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RESUMO

O amplo e promissor potencial terapéutico das nanoparticulas de prata (AgNPs)
faz com que o estudo de seus efeitos biologicos seja um tema relevante e atual para o
tratamento de feridas cutaneas. Neste trabalho caracterizamos AgNPs com diametro de
40 nm no DMEM suplementado com soro fetal bovino e estudamos seus efeitos citotdxicos
e as mudangas metabdlicas em células que participam na regeneragao tecidual: FN1,
HUV-EC-C e RAW 264.7. Foram planificados tratamentos para as células do tipo dose e
tempo dependentes. Os resultados da caracterizagao revelam uma forte interagao entre as
AgNPs e biomoléculas do meio, levando a formacao de uma nova entidade chamada ”bio-
AgNPs” que apresenta variagoes de tamanho em funcao da concentracao e do tempo, mas
nao no nucleo duro das AgNPs. Abordando os aspectos de citotoxicidade das bio-AgNPs,
foram observadas importantes alteracoes nas trés linhas celulares, com um decrescimento
sistematico na populacao celular viavel acompanhado de mudangas morfologicas e de
areas celulares quando a concentracao das bio-AgNPs aumenta. A analise dos niveis dos
metabolomas, endo e exo, revelam que as vias metabdlicas fundamentais das trés linhagens
celulares foram ativadas como resposta aos tratamentos com as bio-AgNPs. Para as
células FN1 e HUV-EC-C, as bio-AgNPs aceleram a via da glicolise e induzem as células
ao desperdicio de energia através da oxidac¢ao do piruvato/AcOH fazendo com que elas
degradem suas reservas de aminoacidos para produzir energia e tentar ativar o ciclo TCA.
De forma simultanea, a via cetogénica é acelerada. Um efeito contrario ¢ apresentado
pelas células RAW 264.7 tal que a via da glicdlise é inalterada, conduzindo para um
metabolismo mais aerébico através da aceleragao do TCA e da sintese de aminoacidos.
No entanto, o metabolismo da colina é desacelerado, reduzindo seus subprodutos betaine
e glicina, assim como comprometendo a sintese da molécula energética creatina. Por
outro lado, para FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 os valores reduzidos da fosfocolina e Sn-
Glycerol-3-PC, assim como do piroglutamato, indicam uma desaceleragao do metabolismo
fosfolipidico e uma aceleracao da biossintese da glutationa para re-equilibrar os efeitos
do estresse oxidativo induzido pelas bio-AgNPs. Até onde se sabe, este é o primeiro
estudo a reportar sobre mudancas induzidas por bio-AgNPs nos niveis das moléculas de
UDP-GleNAc (FN1 e HUV-EC-C) e TMAO (RAW 264.7) as quais desempenham papéis

essenciais na modificacao das proteinas nicleo-citoplasmaticas e em doencas inflamatorias.

Palavras-chave: FN1, HUV-EC-C, RAW 264.7, AgNPs, Toxicidade e Metabolismo.



ABSTRACT

The broad and promising therapeutic potential of silver nanoparticles (AgNPs) de-
velops the study of their biological effects, a relevant and updated theme for the treatment
of skin wounds. In this work, we characterized AgNPs with a 40 nm diameter in DMEM
supplemented with bovine fetal serum and studied their cytotoxic effects and metabolic
alterations in specific cells that participate in tissue regeneration like FN1, HUV-EC-C
and RAW 264.7. Treatments planned through doses and incubation times were planned
for cells. The results of the characterization revealed a strong interaction between the
AgNPs and biomolecules of the medium, leading to the formation of a new entity called
"bio-AgNPs”that presents variations in size as a function of concentration and time but
not of the hard core of AgNPs. Addressing the cytotoxicity aspects of the bio-AgNPs,
important changes were observed in the three cell lines, with systematic degrowth in the
viable cell population, accompanied by morphological and cellular area alterations, when
the concentration of the bio-AgNPs increased. The analysis of the metabolome levels
(endo-metabolome e exo-metabolome), reveals the fundamental metabolic pathways of
the three cell lines were activated in response to bio-AgNPS treatments. For FN1 and
HUV-EC-C cells, the bio-AgNPs up-regulate the glycolysis pathway and induce the cells
to consume energy through the oxidation of pyruvate/AcOH, causing them to degrade
their amino acid reserves to produce energy and try to activate the TCA cycle. At the
same instant, simultaneously, the ketogenic pathway is up-regulated. A contrary effect
is indicated for RAW cell 264.7, where the glycolysis pathway is unchanged, driving an
aerobic metabolism through up-regulation of the TCA cycle and amino acid synthesis.
However, choline metabolism is down-regulated, reducing its betaine and glycine sub-
products as well as compromising the synthesis of the creatine energy molecule. On the
other hand, for FN1, HUV-EC-C and RAW 264.7, the reduced values of phosphocholine
and Sn-Glycerol-3-PC, as well as pyroglutamate, indicate down-regulation in phospholipid
metabolism and up-regulation of glutathione biosynthesis to counterbalance the effects of
oxidative stress induced by bio-AgNPs. As far as we know, this is the first study to
report on bio-AgNP-induced changes in the levels of UDP-GleNAc¢ (FN1 and HUV-EC-
C) and TMAO (RAW 264.7), which play essential roles in cytoplasmic nucleus protein

modification and inflammatory diseases.

Keywords: FN1, HUV-EC-C, RAW 264.7, AgNPs, cytotozric and Metabolism.
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“Ama a tu projimo como a ti mismo”

Cristo

24



25

1 INTRODUCAO

1.1 Processo normal de cicatrizacao de feridas cutaneas

O processo normal de cicatrizagao de feridas envolve a integracao de atividades de
varios tipos de células, e pode ser categorizado em trés fases: inflamacao, proliferacao e

remodelagao (Wang et al., 2018).

1.1.1 Fase Inflamatoéria

Os eventos iniciais do processo de reparacao tecidual estdo, nos primeiros mo-
mentos, voltados para o tamponamento dos vasos sanguineos lesionados. A injuria do
endotélio (ruptura, fissura ou erosao) provoca a deposigdo das plaquetas que proviso-
riamente tampona a lesdo endotelial mediante a coagulagao sanguinea (Gauglitz et al.,
2011). Os neutréfilos s@o as células mais abundantes no sangue e as primeiras infiltrantes
que penetram a regiao inflamada na ferida, sendo sua fungao principal neste processo a
formagao de uma barreira contra a invasao de bactérias e desperdicio de tecidos (Berman
et al., 2017).

A segunda populagao de células inflamatorias que invade o ferimento sao os macrofagos
que, ao contrario do papel desempenhado pelos neutréfilos, é o elemento mais critico na
indugao do processo de reparo do tecido (Hesketh et al., 2017). Dependendo do micro-
ambiente e do componente ativador (Martin e Leibovich, 2005), os macréfagos derivados
de mondcitos podem-se polarizar nos fenotipos M1 e M2. Apds a ativacao, macréfagos
M1 podem secretar citocinas tais como IL-1-beta, I1.-6 e TNF-alfa (van der Veer et al.,
2009), para auxiliar os neutréfilos na eliminagdo de micro-organismos. Estes macréfagos
apresentam também seus peptideos ligados a moléculas de complexo principal histocom-
patibilidade (Major histocompatibility complex, MHC') na superficie na membrana para
o reconhecimento pelas células T auxiliares (Thiessen et al., 2002). Desta forma, a fago-
citose dos macréfagos atua como elo entre o sistema imune inato e o adaptativo, sendo,
portanto, a célula mais eficiente na eliminacao de fragmentos teciduais (Vogel et al., 2014).
A participacao mais relevante no reparo tecidual é através dos macrofagos M2, os quais

podem produzir e exportar citocinas de factores de crescimento tais como a plaqueta
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derivada (PDFQG), transformacao-beta (TGF-beta), insulina-1 (IGF-1) e endotelial vas-
cular (VEGF) para estimular a proliferagdo de fibroblastos e queratindcitos durante a
reparagao tecidual (Verreck et al., 2006). Os macréfagos M2 também podem produzir
precursores de colageno para estimular a proliferacao de fibroblastos, dando inicio a sua
fase de proliferagao, através da formagao da matriz extracelular (tecido de granulagao) e
de angiogéneses (Krzyszczyk et al., 2018). Eles também tém uma forte participagao na

fase remodelacao (Kurose e Mangmool, 2016).

1.1.2 Fase de Proliferacao
1.1.2.1  Formacao do tecido de granula¢ao

Os fibroblastos derivados principalmente dos macréfagos M2 sao os principais com-
ponentes da formacao do tecido de granulacao. Estes, ao serem ativados, migram das
margens das feridas para o seu centro. Com o aumento do niimero de fibroblastos para a
producao de colageno tipo I e tipo III no local de ferimento, a matriz extracelular comeca
a ser substituida por um conjunto mais forte e mais elastico. Este processo é denominado
de fibroplasia e da inicio a formagao do tecido de granulagao por volta do quarto dia
(ver Figura 1) (Su et al., 2010). No entanto, este tecido caracterizado pela presenga de
muitos espagos vazios, devido a imaturidade dos vasos, os quais sangram com facilidade.
Portanto, para a eficiéncia da fibroplasia é necessario em paralelo a formacgao de novos
vasos sanguineos, ou seja, é necessario a angiogénese ( Carmeliet, 2005).

A angiogénese é essencial neste estagio porque permite a formacgao de novos capila-
res de vasos ja existentes. As células protagonistas na angiogénese sao as microvasculares
endoteliais, as quais, do interior de capilares intactos nas margens da ferida passam a
secretar colagenase e outras enzimas. Essas enzimas permitem a abertura da membrana
basal e a migracao das células endoteliais que atravessando a parede do vaso irao em
direcao a regiao da lesao. Ja, nesta regiao, elas passam pelo processo de diferenciacao
para aquisicao da formacao de novos tubos capilares e, apds isso, unem-se ao capilar de

onde eram origindrias para o restabelecimento do fluxo sanguineo ( Carmeliet, 2005).
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1.1.2.2  Re-epitelizacao

A re-epitelizacao, é um processo crucial durante a fase inicial da cicatrizacao de
feridas, e ocorre nao apenas pela migracao e proliferacao de queratinécitos na camada
epidérmica da pele a partir da borda de um ferimento, mas também pela diferenciagao
de células-tronco que residem no bulbo de foliculos capilares (Nagato et al., 2006). A re-
epitelizacao rapida apos um ferimento proporciona o ambiente ideal para a cicatrizacao,
incluindo um scaffold de células e varios fatores de crescimento, indispensaveis para o

processo de cicatrizagao de feridas (Nagato et al., 2006).

1.1.2.3  Contracao do tamanho do ferimento

Juntamente com a re-epitelizacao, a contragao do tamanho do ferimento é outro
processo importante na fase inicial da cicatrizacao. Ela minimiza a drea aberta, puxando
o tecido vizinho em dire¢ao ao centro da ferida. Isto ocorre devido a mudancga de fendtipo
dos fibroblastos das margens da ferida para miofibroblastos (Tomasek et al, 2002). Os
miofibroblastos, que surgem por diferenciacao dos fibroblastos, geram a forca contratil
pela qual a drea da ferida se contrai durante a cicatriza¢ao (Moulin e Plamondon, 2002).
Esse processo ocorre mais rapidamente do que a re-epitelizacao, porque nao ha proliferacao

de células envolvidas.

1.1.3 Fase de Remodelamento

Por volta do décimo dia (ver Figura 1), o leito da ferida estd totalmente preen-
chido pelo tecido de granulacao, com a rede capilar atravessando e a rede linfatica em
regeneracgao (Plikus et al., 2017). O tecido de granulagao vai sendo enriquecido com mais
fibras de colageno tipo I e comeca a adquirir a aparéncia de massa fibrética caracteristica
da cicatriz ( Tsai et al., 2017). Com a evoluc¢ao do processo, acentua-se a deposigao de
coldgeno e a maioria das células desaparece (observa-se a apoptose de fibroblastos e células
endoteliais), formando-se finalmente a cicatriz. Este processo ocorre lentamente, levando

meses ou as vezes anos ( Tsai et al., 2017).
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Figura 1: Linha do tempo da cicatrizacao de feridas ilustrando os trés tipos de fases,
chegada dos diferentes tipos de células e ocorréncia dos principais eventos.

1.2 Processo anormal de cicatrizacao de feridas cutaneas

Como foi discutido anteriormente, o processo de cicatrizagao normal de feridas
cutaneas pode ser categorizado em trés fases: inflamacao, proliferacao e remodelacao.
Portanto, alguma alteracao imprevista destas fases pode resultar numa ferida cronica ou
na formacao excessiva de cicatrizes anormais.

Na fase inflamatoria, macréfagos M1 e M2 desempenham um papel muito impor-
tante para fagocitar e estimular a formagao da matriz extracelular. Estudos crescentes
tém mostrado que a populagao de macréfagos M1 é a grande predominante nos primeiros
instantes da formagao de cicatrizes (fase inflamatoria e proliferagao precoce), enquanto a
populagao M2 é a principal na fase final da formagao de cicatrizes (fase de remodelagao
e proliferagao tardia) (Novak e Koh, 2013). Chen, et al 2019, mostraram que a apds a
injuria do endotélio, a ativagao e proliferacao entre, 0-14 dias para M1 e 14-28 dias para
M2, é caracterizada por uma alta proliferacao de macrofagos, sugerindo que o desequilibrio
de M1/M2 durante o processo de cicatrizagao pode resultar na formagao patolégica de
cicatrizes. Nesse sentido, estudos tém focado nas diferentes distribuicoes das populagoes
M1 e M2 durante a cicatrizagao de feridas cutaneas (Shaker et al., 2011). Em um estudo
recente, Xu et al., 2020, mostraram que o decrescimento da proliferacao de macréfagos
M1 na fase inicial (0-14 dias), pode reduzir a fase inflamatéria resultando na formagao

de cicatrizes hipertréficas (hypertrophic scar, HTS). De fato, nessas condigoes os niveis
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de citocinas pré inflamatorias, tais como TNA-alfa, CCL-2 e IL-1-beta, se mantiveram
baixos em comparagao com aqueles com cicatriza¢ao normal (van den Broek et al., 2015).
Adicionalmente, os niveis de proteinas inflamatérias em cicatrizes hipertréficas (HTS),
incluidas IL-6 e CCL2, também foram significantemente baixos (Butzelaar et al., 2006).

