de 72 h, pode ter ocorrido a
recuperacdo do metabolismo celular, induzindo maior viabilidade celular do que em 24 e 48 h,
ou a biodisponibilidade das AgNPs pode ter sido reduzida por degradacdo intracelular,
conforme relatado anteriormente (SWANNER et al., 2019). A diminuicdo da
biodisponibilidade das nanoparticulas é perfeitamente possivel apés 72 h do tratamento das
células, e este efeito € muito interessante, indicando que possivelmente apds a interrupgao do
tratamento, as AgNPs sdo continuamente degradadas evitando acimulo no local de sua
aplicacdo e algum possivel efeito adverso. A diminuicdo da biodisponibilidade de AgNPs pode
estar relacionada a menor citotoxicidade em 72 h para as células tumorais, que podem se
replicar rapidamente, aumentando a densidade populacional. No entanto, esta hipotese para as
AgNPs deste estudo precisa ser confirmada por ensaios in vivo.

A concentracdo de AgNPs internalizadas parece ndo ser determinante para a
citotoxicidade em células tumorais, mas a rapida degradacdo e consequente dano causado no
meio intracelular sdo fatores importantes, uma vez que impedem a formacéo de metalotioneinas
ou outros antioxidantes capazes de neutralizar a acdo antitumoral das AgNPs (SWANNER et
al., 2019). Em células TNBC a internalizacdo de AgNPs por diferentes vias endociticas
(fagocitose, macropinocitose e endocitose) € um mecanismo determinante para a
citotoxicidade. Nesse tipo de células, as AgNPs sdo rapidamente degradadas e levam a danos
significativos as estruturas celulares (SWANNER et al., 2019). No entanto, a internalizacdo de
AgNPs nas células, diminui a disponibilidade, resultando em uma condicdo favoravel para a
proliferacdo. Portanto é importante determinar a meia-vida plasmatica dos candidatos a
farmacos para avaliar a biodisponibilidade.

As AgNPs foram citotoxicas para fibroblastos FN1, mas ndo com a mesma intensidade
que nas células tumorais MDA-MB-231.

Embora AgNP-CPP e AgNP-EN tenham sido citotoxicas para as células tumorais
MDA-MB-231, em 24 h também foram citotoxicas para fibroblastos FN1lapresentando CC50
menor que 0,015 mM. AgNP-ER apresentou IC50 de 0,032 mM e CC50 de 0,007 mM. Ao

mesmo tempo, AgNP-FP apresentou IC50 de 0,045 mM para células tumorais e CC50 inferior
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a 0,015 mM para fibroblastos normais. O IC50 para AgNP-Asp em células MDA-MB-231 foi
de 0,104 mM e ~3,3 vezes maior para células normais (CC50 de 0,346 mM). Contudo, apesar
de exibirem algum nivel de citotoxicidade para células normais, as AgNPs mostraram-se mais
seletivas para células tumorais. Essa seletividade pode ser atribuida ao revestimento das AgNPs,
a maior biocompatibilidade, facilidade de captagéo pelas células tumorais, maior dispersividade
com maior campo de acgéo e estabilidade no meio bioldgico.

Algotiml et al. (2022) demonstraram que AgNPs contendo revestimento proteico
proveniente de Ulva rigida (algas verdes), Cystoseira myrica (algas marrons) ou de Gracilaria
foliifera (algas vermelhas) apresentam 92,62; 92,13 e 85,74% de inibicdo da proliferacdo das
células de cancer de mama MCF-7. Por outro lado, as AgNPs sintéticas ndo revestidas inibiram
apenas 62% do crescimento dessas mesmas células.

Considerando o potencial citotoxico de todas as AgNPs nas células tumorais em 48 h,
as mais interessantes foram AgNP-BO e AgNP-AT que apresentaram IC50 de 0,002 mM e
0,003 mM, respectivamente. No entanto, de acordo com o IS, destacam-se as AgNP-AT, AgNP-
BO, AgNP-Asp, AgNP-ER, que apresentaram IS de 85,20; 61,38; 52,13 e 10,48,
respectivamente.