Quando a proliferacao dos macréfagos M2 é retardada e prolongada na fase final
(de 14-28 dias), as células apresentam um potencial indesejdvel para formagao de cica-
trizes patoldgicas (Xu et al., 2020). Um estudo de uma lesao renal créonica mostrou que
os macrofagos M2 sofreram uma transi¢ao predominantemente de macréfagos para mi-
ofibroblastos (Wang et al., 2017). A maioria das células de transigdo macréfagos para
miofibroblastos foram umas das principais fontes de fibroblastos produtores de colageno
no rim fibroso, representando mais de 60 % das células alfa-SMA originadas de macréfagos
(Wang et al., 2016). Em outro estudo prospectivo (Butzelaar et al., 2006), os autores to-
maram bidpsias apds a incisao e investigaram os niveis de macréfagos M2 no meio local de
cicatrizacao de feridas. Durante o periodo da cicatrizacao apds dias, o grupo de pacientes
que desenvolveu cicatrizes hipertréficas (HTS), apresentou macréfagos M2 de linha de
base mais elevado (CD684, CD206+) em comparacao com pacientes que desenvolveram
cicatrizes normais (Butzelaar et al., 2006).

Foi demonstrado que a predisposi¢ao genética e a lesao da pele desempenham um
papel importante na formacao de queloides (Yuan et al., 2019). Diferente da cicatriz
hipertréfica, queloides sao feridas de tumor fibroproliferativo induzido como cicatrizes
humanas que sdo caracterizados pela excessiva fibrose dérmica (deposigao excessiva de
matriz extracelular, especialmente colageno) (Arno et al., 2014). Embora estudos de
macréfagos na formagao de queloides ainda sejam escassos, sabe-se que macréfagos M2
(CD163+) e fatores de crescimento, como TGF-beta, EGF, PDGF, VEGF, e IGF-1 (Lee
e Jang, 2018), foram encontrados em abundéancia nos tecidos com queloides em relagao
a pele normal (Bagabir et al., 2012). Apds a lesdo da pele, Jin et al., 2018. mostraram
que genes e proteinas associados a macréfagos M1 foram menos elevados em tecidos de
queloides em relacao a genes e proteinas associados a macrofagos M2. Em adicao, Li et
al 2017, sugeriram que o incremento de M2 e o decrescimento de M1 desempenham um
papel vital na formacao de queloides.

Em relacao a fase de proliferacao e remodelacao, fibroblastos em queloides sao

mais sensiveis a citocinas de fatores de crescimento liberados por M2 do que os fibro-
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blastos normais da pele, levando a alta expressao de coldgeno (Plikus et al., 2017). Na
regiao superficial da derme em queloides, um grao infiltrado celular foi encontrado, in-
cluido células fibroblastos, macréfagos M2 (CD163+) (Huang et al., 2014), junto com
um aumento do nimero de fibras horizontais de coldgeno e microvasos. A inflamacao
perivascular foi observada ao redor dos microvasos da derme subpapilar e papilar na lesao
do queloide (Bux e Madaree, 2010). Por outro lado, estudos tém demonstrado que, no
processo de formagao de queloides, a replicacao genética é regulada em células endoteliais
vasculares, sugerindo que a angiogénese em queloides é reduzida (Zheng et al., 2021). De
fato, existem estudos que provaram a redugao de vasos sanguineos em queloides (Wang
et al., 2017). A reducdo dos vasos sanguineos leva a formacao de um microambiente
local hipoxico em queloides. Estudos mostraram que a hipéxia pode levar ao aumento
da deposicao de coldgeno (Mingyuan et al., 2017). Portanto, os autores sugerem que
a regulacao da replicagao genética das células endoteliais vasculares em queloides pode
promover diretamente a deposigao de coldgeno (Zheng et al., 2021). Em adigao, outros
estudos tem mostrado que as células endoteliais vasculares em queloides podem também
secretar citocinas para regular fibroblastos, promover a diferenciacao em miofibroblastos,
e indiretamente, promover a deposi¢ao de coldgeno (Kiya et al., 2017) .

Em resumo, estudos tém sugerido que as cicatrizes hipertréficas e queloides po-
dem ser consideradas como fases sucessivas da mesma doenga fibroproliferativa da pele,
com diferentes graus de inflamacao que podem ser afetados pela predisposicao genética
(Huang et al., 2014). Portanto, avangar em novas abordagens que promovam um ba-
lanco adequado dos macréfagos M1/M2 no processos inflamatério e uma deposi¢ao ade-
quada da matriz extracelular através das células endoteliais e fibroblasto nos processos de
prolifera¢ao/remodelagdo apresenta importancia significativa. Dentre essas abordagens,
encontra-se aquela envolvendo o uso das nanoparticulas de prata e seu potencial citotdxico

dose e tempo dependentes.

1.3 Nanoparticulas de Prata

Devido aos recentes avancos em sintese de nanoparticulas de prata (AgN Ps), tais
como o método quimico, fisico e biolégico, é possivel produzir AgN Ps de 20 mil até 15
mil atomos, numa faixa de tamanhos de, aproximadamente, 1 a 100 nm de diametro

(Naganthran et al, 2022, Hulkoti e Taranath , 2017). Em geral, AgN Ps podem ser
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produzidas com diferentes tamanhos, formas, cargas superficiais e estruturas de ntcleo
(ver Figura 2) (Loiseau et al., 2019 e Helmlinger et al., 2016). Estas caracteristicas morfo-
elétricas das AgN Ps sao aproveitadas e aplicadas em uma ampla gama de fung¢oes no setor

agricola, industrial e médico (Dikshit et al., 2021).

Figura 2: Nanoparticulas de prata com diferentes formas: (A) piramide, (B) decaedro,
(C) esfera pequena, (D) bi-piramide, (E) cubo, (F) esfera mediana, (G) bara, (H) octaedro
truncado e (1) esfera grande (Dykman et al., 2011, Koczkur et al., 2015 e Bulavinets et al.,
2018). Figura adaptada e modificada de “shape of silver nanoparticle”, Dreamstime.com.

Na industria médica, as nanoparticulas de prata, devido a suas propriedades an-
tibacterianas, antivirais, e anti-inflamatérias, sdo usadas como agentes terapéuticos (Xu
et al., 2020). Adicionalmente, no campo de producao de vacinas, as AgN Ps apresentam

vantagens sobre vacinas tradicionais (Garcia—Alvarez et al., 2018).

1.3.1 Propriedade Antitumoral

Apesar destas propriedades, existem debates acerca dos efeitos toxicoldgicos das
nanoparticulas de prata. Por um lado, efeitos toxicologicos graves foram relatados em sis-
temas de modelos in vivo e in vitro (Zanette et al., 2011 e Castiglioni et al., 2014), e por
outro, resultados de investigacao atuais atestam que a citotoxicidade inerente das AgN Ps
pode se tornar uma ferramenta 1til para as células tumorais. De fato, o efeito citotéxico
das AgN Ps, pode induzir apoptose de células tumorais através da inativacao de proteinas
e regulacao de vias de sinalizacao, ou bloqueio da metastase celular tumoral inibindo a

angiogénese dentro da lesao (Yang et al., 2016 ). Em um outro estudo, Nguyen e colegas
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(Nguyen, et al 2021), demostraram que nanoparticulas esféricas de AgN Ps com diametro
de 10.72 nm nm inibiu efetivamente a proliferacao de células de carcinoma hepatocelular
(HepG2) e cancer de mama (MCF-7). Em outro estudo semelhante, Narasimha et al, sin-
tetizaram AgN Ps de extrato de folha de eucalipto globuloso para tratar linhas de células
tumorais colorretais (HCT116). As nanoparticulas de prata com 20 nm e forma esférica,
atuaram no ciclo celular aumentando a expressao de genes apoptéticos e diminuindo a

expressao de marcadores antiapoptéticos.

1.3.2 Reparo de feridas

Estudos in vivo confirmaram uma cicatrizagao mais rapida pela aplicacao de AgN Ps
em feridas de pele em modelos utilizando camundongos, através da ativacao de macréfagos
promovendo e modulando a fase inflamatéria (You et al., 2017). Outro estudo evidenciou
que as AgN Ps nao apenas possuem um efeito benéfico sobre o processo de cicatrizagao
em ferimentos, mas também melhorou as propriedades elasticas da pele reparada, que
se assemelhavam a pele normal (Kwan et al., 2011). Foi sugerido que esse efeito de-
corre da habilidade das Ag/N Ps na regulagao dos fibroblastos, na deposicao de colageno
tipo I e III, bem como no direcionamento para o alinhamento adequado da matriz de
coldgeno e o arranjo espacial (formagao do tecido de granulagao). Além disso, estudos
in vitro da exposi¢ao de AgNN Ps em células fibroblasto, mostraram um decrescimento de
citocinas como TNF-alfa e IL-12, e do fator de crescimento endotelial vascular ( Vascular
endothelial growth factor, VEGF) ( Frankova et al., 2016 ), regulando a diferenciagao de
fibroblastos em miofibroblastos que possuem habilidade para a contracao do ferimento
(You et al., 2017). Outro estudo mostrou que as AgN Ps podem mediar diferentes even-
tos bioquimicos em queratindcitos e aumentar sua taxa de proliferacao apds o ferimento
(re-epitelizagao) (Liu, et al., 2010). Adicionalmente, foi mostrado que as AgN Ps podem
modular a angiogénese excessiva em células endoteliais (Castiglioni et al., 2014 ).

Apesar destes avancos, mecanismos bioldgicos subjacentes sobre como as nano-
particulas de prata podem modular o metabolismo dos macrofagos em respostas infla-
matorias, dos fibroblastos na producao de colageno e na diferenciacao em miofibroblastos,
assim como das células endoteliais na angiogénese sao ainda pouco entendidas. Nesse
sentido, caracterizar o metabolismo de macrofagos, fibroblastos e células endoteliais tem

se tornado, recentemente, uma necessidade para se compreender o potencial terapéutico
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das nanoparticulas de prata para o tratamento das feridas. Entender como se processa
a ativacao de células em resposta a citotoxicidade induzida pelos fons de prata na forma
dose e tempo dependentes, através do estudo de vias metabdlicas fundamentais, como
glicdlise, ciclo do acido citrico (TCA), metabolismo de aminodcidos, dentre outras (Non-
nenmacher e Hiller, 2018), pode gerar avangos significativos no processo de cicatrizagao
de feridas cutaneas. Por exemplo, um tratamento com Ag/N P no tempo poderia controlar
a proliferagao dos macréfagos M1/M2 nos primeiros instantes do processos inflamatério,
propiciar uma deposicao adequada da matriz extracelular através da modulacao da pro-
liferacao e remodelacao das células endoteliais e fibroblasto, restringindo a formacao de
tumores fibroproliferativos (queldides) ou cicatrizes hipertréficas (HTS).

A Metabolomica, baseada em espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
prétons ('H-RMN) e espectrometria de massa (EM), sao ferramentas espectroscépicas
particularmente poderosas para investigar o metabolismo de células (Liu et al., 2017),
pois permitem a deteccao direta de uma ampla gama de metabdlitos identificados como
marcadores em resposta a células ativadas ou estimuladas pelas AgN Ps e, consequen-
temente, as mudancas nas vias metabdlicas ativadas pelos tratamentos dose e tempo

dependentes, através de comparagoes diretas com o caso controle (ou basal).

1.3.3 Corona de proteina

E demonstrado, que dependendo da biodistribuicao e captacao celular de nano-
particulas de prata, diferentes efeitos citotoxicos e eventos metabdlicos podem ser in-
duzidos (Lategan et al., 2019 e Tak et al., 2015). Portanto, avangar em novas aborda-
gens que promovam uma internalizacao mais adequada ou mais facil das AgN Ps por
macrofagos, fibroblastos e endotélios é importante. Quando as Ag/N Ps entram em con-
tato com proteinas ou biomoléculas, estas sao rapidamente absorvidas nas superficies das
nanoparticulas, formando uma corona biomolecular dura (Garcia-Alvarez, et al 2018).
Esta nova entidade biolégica de nanoparticulas adquire uma nova identidade, que tem
afinidade especifica para sua proteina receptora na membrana celular (Ma et al., 2020).
De fato, estratégias de entrega de drogas tém sido realizadas nos tltimos anos sobre essa
nova entidade (Mariam et al., 2016). Estudos mostraram que a adsorgao de biomoléculas
pode alterar a identidade das Ag/N Ps como tamanho, forma e estado de aglomeragao (Sa-

sidharan et al., 2015). Como consequéncia, mudangas na captagao celular, localizagao in-
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tracelular, acimulo de tumores e toxicidade foram relatadas (Karmali and Simber, 2011).

Nesse cenario, é importante entender as interacoes que ocorrem na interface da corona.

1.4 Objetivos

Os sistemas celulares em estudo nesta tese de doutorado consiste em linhagens de
células que participam no processo de cicatrizagao de feridas como os macrofagos murinos
(RAW 267.1), fibroblasto humanos (FN1) e células endoteliais microvasculares humanas
(HUV-VE-C), assim como as nanoparticulas de prata (Ag/N Ps) e o meio de cultura celular
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com soro fetal bovino (SFB).