De maneira geral, o antitumoral cisplatina apresentou baixos valores de IS em todos 0s
tempos analisados, sendo mais citotoxico para os fibroblastos normais, quando comparado as
AgNPs, exceto a AGNP-CPP que em 48 h, apresentou IS inferior a 1,95, enquanto a cisplatina
apresentou IS de 2,66. Esses dados estdo de acordo com dados da literatura para a cisplatina
(FUERTES et al., 2012; HAN et al., 2017).

No contexto da acdo citotoxica em células TNBC, pesquisadores revelaram que o perfil
molecular desse tumor pode responder de maneira diferente ao tratamento com AgNPs
sintéticas. Os resultados apontaram que doses letais para os tipos estratificado mesenquimal
(cancer de mama com baixo teor de claudina - CLBC) BT-549, MDA-MB-231, MDA-MB-436
e SUM159, foram pouco citotoxicas sobre os subtipos epiteliais (cAncer de mama tipo basal -
BLBC) HCC70, BT-20 e MDA-MB-468, sem toxicidade aparente para as células epiteliais
normais da mama. O estudo ainda destacou a igualdade de citotoxicidade em células TNBC e
células epiteliais ndo malignas da mama quando expostas aos cations de Ag*, indicando que a
formulacdo de nanoparticulas é essencial para a citotoxicidade especifica a TNBC (SNYDER
etal., 2021).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo apontadas como a via provavel para o
mecanismo de toxicidade de AgNPs em tumor de mama triplo-negativo MDA-MB-436. As
AgNPs sintéticas de 20 ou 200 nm, na concentragdo de 25-100 pg/mL, foram citotoxicas para

as células TNBC MDA-MB-436 de forma dose e tempo dependente, provocando alteraces no
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citoesqueleto das células (MATYSIAK-KUCHAREK et al., 2020). Similarmente, AgNPs
provenientes de Ganoderma neo-japonicum com tamanhos variando de 2-100 nm, em
concentracdo de 5 a 25 pg/mL, foram citotoxicas de maneira dose-dependente sobre células
tumorais de cancer mama TNBC MDA-MB-231. No referido estudo, foi observado que as
AgNPs provocaram ativacdo da lactato desidrogenase (LDH), caspase-3 e geracdo de ROS, e
apoptose (GURUNATHAN et al., 2013).

Muitos estudos sugerem que as AgNPs biogénicas sdo uma opgdo mais eficaz e segura
para o tratamento do TNBC do que as AgNPs sintéticas. Embora as AgNPs biogénicas
apresentem muitas vantagens em relacdo as sintéticas, 0 uso no tratamento do cancer, assim
como para outras finalidades deve ser padronizado com nanoparticulas sempre do mesmo
tamanho e forma.

A producdo de nanoparticulas biogénicas em larga escala ainda é desafiadora e pode
limitar a disponibilidade para uso clinico; por isso a necessidade da utilizacdo de modelos
sustentaveis e econdémicos, como os fungos.

As AgNPs biogénicas podem interagir com diferentes componentes bioldgicos,
incluindo proteinas, lipidios e DNA, e provocar efeitos indesejados no organismo. Portanto
estudos devem ser conduzidos para avaliar a biodisponibilidade e a farmacocinética das AgNPs,
bem como sua interacdo com outras terapias, antes de seu uso clinico em humanos. Estudos
estdo em andamento, porém os dados ainda sdo incipientes para garantirem o uso terapéutico
de forma segura.

A seguranca quanto a toxicidade para o hospedeiro é uma das caracteristicas mais
relevantes para um candidato a farmaco, conforme evidenciado em diversos estudos
(SANFELICE et al., 2021). Nesse contexto, o estudo da atividade e mecanismo de acdo das
AgNPs sdo cruciais.

Nesse estudo foi constatado que a concentracéo efetiva das AgNPs para células tumorais
ndo resultou em toxicidade significativa para os fibroblastos humanos normais. Além disso, 0s
resultados evidenciaram, que dentre as diferentes AgNPs testadas, a AgNP-AT apresenta
melhores IS em baixa concentracdo, especialmente em células TNBC MDA-MB-231, que
possuem grande importancia medica. Devido a essa caracteristica promissora, a investigacao
da acdo citotoxica da AgNP-AT nas células TNBC MDA-MB-231 é encorajada.