Nesta tese de doutorado:

e As propriedades morfo-elétricas das AgN Ps em um meio nutricional comumente
utilizado para cultura celular (SFB+DMEM), foram avaliadas em diferentes con-
centracoes e tempos de incubacao, através de espalhamento de luz dinamica, “zeta-
potencial”, espalhamento de raios-X a baixo angulo, espectroscopia de absor¢ao UV-
vis e imagens de turbidez. Nosso primeiro objetivo é demonstrar que a capacidade
das proteinas e biomoléculas do meio de cultura suplementado para se aderirem as
células pode ser usada para internalizar mais facilmente as nanoparticulas de prata,

AgN Ps nos macrofagos, fibroblastos e endotélios.

e A avaliagdo das alteragdes metabdlicas nos extratos celulares (endometaboloma) e
meio de cultura (exometaboloma) de macréfagos, fibroblastos e endotélios quando
estas sao expostas a diferentes concentracoes de AgN Ps e tempos de incubagao,
obtida a partir de ensaios citotéxicos e metabolomicos com base na espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de prétons ("H-RMN). Nosso objetivo é demonstrar
que a citotoxicidade inerente das Ag/N Ps pode ser usada para controlar a taxa de
eventos celulares durante o processo de cicatrizacao da ferida para prevenir ou tratar
efeitos indesejaveis como surgimento de queloides. Para este propésito, é imperativo
uma compreensao basica do crescimento celular sob efeito das nanoparticulas e dos
eventos metabdlicos associados, que foram descritos aqui de forma quantitativa e

qualitativa abordando vias metabdlicas especificas.



35

1.5 Sumario dos Proximos Capitulos

No capitulo 2, apresentamos brevemente os principios basicos das técnicas experi-
mentais aplicadas no estudo do efeito das Ag/N Ps sobre as diferentes linhagens celulares
que participam na cicatrizacao e reparo tecidual. Devido ao niimero elevado de técnicas ex-
perimentais optamos por uma descricao resumida, apenas apresentando equagoes quando
necessario. Nas secoes (2.1), (2.2), (2.3), (2.4) e (2.5) foram descritas as técnicas utiliza-
das para a identificagdo de eventos metabdlicos. Na secao (2.6), descrevemos a técnica
que vai avaliar as taxas de crescimento e morte celular. Finalmente nas ultimas segoes
(2.7), (2.8), (2.9) e (2.10) foram descritas as duas técnicas utilizadas para caracterizar a
AgN Ps em meio de cultura.

No capitulo 3, apresentamos a descri¢ao dos materiais e métodos utilizados, o qual
foi separado em quatro partes: na primeira, detalhamos os materiais utilizados (se¢ao 3.1);
na segunda parte, sao descritos os protocolos de preparacao das amostras (se¢do 3.2); na
terceira parte descrevemos os detalhes dos controles experimentais para a formacao do
complexo cel /AgNp (segao 3.3); e na quarta parte, sao descritos os métodos experimentais
utilizados, bem como os equipamentos (segao 3.4).

O Capitulo 4 foi dividido em trés partes: na primeira, analisamos os resultados de
caracterizacao das AgN Ps em meio de cultura (se¢ao 4.1); na segunda parte analisamos
o efeito citotdxico das AgN Ps sobre os modelos celulares utilizados (secdo 4.2). Na
terceira e ultima parte, verificamos e identificamos as cadeias de eventos metabdlicos
desencadeados nos modelos celulares quando estes foram submetidos ao tratamento com
AgN Ps (segao 4.3) do tipo dose e tempo dependentes.

Por 1ltimo, no capitulo 5, apresentamos as conclusoes e perspectivas.
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CAPITULO 2

“El destino no es cuestion de suerte, es cuestion de eleccion. No es algo a esperar, es
algo a ser consequido”

Willian Jennings Bryan
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2 TECNICAS EXPERIMENTAIS

Este capitulo apresenta principios basicos das técnicas experimentais utilizadas ao
longo do trabalho desta tese. Devido a variedade de técnicas experimentais aplicadas,

estas serao aqui apresentadas de forma sucinta e direcionadas para nosso estudos.

2.1 Metabolomica

As ultimas trés décadas testemunharam uma nova era de pesquisas em ciéncias
biolégicas, gracas as ciéncias Omicas, a qual permite uma compreensao aprofundada de
qualquer sistema vivo, podendo ser um organismo, tecido, célula ou mesmo parte de uma
célula (Karahalil, 2016). Por exemplo, através dos métodos conhecidos como genémica,
transcriptomica, protedmica e lipidomica, pode-se estudar grandes quantidades de genes
de ADN, ARN mensageiros, proteinas e lipidos (Tolani et al., 2021).

A metabolomica é outro método que tem sido aplicado satisfatoriamente em muitas
areas das ciéncias da vida, através do estudo de moléculas pequenas chamadas metabdlitos.
Coletivamente, o agrupamento de metabdlitos (50 - 1500 Da - agticares, aminoacidos, etc.)
dentro de um sistema biolégico, é conhecido como metaboloma (Savolainen et al., 2017
). O metaboloma é inerentemente dinamico, ja que as pequenas moléculas estao conti-
nuamente sendo absorvidas, sintetizadas, degradadas e interagindo com outras moléculas
como resultado do metabolismo celular intermedidrio (Burton e Ma, 2019). O metabo-
lismo celular é organizado em diferentes vias metabdlicas, as quais sao caracterizadas por
uma série de reagoes quimicas, catalisadas por enzimas, tal que, o produto de uma reacao
torna-se o substrato para a seguinte reacao (Beale et al., 2018).

A metabolomica tem como objetivo analisar o comportamento dinamico do meta-
boloma, através de mudancas nas vias metabdlicas que os processos celulares executam
continuamente, permitindo aos pesquisadores investigar doencas, suas causas e possiveis
tratamentos de maneira aprofundada (Savolainen et al., 2017 ). De forma geral, para
detectar /quantificar flutuagoes nas vias metabdlicas, o chamado metaboloma, tem que

apresentar uma perturbacao ou estimulo, como por exemplo, através de uma doenga, de
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um efeito téxico, uma droga farmacéutica ou um nanomaterial (Liu et al., 2017). Assim,
a descricao abrangente das alteracoes nos metabdlitos, através da metabolomica, tem o
potencial de revelar desvios imprevistos da homeostase e identificar novos marcadores de
efeito de conexao para diagnéstico e prognéstico que nao sao clinicamente evidentes (Je-
lonek e Widlak, 2018). Por exemplo, a aplicagao da metabolomica em pesquisa biomédica
tem logrado éxito em descobrir uma variedade de biomarcadores para doencas tais como
risco para a diabetes ( Liu et al., 2017), doenga cardiaca (Shah et al., 2012) e cancer (
Mehta et al., 2017), propiciando dessa forma o progresso para uma variedade de terapias.

Trabalhos recentes tém demonstrado o potencial de aplicacao da metabolomica
para inferir o status metabdlico de linhagens distintas de células de melanoma (Triba, et
al., 2010; Bloise, et al., 2014 ). Bloise et al. empregaram a Metabolomica para avaliar o
impacto da proteina da galactina-3 no metabolismo celular de células tumorigénicas de
melanomas murinos, particularmente na via metabdlica glicolitica e na homeostase mito-
condrial, quando estas sao cultivadas sob condi¢oes particulares de hipéxia normoéxia em
meios de cultivo com diferentes niveis de glicose (Bloise, et al., 2014 ). Outra érea de de-
senvolvimento na qual a metabolomica tem se destacado é na agricultura. O metaboloma
de plantas sao inesperadamente complexos, sendo estimado que entre 200.000 moléculas
ja foram detectadas (Fiehn, 2002). Entender a metabolomica em plantas ja tem entregado
muitos resultados importantes, tais como a deteccao de efeitos nao desejados de produtos
alimenticios modificados geneticamente ou quando estas sao expostas a toxinas conhecidas
(Dixon et al., 2006). Em mamiferos, o potencial da metabolomica é enorme, particular-
mente no estudo entre nosso universo quimico e a biologia humana. Os humanos estao
provavelmente expostos entre 1-3 milhoes de produtos quimicos discretos em nossa vida,
e muitos daqueles xenobidticos sao metabolizados por nosso corpo para torna-los menos
téxicos. Por esta razao, a metabolomica esta sendo desenvolvida como uma plataforma
para o estudo e prevencao de toxicidades de drogas durante o desenvolvimento pré-clinico
(Lindon et al., 2007).

As principais plataformas analiticas utilizadas em estudos metabdlicos estao ba-
seadas nos instrumentos de espectroscopia ressonancia magnética nuclear (*H-RMN) e
espectrometria de massa (EM), assim como uso de métodos estatisticos de analise de
informagcao ou data science do termo em inglés (Ver Figura 3). As técnicas de RMN e

EM permitem uma deteccao simultanea de dezenas a centenas de metabdlitos em mis-
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turas complexas como biofluidos e extratos de tecido/célula, fornecendo uma abordagem

holistica que é claramente mais poderosa do que a medicao de alguns metabdlitos pré-

estabelecidos por métodos bioquimicos cldssicos (Carrola, et al., 2020 e Sinclair, et al.,

2019). O tratamento de dados por estatisticas multivariadas é tipicamente empregado

para lidar com a complexidade dos dados e pesquisar padroes de variagao consistentes ou

construir modelos de classificacdo (Carrola et al., 2020).

Nas préximas secoes, descreveremos brevemente e de forma dirigida para nosso

estudo de metabolomica a "H-RMN, estatistica multivariada (PLS-DA) e vias metabdlicas,

enfatizando conceitos que sao importantes para simplificar o entendimento dos temas

propostos neste trabalho.
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2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de prétons

(‘"H-RMN)

A metodologia de RMN aplicada a sistemas diamagnéticos tem como objetivo
extrair informagoes sobre as propriedades dinamicas e estruturais dos materiais. Para isso,
¢é preciso conhecer a relacao existente entre as principais interagoes de spin nuclear e os
parametros moleculares, em particular a dependéncia da frequéncia de precessao dos spins
com a orientacao dos segmentos moleculares. Portanto, a seguir uma discussao resumida
sera apresentada sobre as interagoes de spin nuclear, iniciando pelos Hamiltonianos que

descrevem tais interacoes.

2.2.1 Relacao entre o spin nuclear e o momento magnético nuclear

Considere-se um sistema de esferas carregadas, as quais se comportam como peque-
nos planetas que estao constantemente girando ao redor de seu eixo. Esta movimentacao
faz com que estas esferas apresentem um momento angular (f/) De acordo, com o elec-
tromagnetismo uma carga em movimento pode gerar um campo magnético denominado
momento de dipolo (j'). A relacdo entre, L' e ji', ¢ dada ( ver Jackson, 1976) segundo a
equacao, i = %Ei, onde ¢ é inesima esfera, ¢ , M e g, sao carga, massa e o fator que
depende da configuracao da esfera.

Um sistema nuclear é um sistema fisico complexo constituido de niicleons (prétons e
néutrons). As propriedades mecanica quanticas dos niicleons incluem o momento angular

intrinseco (spin) e carga positiva dos prétons, sendo a relagao entre o spin do niicleo (1)

e o momento de dipolo magnético nuclear dada pela equacao (2.1) (Buxton, 2002),
[ = —~hl (2.1)

sendo v a razao giromagnética, A, a constante de Planck e I* o spin nuclear do i-ésimo

nucleo.

2.2.2 O Hamiltoniano e as diferentes interagoes em RMN

O Hamiltonioano de spin nuclear total pode ser descomposto em uma soma de

varias parcelas correspondentes as diversas interagoes de spin nuclear a que o nicleo pode
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estar submetido. Levando em conta as interacoes mais comuns em RMN, o Hamiltoniano

de spin nuclear pode ser escrito como (ver, Ribeiro de Azevédo, 2001 e Slichter, 1990):

H=Hy+ Hgp + Hpg + Hyo + Hp + Hg (2.2)

onde H Z H RF, H DQ, H JC, H D e ﬁQ, representam, os hamiltonianos correspon-
dentes as interacoes Zeeman Nuclear, interagao do sistema de spins com campos de ra-
diofrequéncia, interacao do deslocamento quimico, interacao de acoplamento entre spins,
interacao dipolar magnética e a interagao quadrupolar elétrica. E importante mencionar
que nesta tese de doutorado levaremos em conta as interagoes mais comuns em RMN de
estado liquido, uma vez que neste trabalho somente amostras dessa natureza estao sendo
analisadas. Portanto, o Hamiltoniano mostrado na, equagao (2.2), podera ser reduzido
como, [:[ = I:IZ +ﬁDQ +[:IJC+[:[RF-

A contribuicao dipolar magnética entre os momentos dos spins é anulada, devido a
constante movimentacao dos nicleos que a promediara para valores proximos de zero. Ja
a contribuicao quadrupolar elétrica nao se faz presente devido ao fato de estar trabalhando
com nucleos de hidrogénio, os quais possuem spin menor ou igual a 1/2, e que portanto
nao apresentam momento quadrupolar elétrico que ocorre somente para nicleos com spin
maior que 1/2.