Em vista da alta citotoxicidade e seletividade das AgNP-AT pelas células TNBC MDA-
MB-231, as fases do ciclo celular foram avaliadas ap0s exposicao a essas nanoparticulas, dado
a importancia desse processo complexo que envolve diferentes proteinas importantes para

regulagdo de eventos especificos e multiplicacdo celular (SCHAFER, 1998).



62

A andlise foi conclusiva em mostrar alteracGes nas fases do ciclo celular das células
normais e tumorais, com parada na fase S. Os resultados determinam que a alteracdo da
porcentagem populacional em 24 h, para fibroblastos normais, foi recuperada ao longo do
tempo analisado. Um resultado diferente foi encontrado anteriormente por nosso grupo
(OTTONI etal., 2019), no qual até 1 uM néo houve alteracdo significante na distribuicao celular
entre as diferentes fases do ciclo em células humanas normais do endotélio de veias do cordao
umbilical (HUVEC) e fibroblastos (FN1). Essa diferenga pode estar relacionada a concentragao
de AgNPs que no presente estudo é 15, 30 e 60x superior ao estudo anterior. Essa constatagao
concorda o estudo realizado por Liu et al. (2021) os quais observaram que o efeito citotoxico
das AgNPs em células normais ocorre de maneira dose-dependente.

No presente trabalho observou-se um aumento da populagéo de células MDA-MB-231
na fase S em todas as concentragdes de AGNP-AT e tempos analisados, enquanto ocorreu uma
diminuigdo na populagdo GO/G1 em comparagdo com o grupo controle n&do tratado,
principalmente em 72 h.

As células MDA-MB-231 tratadas com o antitumoral cisplatina apresentaram
diminuigéo na fase GO/G1 e aumento na fase S de maneira similar ao observado para as AgNP-
AT. A relacdo de aumento na fase de sintese do DNA e diminui¢do da fase GO/G1 foi
anteriormente relatado por Hatzidaki et al. (2020) que observaram o mesmo fendmeno para
células MDA-MB-231 e MCF-7, ap6s tratamento com 0,1 uM e 1 uM de cisplatina. No presente
estudo, a cisplatina foi avaliada a 38, 76 ¢ 152 uM, sendo concentragdes bem superiores € 0
efeito citotoxico se manteve.

Nas células FN1, a cisplatina reduziu a porcentagem de células em GO/G1, porém néo
estatisticamente significante, e este efeito foi compensado pelo aumento das células na fase
G2M.

A parada na fase S do ciclo das células tumorais ja é bem relatada na literatura.
Chairuangkitti et al. (2013) observaram a diminui¢do do namero de células na fase G1 e a
parada do ciclo celular na fase S para células A549 (carcinoma pulmonar) quando tratadas com
AgNPs sintéticas, esféricas e com tamanho de 182,7 + 13,0 nm, a 100 e 200 pg/mL. Esse
resultado, evidencia um efeito antiproliferativo via parada do ciclo celular, independente da
geragdo de ROS. Em concordancia, Panzarini et al. (2017) constataram parada na fase S e G2M
com aumento na fase SubG1 em células HeLa (carcinoma epitelioide do colo do Utero humano)
apos acdo das AgNPs sintéticas (30 = 5 nm) com concentragdo de 1,35 ug/mL. Em outro estudo,
AgNPs biossintetizadas usando extratos de Annona glabra e Annona squamosa, com tamanhos

médios em torno de 7 nm também provocaram parada na fase S do ciclo celular em células
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adenocarcinoma de prostata metastatico (PC3), adenocarcinoma de ovario (SKOV3) e células
HeLa (MOKHTAR et al., 2022).

A fase S do ciclo celular envolve a replicacdo do DNA. Quando as células sdo expostas
as AgNPs, podem ocorrer respostas ao estresse, incluindo ativacdo de checkpoints
mitocondriais, como o ponto de controle G2M e o ponto de controle na fase S. Além disso,
danos no DNA, causados pelas AgNPs, como quebras de cadeias e ligagdes cruzadas, também
acionam checkpoints intracelulares, como a via ATM/ATR, interrompendo o ciclo celular para
reparos. As mitocondrias desempenham um papel essencial na producéo de ATP, e na liberacéo
de moléculas pro-apoptéticas, como o citocromo C. Danos causados pelas AgNPs podem
comprometer a integridade das mitocondrias levando a liberacdo de moléculas pro-apoptoticas.
Esse conjunto de eventos - danos ao DNA, parada na fase S e integridade mitocondrial
comprometida - ativa cascatas apoptoticas, resultando na morte das células tumorais
(HORBAY; BILYY, 2016; HOLMILA et al., 2019). A realizagdo do ensaio de proliferagéo
celular auxilia a compreender os mecanismos de acdo das AgNPs nas células em estudo, e
permite a identificacdo das concentragbes mais ativas em determinadas situacdes
experimentais, fornecendo subsidios para a investigacdo in vivo (ADAN; KIRAZ; BARAN,
2016). A alteracdo da fase de crescimento e desenvolvimento celular (GO/G1) acarreta a
diminuicdo do nimero de células vidveis para progredir ao estagio de mitose (G2/M) impedindo
a proliferacdo celular; essas caracteristicas sdo essencialmente investigadas para a prospeccao
de novos farmacos antitumorais (NOZHAT et al., 2022).

Os dados do ensaio de proliferacdo celular evidenciaram um aumento na proliferacéo
das células FN1 quando expostas a AgNP-AT a 0,015 e 0,03 mM. Essa constatacdo valida os
resultados obtidos no ensaio de ciclo celular que mostrou haver alteracfes nas fases de
multiplicacdo celular (G0/G1) e sintese do DNA (S). A recuperacdo da proliferacdo de
fibroblastos normais tratados com AgNPs ja é relatada na literatura (ASHARANI; HANDE;
VALIYAVEETTIL, 2009).

Na andlise de ciclo celular foi constatado um aumento no nimero de células tumorais
na fase GO/G1 quando tratadas com AgNPs a 0,06 mM, e uma diminui¢do nesta mesma fase
quando expostas a menor concentracdo de 0,015 mM. Similarmente, o ensaio de proliferacdo
celular mostrou haver diminui¢do do nimero celular quando as AgNP-AT sdo administradas
em menor concentracdo. O grupo tratado com AgNP-AT a 0,06 mM teve aumento da
proliferacdo celular de 11,7%, enquanto a proliferacdo das celulas tumorais foi de 9,6% na
concentragédo de 0,015 mM. Esses dados s&o consistentes com a analise realizada por Nowrouzi
et al. (2010), que demonstrou que AgNPs em concentracao abaixo do IC50 para células HepG2

(hepatoma humano) foi suficientemente eficaz na diminuigéo da proliferacéo celular.
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O antitumoral cisplatina usado como controle, ndo alterou significativamente a
proliferacdo das células FN1 e MDA-MB-231, exceto na concentracao de 0,038 mM em FN1.
Nessa célula houve aumento de 25% na proliferacdo, assim como mostrado na analise de ciclo
celular, na qual o antitumoral causou o aumento da fase de GO/G1 nas células FN1, apenas em
24 h, mostrando a pouca citotoxicidade da cisplatina para células normais.

A toxicidade da cisplatina pode ser influenciada pela dose administrada, duracdo do
tratamento e sensibilidade do tecido-alvo. Em geral, células normais tém uma maior capacidade
de reparagdo do DNA (que é a principal via de acdo da cisplatina) e podem ser menos sensiveis
aos efeitos citotoxicos da cisplatina em comparacao as células cancerosas (HATZIDAKI et al.,
2020).