A seguir, serao feitas algumas consideragoes sobre as interagoes de spin mais im-

portantes envolvidas na espectroscopia de RMN (Carlos Bloise, 2002) as quais sao:

e Interacao Zeeman Nuclear: tem origem no acoplamento do momento nuclear dos

nucleos, ji* = yAI', com o campo magnético estdtico externo By = Byz. O Hamil-

toniano que respresenta essa interagao pode ser escrito como,

Hy == ji'By=—=> (YhBy)I! (2.3)

i i
A soma sobre 7 cobre todos os nicleos da amostra.

e Interacao de deslocamento quimico: tem origem no acoplamento entre o spin nu-

clear e os campos magnéticos produzidos pelas correntes induzidas nas nuvens

eletronicas, devido a aplicacao do campo magnético externo By. O Hamiltoniano,
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pode ser representado como,

onde, o', representa um tensor simétrico de segunda ordem, denominado tensor de
deslocamento quimico que caracteriza a blindagem do -ésimo sitio nuclear por sua

nuvem eletronica.

e Acoplamento Spin-Spin : Tem origem na interacao entre o spin nuclear de um

nicleo com os dos nicleos vizinhos através da polarizacao dos eléctrons das ligacoes
quimicas que ocorre devido aos momento de dipolos magnéticos dos nicleos envol-
vidos. E importante mencionar que o acoplamento .J, é independente do campo

magnético By. O Hamiltoniano que representa essa interagao pode ser escrito como,

Hje = 2xhl’ Jy 1" (2.5)

onde J;; é o tensor de J-acoplamento e I?, I* sao os spins nucleares de diferentes

nucleos.

e Interacao com o campo de radiofrequéncia : Tem origem no acoplamento do spin

nuclear com o campo magnético oscilante aplicado perpendicularmente a By e com

frequéncia wy, que se encontra na faixa de radiofrequéncia,

Brr = 2By (t)cos(wrpt + ¢)i (2.6)

Hpp ==Y ('hI').Brp = —hcos(wrpt — ¢) Y _ | V' Bi(t) | I (2.7)
onde Bj(t), w e ¢(t) sdo, respectivamente, a amplitude, a frequéncia e a fase do

campo de RF.

Como ja mencionado, a origem fisica da interacao de deslocamento quimico esta na
blindagem dos nicleos (I*) pelas correntes eletronicas que surgem devido a aplicagao do
campo magnético By. Como veremos mais adiante, esta contribuicao provocara mudancas

na frequéncia de ressonancia para aqueles nucleos.
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A equagao (2.4), que descreve o Hamiltoniano de deslocamento quimico pode ser
reformulada em termos dos tensores cartesianos irredutiveis, como mostrado na equacao

1,.(3) Ore Ony Oz 0
Hpg =~'h I,(i) Oyz Oyy Oyz 0 (28)
]z(z) Oz Ozy Oz BO

e de uma forma mais geral como:

eir0s etros

Hpo = (v'hBy) Z Zam, ).1,(i).B, = Cy;.6(i).X (i) (2.9)

onde C; é o fator que depende das constantes (v', h, By), entretanto, &(i) e X (i)
sao os tensores cartesianos de deslocamento e de spin-campo que dependem do fator
geométrico e do spin.

A fim de simplificar a solugao da equagao anterior, iremos empregar a representacao
que se utiliza da forma de esféricos irredutiveis. Desta forma, a equacdo (2.9) pode ser

rescrita como,

Hpg = C; Z Z )"oy " (i), X[ (4) (2.10)

=0 m=-1
Para dar solugao a equagao (2.10), devemos ter em consideragao os tensores, a; " (i)
e X;"(i), em sua forma esférica irredutivel, os quais podem ser encontrados na Tabela 1

(Carlos Bloise, 2018).

Tabela 1:  Elementos do tensor de deslocamento quimico (SEP) e spin- campo (RL) na
representacao esférica irredutivel.

Tensor de deslocamento quimico Tensor spin-campo
No sistema de eixos principais (SEP) No sistema de laboratério (RL)
a§ = —%Tr(&) = —V/30440 X9 = o_\%IZ(Z)
01—_\k(0xy_0yx):0 X7=0
of! = %[am — 0y 00,y —0y,)] =0 XF = —%[i(i)
0l = %[3% —Tr(5)] = /0. X =\ /2L0)
05! = Fiop + 0. £i(0y. +0.)] =0 X5 =Fi1.(i)
UQﬂ = %[am Oyy £ i(00y + 0ye)] = 26,1 X2 =0

E importante que na expressao acima (2.10), todas as quantidades tensoriais este-
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jam expressas em um sistema de coordenadas tnico, que deve ser, a principio o sistema
de eixos de laboratério (RL), definido pela direcdo do campo magnético externo By. Da
Tabela 1, podemos ver que os X[™(7), ja estao no sistema de laboratério. Por outro lado,
os a; "(i), estdo expressos no SEP. Deste modo , para expressar, Hpg, no sistema de la-
boratério deve-se encontrar a transformacao de coordenadas que relacione o mesmo com o
SEP. No caso dos elementos tensoriais esféricos irredutiveis, essa transformacao pode ser
escrita em termos das matrizes de rotagao de Wigner Dfnym,(oz, 3, 0) através da seguinte

expressao:

o, ™(RL) =Y D, .(a,8,0)0,™ (SEP) (2.11)

onde a, (e 0, sdo os angulos de Euler entre o sistema referencial de laboratério (RL) e o
SEP. Apéds este processo esta transformacao entre os dois sistemas de eixos, o resultado

da soma do hamiltoniano da equagao (2.11), pode ser escrito de forma geral como:

Hpg = Cilod().X3(1) + 09(i). X2 (i)] (2.12)

onde os valores de, X{(i) e X2(i), podem ser obtidos da Tabela 1. Entretanto,

com o uso da equacao de transformacao de coordenadas , o0 (i) e 09 (i) podem ser escritos

CO1mo:

0)(RL) = V3040 (2.13)

oy (RL) = \/§5ZZ[<3COS25 — 1) + nsen?Bcos®0) (2.14)

onde, 0{(i), é invariante sob rotacdo, e 039(i), variante.
Utilizando os valores mostrados na parte de acima, o Hamiltoniano secular da

interacao, Hpg, pode ser escrito de uma forma geral como:

1.J5..

Hpg = Ci(1..0450 + [(3cos*B — 1) + nsen”Beos®6]) (2.15)

onde o primeiro termo sera chamado componente isotropica e o segundo componente ani-

sotrépica. Para RMN em estado liquido, a dependéncia angular (3,6) entre o campo
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magnético aplicado, EO , € campo magnético induzido, Bmd , apresenta na média o valor
nulo, < (,0 >= 0, isto, pela constante movimentacao dos nicleos. Portanto, a contri-
buicdo anisotrépica para RMN em estado liquido é nula. Com isto, H DpQ , se reduz para,
HDQ = ’yith.jz.O'iso.

Em campos magnéticos de alguns Teslas as intensidades dos campos locais sentidos
pelos nicleos sao pequenas em relacao ao campo magnético principal, Eo. Desta modo, o
desdobramento dos niveis Zeeman devido as interagoes internas podem ser tratados como
uma perturbagao de primeira ordem H, = yihBo._fz. Uma vez que os desdobramentos de
energia em primeira ordem sao dados por EY = (I, m| H po |1, m), somente os termos de
H po que sdo diagonais em |/, m) devem ser mantidos. Esta parte secular de H D(Q COITes-
ponde apenas aquelas componentes que comutam com fz, e portanto, compartilharam os
mesmo |I,m) entre Hpg e Hy.

Considerando-se o Hamiltoniano composto pelo Hamiltoniano Zeeman e de deslo-

camento quimico, tem-se:
.E[ = ’}/lhBon + ’YihBo.jZ.O'iso. (216)

Os niveis de energia para RMN em estado liquido, de nticleos nao acoplados com (spin
I = %, |1/2,m)), podem ser obtidas facilmente a partir dos autovalores do Hamiltoniano
(2.16), resultando em (Sakurai e Napolitano, 2011):

1

1
Eim=+=) = +=[h

’YiBo
2

(14 0t,)]. (2.17)

Para RMN em estado liquido a contribuicao paramagnética geralmente nao se

%
150

manifesta, portanto, ao ter s contribuicao diamagnética o valor de, o}, , serda negativo.

Além disso, serd considerado h = 1. Portanto, a equacao (2.17), é escrita como,

1
E;(m = :I:a) =my; (2.18)
onde, m, é o valor dos estados do spin (+1/2 e —1/2) e, v; = 7;50 (1 —0y), é a frequéncia

de Lamor que depende da razao giromagnética ¢, deslocamento quimico o; e do campo

magnético aplicado Bjy.

e Para um nicleo com spin (1/2):
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Da equacao (2.18), pode-se mostrar que as energias dos respectivos estados (+1/2 e —1/2)
do nucleo, sao:
1 1

Como se pode saber de outros tipos de espectroscopia, s6 certos tipos de transicoes
sao permitidas para particulas (nticleo, 4tomo, molécula ou eléctron ) quando estas sido
excitadas. Exitem usualmente regras, chamadas "regras de selecao”, sobre as quais as
transicoes podem ter lugar; estas regras normalmente se referem aos nimeros quanticos,
0s quais sao carateristicos de cada estado ou nivel de energia.

No caso de RMN, as regras de selecao se referem ao numero quantico, m, (equacao
2.18): sé transigoes tal que Am = +1.

Sob o ponto de vista da mecanica classica, o spin nuclear pode rotacionar, em
modulo, um angulo de 180°. No caso de um sé spin nuclear, a mudanca em, m, entre os
dois estados é ((+1/2) — (=1/2) = 1). Portanto, a transi¢cdo é permitida. Com uso da
equagao (2.19), podemos calcular a frequéncia da transi¢ao permitida.

1 1

AE = Bi(—3) - Bi(+3) = —n (2.20)

e Para dois nicleos acoplados com spin (1/2):

Como visto na equagao (2.5), o acoplamento escalar spin-spin, entre um spin nuclear com
seus vizinhos é descrito através do hamiltoniano, H Jso- O acoplamento escalar homonu-
clear para dois nucleos (1/2), consiste em dois dupletos, e seu Hamiltoniano pode ser
escrito como (Hjo = 2rhi'. Jyy.1?).

Os niveis de energia e as correspondentes frequéncias de precessao podem ser cal-
culadas a partir dos autovalores deste Hamiltoniano, Hje (James Keeler, 2002; Sakurai e

Napolitano, 2011; Gil e Geralades, 1987), resultando em:
Ermymy = mavys + mave + mimaJiz (2.21)

onde, my e mo, sa0 os valores de, m, para os spins 1 e 2. As frequéncias de Lamor,

¥*Bo
s

5-2(1 — d3) respectivamente.

S0 : Vlz%(l—(sl) e vy =
Os valores de energia do sistema composto pelo acoplamento dois spins 1 e 2 podem

ser vistos na Tabela 2.
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Tabela 2:  Valores de energia do sistema composto pelo acoplamento de dois spins.
Numero | Estados de Spin1e 2 | M = m; + msy Energia
1 (+%,+%) 1 +%V1 +%l/2+;11<]12
2 (+35.—3) 0 501 — 31 — )12
3 (-%,—F%) 0 _%V1+%V2_it]12
i -5-h e R RS

A regra de selecao para transicoes permitidas é a mesma vista anteriormente. No
entanto, esta sera aplicada para o numero quantico, M, o qual, é obtido através da soma
dos valores de, m, para cada spin, resultando assim quatro estados de energia (ver a
Tabela 2).

A regra de selecao é que AM = +£1. O valor de M pode mudar para acima
(positivo) ou para baixo (negativo) por uma unidade. Isto significa que as transigdes

permitidas estao entre os niveis 1 — 2, 3 — 4, 1 — 3 e 2 — 4. As frequéncias emitidas

sao calculadas, a partir de (AE = Ey,, — Ei,f). Por exemplo, a transi¢ao 1 — 2:

vio = FEy — B (2.22)
1 1 1 1 1 1
=4—1 — =y — —J10 — (= — —J 2.23
V19 —|—2V1 2V2 1712 (2V1+2V2+4 12) ( )
1
Vig = —Vy — §J12 (2-24)

O conjunto completo de transi¢ao estda mostrado na Tabela 3:

Tabela 3:  Valores das frequéncias emitidas de um estado (Egyp) para um (Ei,y).

Transicao | Estados de spin 1 e 2 | Frequéncias
1—2 (+3,+3) = (+3,—3) | —12— 3/
3—4 (—%,—F%) — (-%,—%) —V2+%J12
1—3 (‘i‘%, +%) — (—%, +%> -V — %Jlg
2—4 (+%,—%) — (—%,—%) —V1+%J12

Os niveis de energia e os correspondentes esquemas do espectro sao mostrados na
Figura 4. Por exemplo, a transi¢do 1 — 2 envolve ao spin 2 indo de (+1/2) para (—1/2)
enquanto o spin 1 permanece no estado (41/2) (ver a Tabela 3). Nesta transi¢do pode-se

dizer que o spin 2 é ativo e o spin 1 passivo, mostrando-se assim, a primeira linha espectral
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do dupleto para o spin 2 (Figura 4). A transicao 3 — 4 é similar a transicao 1 — 2, exceto
que o spin passivo (spin 1) encontra-se no estado (—1/2) (ver a Tabela 3); esta transigao
forma a segunda linha no espectro do dupleto para o spin 2 (Figura 4).

Para as transicoes 1—3 e 2—4 o spin 1 se matem ativo, enquanto o spin 2 permanece
passivo, dando origem a primeira e segunda linha no espectro do dupleto para o spin 1

(Figura 4 e Tabela 3).

Figura 4: Na esquerda, os niveis de energia do sistema de dois spins. As setas mostram
as transi¢oes permitidas: linhas solidas por uma transicao na qual o spin 1 se movimenta e
as pontilhadas na qual o spin 2 se movimenta. Na direita, podemos ver os correspondentes
espectros, assumindo que a frequéncia de Lamor do spin 2 é maior em magnitude que do
spin 1 e que o acoplamento Jya € positivo. (Figura extraida e modificada de James Keeler,
2002).

O desenvolvimento do hamiltoniano para o acoplamento escalar de trés nicleos
(1/2), nas mesmas condigoes mostradas anteriormente ( Homonuclear - vy ~ vy & 13),

pode ser visto nas referencias (James Keeler, 2002; Gil e Geralades, 1987).