As particulas de prata em tamanho nano podem liberar ions Ag* em proporcéo 100 vezes
superior a sua contraparte em tamanho macroscopico (BURRELL, 2003; LANSDOWN, 2010).
A liberacdo persistente de ions Ag* combinada com a propriedade citotoxica e a alta
seletividade observada nos ensaios de viabilidade celular culminam em uma acao ordenada e
continua contra as células tumorais TNBC MDA-MB-231.

O fendtipo triplo-negativo das células MDA-MB-231 requer tratamentos ndo somente
especificos, mas consistentes e duradouros (BIANCHINI et al., 2021), os quais ndo seria
possivel com a utilizacdo de ions de Ag*em folha ou outra forma metalica.

Os resultados das analises por Anexina V e IP elucidam que os niveis de células MDA-
MB-231 no estagio de apoptose foi aumentado com a utilizagdo de AgNP-AT a 0,03 mM (1C50)
em 1,7 vezes, enquanto o antitumoral cisplatina a 0,076 mM (IC50) diminuiu em 46% a taxa
de células em apoptose. A cisplatina reduziu o indice de proliferacdo celular em todas as
concentracgdes testadas, com principal declinio na concentracdo de IC50 a 0,076 mM, e a parada
do ciclo celular na fase de sintese do DNA (fase S) das células tumorais. Esse conjunto de dados
confirma que a citotoxicidade da cisplatina é mediada pela inibi¢do do crescimento celular com
danos ao DNA, conforme ja relatado (DASARI; BERNARD TCHOUNWOU, 2014).

Em fibroblastos normais, as AQNP-AT e a cisplatina provocaram o aumento da taxa de necrose em 1,4
e 4,6 vezes, respectivamente. Além disso, a cisplatina alterou a viabilidade de fibroblastos normais de
maneira dose dependente, enquanto a AgNP-AT néo alterou significativamente esse indice. Esses dados
confirmam a especificidade das AgNP-AT para células TNBC MDA-MB-231. Sendo assim,
confirmamos mais uma vez com ensaio de apoptose e necrose que as AgNPs séo fortes candidatas a
farmacos antitumorais com especificidade direcional as células com fenétipo TNBC.

Conforme relatado por Kumar et al. (2015) a citotoxicidade em fibroblastos normais é dependente do
tamanho, dose e tempo de exposi¢do as AgNPs, portanto as caracteristicas intrinsecas das AgQNP-AT

testadas nesse projeto foram essenciais para sua especificidade.
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Snyder et al. (2021) demonstraram que a inducao de apoptose celular ndo é influenciada
diretamente pela concentracdo de Ag* no meio intracelular, mas por uma sequéncia de eventos
prejudiciais a homeostase que culminam na morte celular. Outro estudo, relata que apesar da
alta taxa de morte celular por apoptose ou necrose, uma via comum de citotoxicidade das
AgNPs é por inibicdo de fases especificas do ciclo celular e inibicdo da proliferacdo
(CHAIRUANGKITTI et al., 2013) corroborando os resultados desse estudo.

O mecanismo de sensibilizacdo das células TNBC MDA-MB-231 as AgNPs ainda ndo
esta totalmente esclarecido, entretanto, pode ser parcialmente inferido relacionando os dados
obtidos pelos diferentes ensaios e considerando as caracteristicas fisico-quimicas das AgNP-
AT biossintetizadas. Desse modo, cabe destacar a comparacdo entre os dados obtidos pelo
ensaio de Anexina V e IP, e 0 observado no ensaio de proliferacdo celular, o qual demonstrou
a inibicdo da proliferacdo de células tumorais MDA-MB-231 em uma taxa significativa de
88,2%. Essa constatacdo indica que a acdo das AgNP-AT se da principalmente por vias
antiproliferativas.

A mutagenicidade consiste na capacidade de um agente quimico ou fisico causar
mutacdes no material genético de um organismo vivo, o que pode levar a alteracdes hereditarias
ou até mesmo ao desenvolvimento de cancer (BRIDGES, 1984). Estudos genotdxicos in vitro
e in vivo sdo encorajados para discutir os mecanismos de mutagenicidade induzida por
nanoparticulas e seus efeitos adversos. Tais avaliacbes devem ser realizadas em diferentes
modelos celulares e animais, uma vez que a resposta pode variar conforme a espécie e tipo
celular (RODRIGUEZ-GARRAUS et al., 2020). Nesse contexto, 0 ensaio de mutagénese
cromossémica in vitro é importante para elucidar o potencial mutagénico das AgNPs e entender
como ocorre a acao intracelular.

Sabe-se que AgNPs ndo exercem, no geral, efeitos mutagénicos em células procaridticas
(WU et al., 2022), mas pouco se sabe sobre o potencial mutagénico em células eucariéticas. Ha
relatos de interferéncia das AgNPs em proteinas como a tubulina e consequente interrupcao na
sintese de microtibulos (NIRMALA; MEHER; LOPUS, 2022), morte celular por geracdo de
ROS e danos a estrutura do DNA (OTARI et al., 2015), liberacdo de ions de prata (Ag")
intracelular (ISHIDA, 2017) e destruicdo da estrutura da membrana (XIAO; CHEN;
ALNAGGAR, 2019). Recentemente, foi relatado a mutagenicidade de AgNPs em genomas
eucarioticos em detalhes, sendo constatado a ameaga de genotoxicidade para as células
humanas, porem em baixa magnitude (WU et al., 2023) o que evidéncia o potencial de aplicacéo
farmacologica das AgNPs e encoraja a continuagdo dos estudos em modelos vivos.

As diferencas estruturais, quimicas, de tamanho e forma, bem como a sua capacidade

de se ligar a proteinas e interferir nas vias de sinalizacdo celular podem interferir no potencial
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mutagénico das AgNPs (LI et al., 2017). Adicionalmente, a mutagenicidade das AgNPs pode
ser influenciada pela presenca de outros agentes quimicos, como antioxidantes e agentes
quelantes. Portanto, a utilizacdo de protocolos padronizados, como os estabelecidos pela
Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE), é fundamental para
garantir a qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos.

No presente estudo, a andlise das imagens capturadas durante o ensaio de
mutagenicidade mostrou a presenca de nanoparticulas ao redor da membrana celular e no meio
intracelular, mas nenhum dano a estrutura das células foi constatado para AGQNP-AT a 0,03 mM
(IC50). Esses resultados corroboram com o anteriormente encontrado por Padilla-Camberos et
al. (2022), os quais demonstraram que as AgNPs biossintetizadas a partir do extrato da casca
de Stenocereus queretaroensis tiveram baixa toxicidade em células A549, com uma
concentragdo letal (CL50) de 29,3 pg/mL. Além disso, ndo foram observados efeitos toxicos
significativos em camundongos apds exposicao oral ou intraperitoneal as AgNPs, indicando
baixa toxicidade sistémica. Em um estudo detalhado sobre a genotoxicidade das AgNPs
sintéticas, Sik Kim et al. (2013) também constataram a auséncia de efeito toxico relevante em
micro-organismos, linhagens de células de mamiferos ou 6rgéos de animais-alvo, e destacaram
que a genotoxicidade relaciona-se ndo somente com as concentra¢des utilizadas, mas também
com o tempo de exposicdo aos agentes quimicos.

Assim sendo, o uso de AgNPs, sobretudo as biogénicas, pode se configurar como uma
opcéo viavel e ecologicamente sustentavel para aplicacGes farmacéuticas e terapéuticas. No
entanto, a investigacdo acerca da mutagenicidade dessas nanoparticulas ainda € uma area em
progresso, sendo imprescindivel seguir pesquisando seu impacto em variados sistemas

bioldgicos e as consequéncias em longo prazo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS
Este estudo evidencia que:

1- As sete AgNPs biogénicas diminuiram significativamente a viabilidade das células tumorais
analisadas e mostraram baixa toxicidade para fibroblastos humanos normais.

2- As AgNPs foram menos citotoxicas que o antitumoral cisplatina para fibroblastos normais.

3- A AgNP-BO apresentou indice de seletividade de 61,38 e a AgQNP-Asp de 52,13 indicando
a especificidade de ambas as nanoparticulas pelas células tumorais.