2.2.3 O Modelo Vetorial

Para a maioria dos tipos de espectroscopia, representacoes esquematicas envol-
vendo niveis de energia e regras de transicao para spins, acaba sendo suficiente para
descrever sistemas simples de 1 ou 2 spins no méximo. No entanto, para RMN isso
nao ¢ suficiente. Por exemplo, usando essa abordagem de nivel de energia nao podemos
nem descrever como funciona o experimento de RMN pulsado mais béasico. Portanto,
para prosseguir na compreensao dos experimentos de RMN, precisamos de mais algumas

ferramentas, e a primeira delas que vamos explorar é o modelo vetorial.
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2.2.3.1 Magnetizagao

Numa amostra macroscopica , para t < 0, ou seja, antes de o campo de RF
ser aplicado, podemos considerar o sistema de spins nucleares inicialmente em equilibrio
térmico, na presenca do campo magnético, ﬁo = (0,0, By), somente. Estatisticamente
( ver o Jackson, 1998) podemos calcular o valor médio da densidade volumétrica de
magnetizagao, ou simplesmente o vetor de magnetizacao efetiva (]\7[0). A diferenga entre
as populagoes dos estados (m = + 1/2 e m = — 1/2) de um sistema de nicleos de spin,
I = 1/2, que pode ser obtida segundo uma distribuigao estatistica de Boltzman (Jackson,
1998), determina o vetor de magnetizagao efetiva, definido como o momento de dipolo
magnético total contido em um volume, V', de material, dividido por esse mesmo volume

e apontando ao longo da direcdo do campo aplicado, By,ou seja, My = (0,0, @;/V).
2.2.3.2 Pulso de radiofrequéncia

Com o intuito de sondar o sistema através da RMN se faz necesséria a aplicagao de
um campo de RF linealmente polarizado na amostra macroscépica (ver a equagao 2.6) .
No entanto, nesta segdo o campo By (t) , serd descomposto em dois campos circularmente

polarizados girando em sentidos opostos e descritos conforme a equagao (2.25),

Bi(t) = Bicos(wrpt + ¢)i + Bysen(wret + ¢)J. (2.25)

A equagao (2.25), mostra o campo de RF com evolugao temporal, portanto, para
simplificar sua descricao vetorial, devemos torna-lo independente do tempo, passando do
sistema de referencia de laboratério (RL) para um sistema referencia rotante (RR). Para
esta transformacao de coordenadas, o RR passara a girar na frequéncia de Lamor (wp)
em torno do eixo, Zr.p, considerando a condicao de ressonancia, ou seja, que Wrrp = Wy
(a transformac@o de um sistema de coordenadas para outro pode ser feito com operador
de rotacdo de coordenadas, U (t), ver o Sakurai e Napolitano, 2011).

O campo magnético B, pode entao ser descrito no RR por:

~

By = Bycos(¢)i + Bysen(¢)]. (2.26)

Da equagao (2.26), podemos ver que a fase, ¢ , toma valores de: 0°,90° 180° e
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270°. Logo, as direcoes dos pulsos do campo magnético, B , no RR estao alinhadas nos

eixos X' Y/, —X"e =Y.
2.2.3.3 Interacdao do pulso de radiofrequéncia com o vetor de magnetizacao

Para t > 0, na presenca do campo, go, e do campo independente do tempo, El, a

magnetizacao, My, varia com o tempo segundo a expressao (2.27)

dM™(t)
dt

= M (t) X .Beysy- (2.27)

Portanto, podemos obter a solugao da equacdo (2.27) no referencial rodado, na presenca
de um campo magnético efetivo, que ird resultar nas equagoes de Bloch (James Keeler,

2002)

) J k
=y M M; M (2.28)
Bjcos(¢p) Bisen(¢) By

dM™(t)
dt

0 pulso de RF ( B;) tem uma duracdo (f,) tal que no fim de sua aplicacdo, a
magnetizagao (M ") resulta em uma situacdo de nao-equilibrio e fazendo um angulo (

com o eixo z:

B =uwity (2.29)

Um pulso de ¢ = 90° graus com fase Y’, é aquele no qual o tempo (¢,) de aplicagao do
pulso de RF ¢ suficiente para o vetor, M " fazer um angulo de 3 = 90° em relacdo ao eixo
Z alinhado-se inicialmente na direcao do eixo-X se adotarmos como padrao, a regra da
mao esquerda (ver a Figura 5).

Pulsos de 90° sao chamados de pulsos de excitacao, pois as populacoes dos esta-
dos, +1/2 e —1/2, sdo igualadas tornando nula a magnetizacao longitudinal e maxima a
transversal.

Por outro lado, se deixamos o pulso de RF ligado por mais tempo a magnetizacao,
M, poderd fazer um angulo de 180° convertendo-se em — M. Esta situacao corresponde
a inversao de populagdo entre os estados (+1/2) e (—1/2). Um puslo que inverte a

magnetizagao é um pulso de 180°
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Figura 5: Para t > 0, o efeito do pulso de ¢ = 90° é suficiente para que o vetor de
magnetizagao, My no equilibrio seja convertido em magnetizagao transversal, fazendo
um angulo de, a = 90°, em relacdo ao eixo Z. Esquerda: representaciao no referencial
de laboratério (RL). Direita: representagao no sistema rotante (RR). (Figura extraida e
modificada de James Keeler, 2002)

2.2.3.4 Sinal de RMN

Ap6s a aplicagao do pulso de RF (90°%) e, para simplificagdo dos calculos conside-
rando despreziveis as interagoes magnéticas no sistema de spins, a magnetizagao transver-
sal (M *) sentird apenas a presenga do campo magnético estatico, EO, e precessionara em
torno dele com frequéncia, wy. No entanto, & medida em que precessa ao redor de, EO, a
magnetizagao retorna ao estado de equilibrio térmico. Neste caso, o retorno ao equilibrio
envolve eliminar a magnetizacao transversal no plano X'Y” (relaxagao transversal) e o re-
torno da magnetizacao ao longo do campo magnético By (relaxagao longitudinal). Dessa
forma, a equagao de Bloch, que descreve o comportamento da magnetizagao na presenca
do campo, B:,, deve incluir o efeito de relaxacao das magnetizagoes transversal e longitu-

dinal. Entao escrevemos

—

dM - — - —
— =M x 7.5y — R(M(t) — My). (2.30)

em que, R, é a matriz de velocidades de relaxagao da magnetizagao,
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Ry 0 O
R = 0 Ry, O (2.31)
0 0 Ry

A equacgao de Bloch pode ser reescrita na forma matricial. Na auséncia de um

pulso de RF podemos escrever,

e —QM,(t) — RoM,(t)
DL = QM,(t) — RM,(t) (2.32)
L —Ry(M.(t) — M)

onde, 2 = wy — wgr, ¢ a frequéncia efetiva (offset).
A solugao da equagao diferencial para a componente M, (t) mostra que é da forma
exponencial, e que o retorno completo ao equilibrio exige que componente longitudinal

M, volte ao valor inicial de M, (z).

M.(t) = My(1 — exp(—Rut)). (2.33)

A precessao livre da magnetizacao transversal ao redor de By induz a formacao
de uma corrente elétrica nas bobinas de detegao, gerando um sinal chamado de Free
Induction Decay (FID). O FID detectado corresponde aos componentes, M, e M, que
decaem devido a relaxacao da magnetizacao transversal com taxa Ry, como mostrado nas

equagoes (2.34 e 2.35)

M, (t) = %Mocos(Qt)exp(—Rgt), (2.34)
M,(t) = %Mosen(Qt)exp(—Rgt). (2.35)

As duas componentes, correspondentes a M, e M,, sao combinadas para formar um sinal
complexo. Deste modo, o sinal de RMN decai exponencialmente segundo a equagao (2.36)

(ver a Figura 4) :

S(t) = Syu(t) +iSy,(t) = %Moexp(iﬁt)emp(—Rgt). (2.36)
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2.2.4 Transformada de Fourier e processamento de dados

A frequéncia de cada sinal no espectro de RMN pode ser obtida a partir da trans-

formada de Fourier do sinal FID detectado em funcao do tempo, dada por

S(w) = /000 S(t)exp(—iwt)dt, (2.37)

de onde vem

S(w) = M,y /000 expli(Q — w) — RoJtdt. (2.38)

A solugao dessa integral (ver Howard, 2014 ) é da forma

S(w) . MO . ZM()(Q — (,U) + RQMO

Ciw =D+ Ry (Q—w)2+ R? (2.39)

A expres@o acima pode ser separada em uma parte real, A(w), e outra imaginaria, D(w),

tal que
S(t) = A(w) +iD(w), (2.40)
A(w) = My @ j’; et (2.41)
D(w) = My—2=%) (2.42)

Q- wpP+RE
A parte real possui a forma de uma Lorentziana, enquanto que aparte imaginéria
possui forma dispersiva. O espectro de RMN corresponde apenas a parte real; a parte
imagindria geralmente é descartada. A equacao(2.41), que descreve a parte absortiva do

espectro, é caracterizada por um pico quando €2 = w, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6: (a) Sinal de decaimento exponencial (FID). (b): Espectros de RMN, encon-
trados através da transformada de Fourier (Figura extraida é modificada de Bonin, 2011).

2.3 Andlise multivariada (PLS-DA)

A aquisigao de dados via detecgao espetroscopica (RMN, massa ou outros) repre-
senta um duro desafio para os investigadores, que enfrentam dois problemas cruciais: a
dimensionalidade dos dados maior que o nimero de observagoes, e o alto nivel de cor-
relacao entre as variaveis. Nesta tese de doutorado, foi proposta a utilizacao da técnica
estatistica, andlise discriminante por minimos quadrados parciais (Partial Least Squares
Discriminant Analysis — PLS-DA), como um método para a classifica¢ao de dados hiperes-
pectrais (Barker e Rayens, 2003; Gottfries et.al., 1995 ). Isto pelo fato de que o, PLS-DA,
pode providenciar uma andlise exploratéria de dados. Fordellone e colaboradores (For-
dellone et al., 2018) mostraram que de fato o PLS-DA, identifica classes que sdo mais
homogéneas e de melhor separacao em comparagao com outros métodos de classificacao
comummente usados, tais como classificadores ndo paramétricos (KNN e SVM) e ou-
tras fungoes de discriminagao (LDA). Por exemplo, em metabolomica, via a visualizagao
de varidveis significantes tais como os metabolitos ou picos espectroscépicos (Brereton e
Lloyd, 2014; Mevik e Wehrens, 2007).

PLS-DA é um método de classificacao supervisionado que usa a técnica de regressao
multivariada para extrair via combinacao linear de varidveis originais, X , a informacoes
que pode prever a classe, Y. O PLS-DA é derivado de (Partial least squares regression
- PLSR) e envolve a formagao do modelo de regressao entre X e Y como mostrado na

equagao (2.43).
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Y = XB + F, (2.43)
U1 11 Tiz . Ty by i
T T cee o ZTgs b
Y2 _ '21 ?2 '2] '2 n J‘f2 (2‘44)
Yn Tn1 Tp2 - xnj bj fj

onde, Y é o vetor de funcao resposta de n x 1, X é a matriz de dados de n x J,
B ¢é a matriz de coeficiente de regressao de J x 1, e F é o vetor de erro de J x 1. Neste
caso, a solucao de minimo quadrado é dado por B = (X7 X) 1 XTY.

Em muitos casos, existe o problema da singularidade da matriz, (X7 X). PLS-DA,
resolve este problema decompondo a matriz de dados, X , na matriz de scores ortogonais
T (n x P) e a matriz de carga P (J x P ), e o vetor de fungao resposta, Y, em scores
ortogonais T (n x P) e a matriz de carga Q (1 x P ). Portanto, existem duas equagoes

fundamentais no modelo de PLS-DA:

X =TP" +EY =TQ" +F. (2.45)

Agora , definiremos a matriz de pesos (weights) W (J x P), definindo a matriz de scores,

T, como

T =XW(P'W)™ (2.46)

Substituindo (2.46) em (2.45) e o resultado em (2.43), obtemos que o vetor de

fungao resposta, Y, pode ser escrito segundo a equagao (2.47)

Y = XW(P'W)'Q" +F, (2.47)

onde o vetor de coeficiente de regressao B é dado por

B=W(P'W)'qQ”. (2.48)

Desta forma, qualquer valor desconhecido da classe (ou grupo) Y pode ser predito por

Y = X]§, sendo que os valores de B sio agrupados na matriz diagonal B.
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O algoritmo PLS-DA mostrado em ( Brereton, et al., 2014 e Fordellone, et al.,
2018) pode estimar as matrizes W, T, P e Q. Softwares como SIMCA-P (Bloise et
al. 2020) e Metabo Analyst (Xia and Wishart, 2016) também usam o algoritmo PLS-
DA, e da mesma forma que o PCA, os resultados PLS-DA podem ser observados em
planos bidimensionais chamados scores e loadings plots, os quais sao formados através de
componentes principais (PCs: PC1, PC2,...PCn) (Carrola et al., 2020). Adicionalmente,
o loading plot pode ser colorido como uma varidavel de funcao de importancia para a
projeccao, VIP | para destacar e identificar os metabdlitos responsaveis pelas tendéncias
de discriminacao (com VIP > 1) (Bloise et al. 2020).

Também, por PLS-DA, através da cross-validacao pode-se estimar os parametros,
R? e Q2 , os quais parametrizam, respectivamente, sua previsibilidade e sua preditibili-
dade. Podemos interpretd-los da seguinte forma: quanto mais préximos, R? e Q2 , sao de

1 mais robusto é o modelo (Xia and Wishart 2016).

2.4 Analise univariada

Apesar da capacidade do método multivariado (PLS-DA) de identificar tendéncias
de agrupamento, as variaveis (moléculas ou simplesmente metabdlitos) classificadoras de
grupo, indicadas pelos coeficientes VIP, tem que ser testados de acordo com sua respec-
tiva significancia estatistica, através da obtencao do (p-valor) com métodos univariados
paramétricos como t de Student, ANOVA ou andlogos nao-paramétrico como Wilcoxon
ou Kruskal-Wallis (Xia and Wishart, 2016).