4- A AgNP-AT obtida utilizando o fungo A. tubingensis foi a mais citotdxica para as células
tumorais TNBC MDA-MB-231, com indice de seletividade de 85,20 em 48 h.

5- A presenca da camada proteica ao redor do nucleo metalico pode ter favorecido a
biocompatibilidade e a especificidade da AgNPs pelas células tumorais.

6- A AgNP-AT a 0,015, 0,03 e 0,06 mM causou a interrupgédo do ciclo celular de MDA-MB-
231 nafase Sem 24,48 e72h.

7- Em fibroblastos, a AgNP-AT a 0,015, 0,03 e 0,06 mM causou a interrupcao na fase S do
ciclo celular, porém esse efeito ndo persistiu em até 72 h, indicando irreversibilidade apenas
em células tumorais ao longo do tempo analisado.

8- As AgNP-AT alteraram os indices de proliferacdo celular de ambas as células analisadas, se
mostrando mais citotoxicas para células tumorais em menores concentracdes.

9- Em fibroblastos normais, a AgNP-AT apresentou maior citotoxicidade a 0,06 mM, e um
aumento significativo da proliferacdo celular nas menores concentragdes, o que também foi
observado para a cisplatina.

10- As AgNP-AT ndo causaram danos aos cromossomos das células VV79-4 na concentracdo de
IC50 (0,03 mM).

11- A 0,03 mM (IC50) as AgNP-AT induziram apoptose das células MDA-MB-231, sem danos
significativos aos fibroblastos normais.

12- A 0,076 mM (1C50), a cisplatina diminuiu em 46% a taxa das células tumorais em estagio
de apoptose e apresentou taxa de necrose elevada em 4,6 vezes para os fibroblastos.

13- Além da seletividade das AgNPs pelas células tumorais MDA-MB-231, os dados indicam
que essas células séo afetadas pela interrupcéo da sintese de DNA na fase S do ciclo celular,
e que as propriedades antiproliferativas das AgQNP-AT sdo mais evidentes do que os efeitos
pré-apoptéticos.

14- Este estudo oferece novas perspectivas sobre 0 mecanismo de agdo das AgNPs biogénicas
em células tumorais e normais humanas. Estudos posteriores devem ser conduzidos para
confirmar a agdo antitumoral em modelo in vivo, assim como a farmacodindmica e

farmacocinética da AgNP-AT.
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ANEXO A - Representacdo do processo de biossintese das AgNPs pela reagdo de éxido reducdo do extrato

aquoso (EA) livre de células com AgNOs.
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Fonte: Ribeiro et al. (2023).

ANEXO B - Mudanca de cor da mistura reacional das AgNP-AT, AgNP-Asp, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-
EN, AgNP-ER e AgNP-FP formadas pela reacdo do extrato aquoso (EA) obtido da cultura dos fungos A.
tubingensis, Aspergillus spp., B. ochroleuca, C. pini-ponderosae, E. nigrum, E. rostratum e F. proliferatum com

AgNO:s. As fotos foram obtidas 96 h apds o inicio da reacdo.
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Fonte: Ribeiro et al. (2023).

ANEXO C - Propriedades fisico-quimicas das AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-CCP, AgNP-EN,

AgNP-ER e AgNP-FP.

AgNPs Tamanho (DLS) * Tamanho (MET) * PDI PZ pH
AgNP-Asp 449+41 333+27 0,343 -1,04 6.0
AgNP-AT 43,4 £33 25,0+6,5 0,080 —22.26 7,0
AgNP-BO 120,6 + 3,5 218+4,1 0,257 -2.19 7.5
AgNP-CPP 87,1+34 35,8+5,16 0,334 -1,59 5,0
AgNP-EN 71,2+6,7 28,0 +6,31 0,404 —33,28 5,0
AgNP-ER 86,4 +6,4 221+29 0,230 —14.40 4.5
AgNP-FP 59,6 +2,1 26,7+5,3 0,199 —-15.33 6.0

Fonte: Ribeiro et al. (2023).