O p-valor pode fornece a significancia estatistica da diferenca entre duas variaveis
comparadas. Quando p < 0.05, significa que existe diferenca entre as varidveis compara-
das. O p-valor também pode expressar a probabilidade de rejeitar a hipétese nula quando
p > 0.05, mostrando que nao existe diferenca entre duas varidveis comparadas em um
nivel de significancia pré-estabelecido. Apesar disso, os p-valores sao muito influenciados
pelo tamanho da amostra (Kalinowski and Fidler, 2010), decrescendo com o aumento do

nimero de amostras em comparacao.
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2.5 Breve visao geral das principais vias metabdlicas celulares

O metabolismo celular pode ser visto como uma complexa rede de reagoes quimicas
acontecendo simultaneamente, as quais sao catalisadas por enzimas e estritamente regu-
ladas. Isto permite aos organismos crescer e reproduzir-se, mantendo suas estruturas,
e respondendo a mudangas ambientais (Nelson and Cox, 2004). Como mostrado na Fi-
gura 7, essas reacoes sao organizadas dentro de muitas vias metabdlicas interdependentes
(Kanehisa et al., 2016). Algumas dessas vias serao brevemente descritas a seguir, devido
nao apenas a grande importancia em células animais, mas também por sua relevancia no

contexto dos resultados apresentados nesta tese.

Transportador

Aminoicidos

Figura 7:  Figura ilustrando a integracdo das principais vias metabolicas em células
animais. Piruvato da glicdlise, € convertido em lactato e liberado fora da célula, ou usado
como substrato energético para o ciclo TCA. O ciclo TCA também pode ser ativado por
aminodcidos que originam acetyl-CoA, piruvato ou ciclos intermedidrios, ou por acetyl-
CoA resultante da oxidagao do dcido grazo. O Clitrato gerado no ciclo TCA é usado para
sintese de dcidos graxos. As cairas vermelhas, sao vias que dependem do oxigénio; no
entanto, caixas azuis, sao vias independentes de oxigénio. Figura extraida e modificada
(Carrola et al., 2020)

2.5.1 Glicélise

A glicélise é um processo de dez etapas pelo qual as células dividem uma molécula

de glicose em duas moléculas de piruvato, produzindo também duas moléculas de ATP(adenina
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trifosfato) e duas de NADH ( Nicotinamida adenina dinucleotideo) (Figura 8 esquerda).
Esta comeca com a absorcao extracelular da glicose e prossegue dentro do citosol da célula.
Na fase inicial, a molécula de glicose de seis carbonos é fosforilada a glicose-6-fosfato, que
¢é convertida em frutose-6-fosfato; entao, outra fosforilagcao ocorre, formando frutose-1,6
bifosfato, que ¢ dividida em duas moléculas de trés carbonos, gliceraldeido-3-fosfato e
dihidroxiacetona fosfato (mais tarde isomerizado a gliceraldeido-3-fosfato). Nessas etapas,
duas moléculas de ATP sao consumidas. Entao, cada molécula de gliceraldeido-3-fosfato
¢ oxidada e fosforilada por um fosfato inorganico (P;) para formar 1,3-bisfosfoglicerato.
Esta reacao é acompanhada pela reducao de NAD™' para NADH. As duas moléculas de
1,3-bisfosfoglicerato sao entao desfosforiladas em sucessivas etapas, com a formagao de
quatro moléculas de ATP, produzindo duas moléculas de piruvato. O piruvato pode sub-
sequentemente ser oxidado para produzir o grupo acetil da acetil-coenzima (Acetil-CoA),
que entra ao ciclo acido tricarboxilico (TCA), como parte da respiragdo aerébica (segao
2.5.2).

A via glicolitica estd sob o controle enzimatico da fosfofrutoquinase (PFK-1) atu-
ando como a principal chave regulatéria e ponto de taxa limitante da glicélise (Berg et al.,
2002). PFK-1 é inibida por ATP e ativada por AMP, fazendo assim a atividade glicolitica
dependente do status energético celular. PFK-1 é também regulada por metabdlitos que
sinalizam a viabilidade de construir blocos para a biossintese, sendo inibida por citrato
(gerado no ciclo TCA) e acidos graxos de cadeia longa. Por outro lado, a frutose-2,6 bi-
fosfato é a mais potente ativadora alostérico do PFK-1, sendo capaz de elevar a atividade
enzimatica sempre quando os niveis de ATP sao altos.

Embora a glicdlise nao seja altamente eficiente em termo de energia (rendimento
de duas moléculas de ATP por cada molécula de glicose oxidada), esta assume papel fun-
damental ao gerar moléculas de NADH, usadas como transporte de elétrons em multiplas
reacoes bioquimicas. Em consequéncia, células que proliferam rapidamente (como células
tumorais) sao frequentemente caracterizadas por uma intensa atividade glicolitica (Mazu-
rek, 2007). Para manter o fluxo glicdlico, as células deverdao regenerar NADT em NADH.
Esse processo realizado nas mitocondrias através do transporte da cadeia de elétrons, ou,
quando os niveis de oxigénio sao reduzidos, através da conversao de piruvato em lactato,
catalisado por a enzima lactato desidrogenase (LDH)- fermentacao léctica (Ver Figura 9,

cor purpura).
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Figura 8: Representacdo esquemdtica de vias metabolicas. Figura da esquerda a via
glicolitica (azul) e a fermentagdo de dcido ldctico (pirpura). Os numeros descrevem os
processos de etapas. Figura direita reacao do ciclo TCA.

2.5.2 O ciclo TCA

O ciclo TCA é uma série de oito reacoes catalisadas enzimaticamente que ocorre na
mitocondria e considerada como parte fundamental da respiracao aerébica celular (Figura
8 direita). Acetil-CoA, derivado do piruvato na glicélise, da oxidagao de acidos graxos, ou
do metabolismo de aminodcidos, entra no ciclo TCA pela doacao de seu grupo acetil de
quatro carbonos para o oxaloacetato, formando o citrato de seis carbonos, numa reacao
de condensacao. Em seguida, em passos reversiveis, o citrato é desidratado produzindo

cis-aconitate, o qual é hidratado para formar isocitrato. A descarboxilacao oxidativa do
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isocitrato, requer do NAD(P)* um elétron aceitador, para assim formar a-ketoglutarato,
NAD(P)H e CO,. A seguir, outra descarboxila¢ao ¢ dada, onde a-ketoglutarato é con-
vertido para succinil-CoA e C'O,. Nessa etapa, NADT também atua como aceitador de
elétrons. Entao, o succinato é reversivelmente formado através da hidrolise do vinculo
tioéster em succinil-CoA. Esta reacao tem passos intermediarios onde a enzima é fosfo-
rilada, e entdo o grupo fosforil é transferido para ADP/GDP para formar ATP/GTP.
Succinato é entao reversivelmente oxidado para fumarato, e FAD H, é formado de FAD.
Seguindo a hidratacao reversivel do fumarato para malato, o tultimo ¢é finalmente oxidado
para oxaloacetate, com a producao de NADH, em um passo reversivel.

NADH e FADH, sao dois produtos principais do ciclo TCA, que transferem
elétrons ao oxigénio molecular (reduzindo para dgua) em um conjunto de proteinas de
membranas conhecido como a cadeia de transporte de elétrons. Isto leva a formagao de um
gradiente de protons através do interior da membrana mitocondrial, que provoca a sintese
de ATP. Resumindo, este processo de fosforilagao oxidativa gera 26 das 30 moléculas de
ATP formadas quando uma molécula de glucose é completamente oxidada para COs e
agua (Berg et al., 2002).

O ciclo TCA também desempenha uma fun¢ao importante no anabolismo, ja que
este providéncia intermediarios na biossintese envolvida tais como succinil-CoA para a
formacao de porfirinas, a-ketoglutarato ou oxaloacetato para sintese de aminoécidos, e
citrato para a formacao de acidos graxos. Este papel anabdlico é geralmente sustentado
pela reposicao de intermediarios do ciclo TCA pela anaplerose, principalmente usando

aminoacidos como substratos, a fim de manter o ciclo em funcionamento.

2.6 Camara de Neubauer e MTT

Existem duas maneiras de quantificar células em cultura. Na forma direta, conta-
se com a ajuda de um microscopio invertido o nimero de células que estavam presentes
na garrafa de cultivo; a forma indireta é feita por meio da quantificagao de determinadas
estruturas celulares ou pela medi¢cao do metabolismo celular.

Como forma de quantificagao direta, o método mais comum é a contagem por
camara de Neubauer (Fiocruz, et al., 2017). J4 para o método indireto existem muitas
técnicas, no entanto, nesta tese de doutorado utilizamos o método de brometo 3- [ 4,5-

dimetil-tiazol- 2-il | - 2,5 — difenil-tetrazélio (MTT) (Mosmann, 1983).
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Para a contagem em camara de Neubauer, as células devem estar totalmente indi-
vidualizas. Para células aderentes, é necessario fazer uma tripsinizacao prévia, o que nao é
feito no caso de células nao aderentes. A camara de Neubauer é uma lamina de vidro com
divisdes que auxiliam na contagem, possuindo 9 quadrados que medem 1mm? de 4rea,
como mostrado na Figura 9. Somente os quatro quadrados externos sao utilizados na
contagem de células animais. Cada quadrado externo é formado por mais 16 quadrados

menores que auxiliam a contagem.

Figura 9: Esquema da camara Neubauer.

Para a contagem, é necesséario colocar uma laminula de vidro sobre a camara, que
servird para conter a suspensao celular. O espago formado entre a laminula e a camara
é de 0, Imm. Dessa forma, o volume determinado por cada quadrado é equivalente a 0,1
mm?. A concentracao média de células obtidas, (cells/ml), equivale ao nimero de células
contadas nos 4 quadrantes dividido por 4 e multiplicado por 10* (fator de correcio da
camara).

A equagao abaixo, (2.49), resume o célculo da concentragao celular,

NO (M) _ (91+CI2+Q3+C]4>'K (2.49)
ml 4
onde ¢; é o valor de contagem de células em um quadrante, e K é o fator de
COTTECAO.
Para a andlise de viabilidade celular utiliza-se o corante azul de Trypan, que nao

atravessa membranas integras. Assim, células vivas nao permitem a passagem do corante

e, logo, nao adquirem nenhuma coloragao. Como as células mortas tém suas membranas
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danificadas, ocorre o fluxo de corante para o interior da célula fornecendo uma coloracao

azul, permitindo assim obter a contagem daquelas que morreram.

O ensaio colorimétrico do MTT, tem sido largamente utilizado para mensurar
a viabilidade celular ( Mosmann, 1983), medir a sensibilidade de novos medicamentos
(Oerlemans, et al., 2008) e na combinagao de drogas em linhas celulares (Salomons, et
al., 1999 ).

Este ensaio envolve a capacidade de células viaveis converterem metabolicamente
o sal de cor amarela de tetrazolium,brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT) num precipitado insolivel em dgua de cor purpura, chamado formazan. Isto se d&
pela atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase presentes na membrana
interna das mitocondrias intactas das células viaveis (ver a Figura 10) (Wang, et al., 2010;

Knetsch, 2013).

Figura 10: Reag¢do de redugdo do MTT (um sal de colorag¢iao amarela) a formazan (sal
de coloragao purpura). Figura extraida de (Washington, 2018.)

Os cristais de cor purpura de formazan formados sao posteriormente dissolvidos por
solventes organicos, como o Dimetilsulf6xido (DMSO), e a densidade ética resultante da
solucdo formada é quantificada por espectrofotometria UV /visivel detectada a ~ 300nm
( Ishiyama, et al., 1996).

A viabilidade celular é proporcional a quantidade de sal reduzido e consequente-
mente quanto maior for a absorvancia espectofotométrica maior o nimero de cristais de
formazan formados pela atividade mitocondrial e portanto maior o ntimero de células

vidveis na cultura celular.
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2.7 Espalhamento de luz dinamico

A técnica de espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scaterring, DLS) esta
baseada no movimento browniano e no espalhamento de luz por particulas, permitindo
assim a avaliacao das dimensoes de particulas em suspensao, com aplicagoes tanto na

pesquisa como na industria (Pecora, 2000).

2.7.1 Movimento Browniano

O movimento browniano de uma particula em suspensao resulta no fato dela es-
tar continuamente sendo bombardeada pelas moléculas do meio solvente, as quais estao
em constante agitagao térmica (Morters et al, 2008). O modelo probabilistico mais sim-
ples, que permite explicar o movimento browniano das particulas em termos das leis
macroscopicas de difusao é o modelo do passeio aleatério (Pearson, 1905). Com este mo-
delo, o deslocamento através do espaco e tempo da particula em difusao pode ser estudado
a partir de um experimento de distribuicao binomial. As referéncias da literatura (Roque,
2016; Donsker, 1952) demostram que a distribui¢cao binomial pode convergir para uma
distribuicao normal gaussiana. Com isso, temos como resultado uma func¢do de proba-
bilidade gaussiana do deslocamento da particula que relaciona os parametros de posicao

(Ar), tempo (7) e difusdo (D):

1 2
A — 3/2‘ —Ar2/4D.T 2.
p(Ar) = () e (2.50)

A expressao para o parametro de difusdo, D , da equagao 2.50, para particulas
esféricas de diametro, dz, em movimento browniano, pode ser encontrada a partir da
equagao de Stokes-Einstein (Kubo, 1966; Carter, 2001 ),

KgT

D= 2.51
37T77dZ ( )

sendo K5 a constante de Boltzmann, T | a temperatura e 7 a viscosidade do meio.

2.7.2 Espalhamento de Luz

A técnica de DLS consiste na iluminacao com um feixe de luz visivel incidente

de comprimento de onda, Ay , e vetor de onda, kg , sobre uma amostra composta por
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particulas espalhadoras em movimento Browniano, que irdo espalhar o feixe de luz (campo

elétrico) com vetor de onda, ks , em um determinado angulo, 6 , Figura 11.

Figura 11: esquema ilustrativo da técnica de DLS.