Legenda: DLS - dynamic light scattering, MET — microscopia eletrénica de transmissdo, PDI - indice de
polidispersédo, PZ - potencial Zeta), pH — potencial hidrogeniénico. *Média + desvio padrao (n = 6).




76

ANEXO D - Caracterizacdo de AgNPs por (A) perfil UV-Vis de 200 a 800 nm com presenca de ressonancia
plasmonica de superficie em torno de 420 nm para AgNP-Asp, AgNP-AT, AgNP-BO, AgNP-CCP, AgNP-EN,
AgNP-ER, e AgNP-FP, obtido a partir do extrato aquoso (AE) livre de células extracelulares da cultura de
Aspergillus spp., A. tubingensis, B. ochroleuca, C. pini-ponderosae, E. nigrum, E. rostratum e F. proliferatum,
respectivamente. Microscopia eletronica de transmisséo para (B) AgNP-Asp (ampliagdo 100.000x%), (C) AgNP-
AT (ampliacéo 46.640x), (D) AgNP-BO (ampliagdo 60.000%), (E) AgNP-CPP (amplia¢do 60.001x), (F) AgNP-
EN (ampliagdo 50.000x%), (G) AgNP-ER (ampliacdo 60.001x) e (H) AgNP-FP (ampliacdo 46.640x%). Os extratos
aquosos (AE) livres de células extracelulares obtidos de todas as culturas de fungos foram usados como controle
para a analise UV-Vis e apresentaram o mesmo perfil.
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Fonte: Ribeiro et al. (2023).
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ANEXO E — Perfil de FTIR para as nanoparticulas (A) AgNP-Asp, (B) AgNP-AT (C), AgNP-BO e (D) AgNP-
CPP.
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Fonte: Ribeiro et al. (2023).



ANEXO F — Perfil de FTIR para as nanoparticulas (A) AgNP-EN, (B), AgNP-ER e (C) AgNP-FP.
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Fonte: Ribeiro et al. (2023).
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ANEXO G - perfil das frequéncias vibracionais (cm ') e grupos funcionais presentes no AgNP-Asp, AgNP-
AT, AgNP-BO, AgNP-CPP, AgNP-EN, AgNP-ER e AgNP-FP. Dados obtidos por FTIR.

AgNPs =~Frequéncias vibracionais (cm ') Grupos funcionais
AgNP-Asp 825-860 Anel aromatico (2 H adjacentes)
1020-1170 CO (eter)
1320 NC (aromaético)
1560-1490 NH
1790 C=0 de cloreto de acila
2925 Alifatico CH
3200 OH (quelato)
AgNP-AT 840-775 R 2 C=CHR (CH fora do plano)
1165-1040 CO (eter)
1300 CO (carboxila)
1590-1500 C=C (aromatico)
2927 Alifatico CH
3062 CH (aromatico)
3200 OH (quelato)
AgNP-BO 825 Anel aromatico (2 H adjacentes)
1030-1018 CO (éter)
1350-1300 CO (éster)
1648 C=0 (amidas)
2929-2900 Alifatico CH
3400-3263 OH (quelato)
AgNP-CPP 840-790 R 2 C=CHR (CH fora do plano)
1160-1021 CO (eter)
1289 NC (aromaético)
1490 NH
1625 C=C (aromatico)
2936 OH (quelato)
3330 NH livre (amina secundaria)
AgNP-EN 945 RCH=CH ;
1190-1026 CO (éteres)
1336 SO ; (sulfona)
1500 C=C (aromético)
2360 CO
2934 OH (quelato)
3343 NH livre (aminas secundarias)
AgNP-ER 820-798 R > C=CHR
1170-1025 CO (eter)
1312 SO, (sulfona)
1493 NH
1621 C=C (aromético)
2936 Alifatico CH
3230 OH (quelato)
AgNP-FP 835-820 anel aromético
1168-1020 CO (éter)
1300 CO (éster)
1490 NH
1550 NH ;
1630 C=0 (amidas)
1790 C=0 (cloreto de acilo)
2925 CH (alifatico)
3055 CH (alceno)
3200 OH (quelato)

Fonte: Ribeiro et al. (2023).