Em 1964, Pecora mostrou (Pecora, 1964) que o constante deslocamento das particulas
através do tempo, geraria mudancas no campo elétrico espalhado. Com isso, a intensidade
da luz sofre variacoes no tempo. A correlacao da variacao na intensidade de luz espalhada
proporciona informagoes sobre o coeficiente de difusao, D , e do tamanho da particula,
utilizando a relagdo de Stokes-Einstein (equacao 2.51).

Essa andlise é feita com um correlator, que calcula a fungao de autocorrelagao da
intensidade de luz espalhada normalizada, g (1), e a relaciona com a funcdo de autocor-
relacao normalizada do campo elétrico, g™ (7) , a partir da relacao de Siegert, em sistemas
diluidos,

gP(m) =1+7]gW(r) [ (2.52)
onde v depende de condigoes instrumentais.

e Para particulas monodispersas nao interagentes, a integral da funcao de autocor-
relcio de campo elétrico, G (7), toma a forma da equacdo (2.53) (para maiores

detalhes do célculo da integral, revisar minha dissertagao de mestrado, Vivas, 2018).

G (r) = / P(AF, 7). TS O IAF(r) = (I).e PO, (2.53)

e a funcdo de autocorrelcio de campo elétrico normalizada, gV (7),

g(r) = e P, (2.54)
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Substituindo a equagao (2.54) na equagao (2.52) podemos ver que a funcdo de

autocorrelacdo de intensidades normalizada, ¢ (1),

gA(r) = 14 ye72Pe7 (2.55)

decai exponencialmente com uma taxa, I' = Dg?.

Deste modo, foi obtida a taxa de relaxacao média, que, por sua vez, pode ser
relacionada ao coeficiente de difusao, D e ao vetor de espalhamento ¢. Uma vez obtido o
coeficiente de difusao dos centros espalhadores, livre de interacoes com relagao aos demais
centros, é possivel determinar o diametro, dz , assumidas esferas, de acordo com a equagao

de Stokes-Einstein (equacao 2.51).

2.8 Potencial-zeta

A técnica do potencial — zeta () tem sido amplamente utilizada como um bom
indicador da presenca de carga superficial, permitindo fornecer informacoes como a esta-
bilidade de suspensoes coloidais (Lytle et al., 1999). Nos experimentos, o potencial-zeta
é obtido a partir da mobilidade eletroforética, p , (Wilson et al., 2000) (Kirby, 2010),
conceito que se resume a seguir para orientar o leitor para as aplicagoes praticas do nosso

trabalho.

2.8.1 Medicao da mobilidade eletroforética

O espalhamento de luz eletroforético é uma técnica utilizada para medir a mobili-
dade eletroforética das particulas em dispersao. Nos experimentos o equipamento é capaz
de medir a mobilidade, p , das particulas que se movimentam em um campo elétrico a
partir da mudanca de frequéncia da luz espalhada (Shimko et al | 2014).

A mudanga de frequéncia da luz espalhada, Av, é relacionada com o modilo da

velocidade de deslocamento que as particulas adquierem, v; , como mostrado na equacao

(2.56).
2w Av

O modulo da velocidade que as particulas adquirem, vy , se relaciona com o modilo do

campo elétrico aplicado, F | através da mobilidade eletroforética, u , segundo a expressao:
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p=— (2.57)

Para medir a mobilidade eletroforética em nosso experimento, foi utilizada a técnica
de FElectroforesis Laser Doppler, baseada no principio bésico do efeito Doppler (Houdas,
1991), que supde a variagao da frequéncia de qualquer tipo de onda emitida ou recebida
por uma particula em movimento. Por tanto, a equacao (2.57) servird a fim de orientar o
leitor de como poderia ser calculado o valor da mobilidade (Ware e Flygare, 1971). Para

um maior detalhe do calculo revisar minha dissertagao de mestrado (Vivas, 2018).

2.8.2 Mobilidade eletroforética relacionada ao potencial-zeta

Na fronteira entre a camada mdvel e a camada imdvel, encontra-se a camada de
cisalhamento, onde o potencial zeta, ((), pode ser determinado e uma densidade de carga

pode ser inferida. (Hotza, 1997; Adamsom, 1982) (ver a Figura 12).

Figura 12: FEsquema da distribuicao de cargas na vizinhan¢a de uma particula carregada
(adaptado de Jafelicci e Laudemir , 1999).

O potencial zeta (() estd relacionado com a mobilidade eletroforética, 1 , e pode
ser obtida de distintas formas, em funcao do tamanho da particula. Os trés modelos mais
utilizados para relacionar o potencial zeta e mobilidade eletroforética sao: aproximacao
de Smoluchowski, aproximacao de Hiickel e a equagao de Henry. No entanto, nesta tese
s6 estamos interessados no primeiro modelo.

Aprozimacao de Smoluchowski (Hiemenz, 1986): é a primeira aproximagao que
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se faz para calcular o potencial zeta a partir de medidas experimentais de mobilidade.
Nesta aproximacao, consideramos que as particulas coloidais sao esféricas e que seu raio,
a , é muito maior que a espessura da dupla camada formada, 1/k, tal como representada

Figura 13.

Figura 13: Distor¢ao do campo elétrico aplicado sobre uma particula esférica de raio a.
As linhas tracejadas representam a espessura da camada dupla, 1/k. (Hiemenz, 1986)

Sob estas condicoes, o campo elétrico aplicado afeta o movimento da particula, ja
que esta experimenta um campo distorcido, e o potencial zeta na camada de cisalhamento
é encontrado segundo a expressao (para maiores detalhes da obtencao do potencial, revisar

o autor Hiemenz, 1986):

_ 1.0Vq

= (2.58)

¢

onde, vy ,é a velocidade relativa entre a particula e o meio circundante, € , a constante
dielétrica e, n , a viscosidade do solvente. Em termos de mobilidade eletroforética, pode-
mos rearranjar a equagao (2.58) para obter a equagao de Smoluchowski :

¢

Vd
= 2 = 2.959
2 L n ( )

Existe, portanto uma expressao para descrever a relacao entre a mobilidade de

uma particula (um valor experimental) e o potencial zeta.

2.9 Espectroscopia de absorcao UV-vis

A incidéncia de radiacao electromagnética na matéria pode resultar em dois pro-

cessos de interacao: (1) ela pode ser espalhada e sua diregdo de propagacao é modificada,
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ou (2) ela pode ser absorvida, transferindo energia para a matéria.
No processo de absorcao da radiacao, a energia a ser absorvida pela matéria estd

relacionada com a frequéncia, v , desta radiacao, através da relacao da equagao 2.60,

E = hy, (2.60)

onde, h , é a constante de Planck. A equagcao (2.60), postulada por A. Einstein (Eisberg e
Resnick, 1979) implica, o cardter corpuscular da luz e a quantizagdo dos niveis de energia
do atomo ou molécula, existindo assim valores permitidos, ou quantizados, de energia.

Nesta tese, nao iremos deduzir os niveis de energia permitidos, mas podemos recor-
rer a um modelo simplificado de uma molécula diatomica para uma melhor compreensao
do ponto de vista qualitativo.

A Figura 14 mostra uma molécula diatomica, A-B , onde, para um dado estado,
a energia potencial dependera da distancia entre os nucleos. A abscisa representa a
separacao entre os dois atomos, com o atomo, A , colocado na origem. A ordenada
representa a energia potencial.

Desta forma, no seu estado de menor energia, a molécula, A — B | é representada
pelos pontos colocados como, A e B, na abscissa, onde o atomo, A , é estatico e o a&tomo,
B, pode estar oscilando dentro da curva de potencial (cor preta). As linhas horizontais
dentro da curva indicam diferentes niveis de energia vibracional permitidos, e entre estes

ultimos, encontramos ainda, os niveis de energia rotacionais.

Figura 14: Niveis de energia de uma molécula diatomica, A-B, simples. Figura baseada
no texto Takara, 2006.



69

Uma molécula excitada, é uma molécula, na qual, um elétron foi levado para
um nivel de maior energia. Tal molécula tem a sua prépria curva de energia potencial
caracteristica (curva vermelha, Figura 14). Por exemplo, a absor¢ao de energia na faixa
das micro-ondas levara a transicoes que envolvem os niveis rotacionais, enquanto a faixa
do infravermelho promovera transicoes entre estados vibracionais. J& a absor¢ao na faixa
do ultravioleta até o visivel, abrangera transicoes eletronicas e constituem o estudo da
técnica espectroscopica de absorcao optica.

De acordo como a mecanica quantica, uma transicao eletronica ocorre quando um
elétron sai de um orbital do estado fundamental de energia, F;(r) , e vai para um orbital
desocupado de maior energia, Fa(r) , através da absor¢ao de um f6ton com energia, hu,.
Em sistemas moleculares, os orbitais no estado fundamental de energia sao chamados
HOMO (Highest Ocuppied Molecular Orbital) e podem ser classificados como, o e .
Enquanto, no estado excitado, os orbitais sdo chamados LUMO (Lowest Unoccuppied
Molecular Orbital) e sao classificados como, o* e 7*. Por exemplo, a absor¢ao de um féton
de energia, hv, , podera levar um elétron do orbital, 7 , para um orbital desocupado, 7*

, € essa transicdo serd chamada de, 7 — 7 | veja a equagao 2.61 (Vequi-Suplyci, 2010).

(2.61)

A transicao eletronica acontece em tempo muito curto, 1071° segundos , durante o qual as
posigoes nucleares nao se alteram enquanto os elétrons assumem configuracoes do estado
excitado. Por esse motivo na Figura 14, essa transicao é representada por uma linha ver-
tical. Esse principio é conhecido como principio de Frank-Condon (Frank, 1926; Condon,

1928).

2.9.1 Lei de Lambert-Beer

Experimentalmente, a luz absorvida por uma molécula pode ser analisada através
de medidas de absorbancia em funcao do comprimento de onda da luz incidente. Lambert
observou empiricamente, que é possivel relacionar a absorbancia com a concentracao da
amostra e o caminho percorrido pela luz dentro da mesma. A partir das observacoes
fenomenoldgicas de Lambert e Beer (Beer, 1852), foi possivel deduzir uma equagao deno-

minada Lei de Lambert-Beer.
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Considere um feixe de luz que transporta energia com comprimento de onda, A ,
e tem intensidade I°, conforme indicado na Figura 15. O feixe incide em uma amostra
contida em um recipiente de caminho éptico, d. O diferencial de intensidade, dI , ao longo

do caminho percorrido pela luz, pode ser escrito como,
dl(y) = —eCl(y)dy (2.62)

onde, €, ¢ uma constante de proporcionalidade chamada coeficiente de absor¢ao molar, que
depende apenas da molécula absorvedora e, C', refere-se a concentracao dessas moléculas

na amostra.

Figura 15: [Ilustracao da atenuacao da luz incidente no recipiente de caminho optico d.

Integrando a equagao (2.62) para toda a extensao da amostra, o membro da es-

querda de, I , até, I} , visto que, Iy < I}, da direita de, 0 a d , encontramos,

By _
In(==) =eCd (2.63)
Iy

Define-se, a absorbancia, A()\) , como ,
A(N) = log(==) (2.64)

e convertendo para o logaritmo na base 10, a equacao (2.64), temos:

€
log10

AN = (——).Cd = €*.Cd (2.65)
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portanto, encontra-se a absorbancia como,

AN = log(%) =e*.Cd (2.66)

onde, €* , é novamente o coeficiente de absor¢ao molar (em, L.mol™t.cm™!), C' é a con-
centracao (em, mol.L™1) de espécies absorvedoras e, d , (em c¢m) é o caminho 6ptico por

onde a luz foi absorvida, ou seja, a espessura da amostra (Cantor et al., 1980).

2.10 Espalhamento de raios X a baixo angulo

A técnica de espalhamento de raios X a baixos angulos (Small angle X-Ray Scat-
tering, SAXS) estd baseada na andlise do espalhamento de raios X de um material a
angulos muito pequenos. Qualquer evento de espalhamento é caracterizado por uma lei
reciproca entre tamanho da particula e angulo de espalhamento (Glatter e Kratky, 1982).

O espalhamento de raios X a baixo angulo tem sido amplamente utilizado para
estudos estruturais de macromoléculas de interesse bioldgico e proteinas (Feigin e Sver-
gun, 1987). Nesta segao, apresentamos as equagoes basicas necessarias para entender os
principios dessa técnica. Informacgoes mais detalhadas podem ser encontradas em livros
didéticos (Glatter e Kratky, 1982; Schmidt, 1995).

Nos experimentos de SAXS, um feixe de raios X policroméatico que sai da fonte
do aparelho atravessa um monocromador responsavel por selecionar uma pequena faixa
de comprimentos de onda da ordem de 0.1 nm aproximadamente. Entao, o feixe mono-
cromatico passa por um colimador com um vetor de onda, /20 , e interage com os elétrons
da amostra fazendo com que os mesmos oscilem senoidalmente. A radiacao emitida de
cada elétron é espalhada, sendo cancelada em algumas dire¢oes e em outras superpostas
(interferéncia construtivas). Quando as ondas interferem construtivamente, a diferenca
de fase entre os feixes espalhados com vetor de onda, ks é considerada pequena. Além
disso, a intensidade do feixe detectado alcanca seu valor maximo para um angulo de espa-
lhamento, 26, conforme ilustra a Figura 16. O espalhamento de raios X a baixos angulos
é considerado como eldstico, pois |ko| = |ks|.

Agora, introduziremos a densidade eletronica, p(7) , como o nimero de elétrons
por unidade de volume na posicao, r , de uma particula que esta fixa no espago. Portanto,

a amplitude de espalhamento total, A(q) , irradiada pelos elétrons, contidas na particula
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Figura 16: FEsquema ilustrativo da medida de SAXS

de volume, V ,é dada pela Transformada de Fourier da densidade eletronica :

A(Q) = A, /V p(7).e T di (2.67)

onde, A, , denota a amplitude de espalhamento de um elétron.
A intensidade espalhada pela particula, Iy(¢) , pode ser mensurada por meio do

produto da amplitude pela amplitude complexa , A(q)*

(@) = A@AG =1 | o). H D (2.68)

onde a intensidade de espalhamento do elétron, I, , pode ser dada pela férmula de Thom-
son, veja ( Laue, 1960). Definimos, p*(7) = [, p(7).p(7 —r #)dr* | como o quadrado da

convolugao (Bracewell, 1986), portanto, a equacao 2.68 se reduz para a equagao (2.69).

Io() = I, / P (F)e ) g (2.69)
\%4

Até agora as consideracoes feitas foram para uma particula fixa no espaco. No
entanto, em sistemas reais, as particulas nao estao fixas. Portanto, devemos tomar a
média sobre todas as orientagoes da particula. No espago reciproco isso é feito tomando-
se a média sobre o angulo sélido 2, o qual leva, (e'@7)q = smq—(rqr)dr , (Debye, 1915) e a

equagao 2.69 se reduz a forma :

sin(qr)

o dr (2.70)

Io(q) = 4 /Ooop(r)
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onde a fungao, p(r) = r?Ap*(r) , é chamada de distribuigao de pares de distancias, e é
uma func¢ao no espago real que fornece informagoes sobre a forma das particulas a partir
da intensidade espalhada Iy(q).

O modelo tratado até agora foi para o espalhamento de uma tnica particula. Para
um sistema de particulas em solucao , aleatoriamente orientadas, a intensidade espalhada

pelo sistema ¢ escrita pela equacao,

I(q) = N(P(q))-{(S(q)) (2.71)

onde N corresponde ao nimero de particulas alvo, e P(q) = (P(q)) e S(q) = (S(q)), sao
os fatores de forma da particula e estrutura, respectivamente.

O fator de forma depende apenas da forma das particulas. Se o sistema for mono-
disperso, a forma das particulas nao muda e P(q) = Iy(¢q). Se o sistema for polidisperso,
o fator de forma incluira a média sobre todas as possiveis formas, tamanhos e densidades
eletronicas das particulas.

O fator de estrutura esta relacionado a interagoes entre particulas e as possiveis
estruturas que elas podem formar. Para sistemas diluidos (nao interagentes), S(q) — 1
e a intensidade espalhada s6 dependerd do fator de forma, I(q) ~ P(q) . Para sistemas
concentrados, S(q) , deve ser levado em conta, a fim de que a intensidade espalhada seja
perfeitamente entendida.

Para a analise de nossos dados de SAXS, levaremos em consideracao a contribuicao
das AgN Ps e biomoleculas do meio de cultura, composto por uma mistura contendo

DMEM e 10% de SFB (v/v), conforme descrito na préxima segao.
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CAPITULO 3

“FEstamos en este mundo para convivir en armonia. Quienes lo saben no luchan entre si”

Gautama Buda
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, serao apresentados os materiais empregados no estudo, como rea-
gentes, meios de cultura, etc, bem como descritas as metodologias utilizadas na preparacao
de todas as amostras, como a sintese das nanoparticulas, cultivos celulares, extragoes me-

tabdlicas, etc.

3.1 Materiais

Células: Macréfagos murinos com designagao RAW 264.7, foram adquiridos da
American Type Culture Collection (ATTC, Manassas, Virginia, United States). Endote-
liais humanas com designacao HUV-EC-C, foram também adquiridas da American Type
Culture Collection. Fibroblasto humano normal designado como FNI, foi obtido em cola-
boragao com o Prof. Durvanei Augusto Maria do Laboratério de Bioquimica e Biofisica do

Instituto Butanta. (Sao Paulo, Sao Paulo , Brasil). Nanoparticulas de prata: AgN Ps,

foi obtida em colaboragao com os Prof. Koiti Araki do Laboratoério de Quimica Supramo-
lecular e Nanotecnologia do Instituto de Quimica - Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo,

Sao Paulo, Brasil). Meio de cultura: Dulbecco’s Modified Fagle Medium (DM EM), foi

adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, United States). Soro fetal bovino inati-
vado/estéril (SFB), foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, United States).
PBS: Phosphate buffered saline, foi adquirido da Sigma-Aldrich Chemical (St. Louis,
Missouri, United States). Hank Balanced Salts: foi adquirido da Sigma-Aldrich Che-

mical (St. Louis, Missouri, United States). Agua ultrapura padrao Milli-Q (Milipore) e

Methanol 1/1 padrao analitico também foram utilizados nos experimentos.
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3.2 Preparacao das amostras

3.2.1 Preparagao do meio de cultura

A solucao de meio de cultura celular estoque foi preparada através da diluicao de 50
mL de SFB em 450 mL de DMEM, obtendo uma solu¢ao na proporgao de (1/10) chamda
DMEM suplementado, que foi utilizada como meio basal para sustentar o crescimento,

proliferacao e diferenciacao das linhagens celulares FN1, HUV-EC-C' e RAW 264.7.

3.2.2 Construgao do banco de células

O processo de construgao do “banco celular padronizado” das linhagens celula-
res endoteliais (HUV-EC-C), fibroblastos (FN1) e macréfagos (RAW 264.7), consiste no
descongelamento das células segundo o protocolo interno do laboratério (LabM?) (ver
Anexo-1) e, em seguida transferidas para fracos de cultura (25 cm? de drea para adesio
celular) contendo DMEM suplementado, e conduzidas para dentro da incubadora com
95% de ar previamente umidificado e filtrado e 5% de diéxido de carbono (CO, ) a tem-
peratura de 37 C°.

Atingida a confluéncia celular (Fiocruz e Guimaraes, 2017), foi realizado o processo
de repique ou passagem (ver Anexo 2), na qual, as células endoteliais e fibroblastos sao
lavadas com solucao PBS (phosphate-buffered saline) e os macréfagos com solugao Hank
Balanced Salts. Apos a lavagem, as células sao submetidas ao processo de “liberagao”
da area de adesao celular. Para isso, as células endoteliais e fibroblastos sao tripsini-
zadas. Entretanto, os macréfagos sao raspados com o uso de uma pequena espatula.
Apos a liberagao, as células sao transferidas para novos frascos de cultura (75 cm? de
area para adesao celular) com adigdo de meio de cultura fresco (Fiocruz e Guimaraes,
2017). Atingida a confluéncia celular novamente, este processo é repetido até 4 vezes para
obtengao da passagem de ntumero 4 (P4), considerando como nimero 0 o momento do
descongelamento.

Posteriormente, estas linhagens celulares foram congelados em 25 vials (ver anexo
2), contendo cada vial aproximadamente 2 x 10° cel, construindo assim, um “banco celular

padronizado”, o qual foi usado em nossas experiéncias.
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3.2.3 Preparacao das nanoparticulas de prata

Dispersoes estaveis de AgIN Ps com 40 nm de diametro médio e de formato esférico,
na concentragao de 27.3 mg/L (250.3 uM) de prata determinada por ICP-OES, foram
sintetizadas utilizando-se uma adaptagao do método Turkevich (Turkevich, et al., 1951).
O método consiste no refluxo da sal de prata com &acido citrico, o qual atua como agente
estabilizador, em solucao aquosa.

Resumidamente, 4.25 mg de nitrato de prata (anhidro > 99.999% base de metais)
foi solubilizado em 100 mL de dgua ultrapura (18 MQ.cm) e aquecida. Em seguida, 1
mL de uma solucao de 4cido citrico com 0.5 mol.L~! (anhidro > 99.5% ) foi adicionado &
solucao de prata fervente, e mantido sob agitacao por 5 minutos. Em seguida, o volume
final da reacao foi deixado para resfriar a temperatura ambiente e em seguida filtrado
através de uma seringa membrana celulose estéril de 0.2 pm. Finalmente, a concentragao
real de prata elementar foi determinada por ICP-OES e armazenada sob refrigeracao a 4
°C. A concentragao final foi determinada baseando-se a uma curva de calibragao preparada

utilizando solugdes de padrao analitico de prata (1000 ppm) em 4cido nitrico.

3.3 Protocolos de preparacao de amostras segundo o tipo estudo

Nesta secao, apresentamos alguns controles especificos para o preparo das amostras
biolégicas. Definimos como controles, protocolos especificos de preparacao de amostras
segundo o tipo de estudo. Estes protocolos serao utilizados para elaborar o arranjo de
concentracoes de AgN Ps em funcao do tempo de exposicao que caracterizam as chamadas
dosagens sub-letais e letais, cruciais para os estudos de caracterizagao das AgN Ps, viabi-
lidade celular e metabolomica com RMN (ver Tabela 4). Desse modo, os resultados aqui

apresentados estao diretamente ligados aos resultados que serao discutidos no capitulo 4.

3.3.1 Caraterizagcao de AgNPs

Para caracterizar as nanoparticulas de prata (AgNPs) em meio de cultura, a

preparagao das amostras passaram por dois controles.
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3.3.1.1 Diluicao da dispersao estoque de AgNPs

Solugoes de AgN Ps em DMEM suplementado foram preparadas nas concentragoes
25,50, 75 e 100 uM que foram previamente determinadas a partir de estudos exploratorios
realizados em nosso laboratoério, discussoes com a equipe de pesquisadores envolvida neste

estudo, além de consultas em artigos e teses relacionadas.

3.3.1.2  Incubagao em diferentes tempos

Ap6s a obtencao das concentracoes, estas foram aliquotadas adicionando 1.5 mL
da amostra em pogos de cultivo para cada ensaio de caracterizagao (SAXS, DLS, potencial
zeta, absor¢ao UV-vis e imagens de turbidez) (Ver Figura 17), e em seguida colocadas
dentro da incubadora, utilizando as mesmas condi¢oes experimentais utilizadas para as
células, e deixadas incubar por 24 e 48 h. Apds a incubacao para cada intervalo de
tempo, as medidas foram realizadas e os dados coletados. As metodologias experimentais

empregadas em cada experimento serao detalhadas nas segoes 3.4.1, 3.4.2, 3.4.3 e 3.4.4.

Potencial-Zeta FTurbides

Amostras

DMEVE-SFB AgNPs (250.3uM) AgNPs 25uM) AgNPs(50uM)  AgNPs (75uM)  AgNPs (100pM)

Figura 17: Estratégia planejada para os estudos da carateriza¢ao das AgNPs em meio
de cultura.

3.3.2 Ensaio de viabilidade celular

Para as experiéncias de viabilidade celular, as células endoteliais, fibroblastos e
macroéfagos passaram por trés etapas distintas a fim de atender adequadamente as de-

mandas experimentais em cada ensaio de caracterizacao.
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3.3.2.1 Descongelamento das células

Inicialmente, as trés linhagens celulares foram descongeladas do “banco padroni-
zado” e colocadas novamente em cultura conforme descrito anteriormente (ver Anexo
2). Atingida a confluéncia apés 48h para um frasco de cultura de (75 em? ), as células
passaram pelo processo de lavagem e liberacao da area de adesao celular para, em se-
guida, serem centrifugadas a fim de remover resquicios do meio de cultura. Ao final deste

processo, as linhagens celulares foram contadas manualmente com o auxilio do hemo-

cel

L’ em 2 mL

citometro, obtendo-se estoques celulares com concentracoes de ~ 4 x 10°

de meio de cultura.

3.3.2.2  Plaqueamento das células

Apoés a obtencao dos estoques celulares para cada linagem, estas foram plaqueadas

de acordo com o tipo de experiencia de viabilidade celular:

e Citotoxicidade : Os efeitos citotéxicos das AgN Ps foram estudados estimando as

taxas de proliferacao celular através de ensaios de contagem em camara Neubauer.
A estratégia experimentalmente foi utilizar 2 (duas) placas de 24 pogos por linhagem

celular. A concentragao de células e volume total para realizar esta experiéncia por

cel

<<, em 24 mL de meio de cultura. Cada

linhagem celular foi de [cel] ~ 2 x 10°

poco de cultivo é re-suspendido com 0.5 mL desta solucao celular.

e Atividade metabdlica celular : O potencial metabdlico celular das células trata-

das com AgN Ps foi avaliado através de ensaios MTT. A estratégia experimental
consistiu em usar 2 (duas) placas de 96 pogos por linhagem celular, sendo utili-

zado somente 30 pogos. A concentragao de células e volume total para realizar esta

cel

=, em 14 mL de meio de

experiéncia por linhagem celular foi de [cel] &~ 1 x 10°
cultura. Cada poco de cultivo é re-suspendido com 0.22 mL desta solucao de células

em meio de cultura.

e Cinética de crescimento celular (CDC) : O levantamento da curva de crescimento

celular em funcao da AgN Ps, obtido através da contagem em camara de Neubauer,
foi realizado em 1 (uma) placa de 96 pogos por linhagem celular, sendo utilizado

somente 72 pocos. A concentracao de células e volume para realizar esta experiéncia
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por linhagem celular foi de [cel] ~ 1 x 10° <L em 16 mL de meio de cultura. Cada

poco de cultivo é re-suspendido com 0.22 mL desta solucao celular.

Apos o plaqueamento para cada estudo, as linhagens celulares permaneceram in-
cubadas por 12 horas para se aderirem aos pocos, antes de iniciar o tratamento com as

AgN Ps.

3.3.2.3  Tratamento das células com (AgNPs)

Apébs as 12 horas de incubagao, o meio de cultura usado foi retirado das placas, e
em seguida aliquotas de 25, 50, 75, 100 e 185 uM de AgN Ps, assim como meio de cultura
suplementado e fresco (controle ou 0 uM) foram adicionadas nos pogos de cultivo, para

cada tipo de ensaio de viabilidade, formando assim, as amostras indicadas pela Figura 18.

Citotoxicidade Atividade metabdlica Cinética de crescimento
celular (MTT) celular (cpc)

Amostras

Controle(0 uM) AgNPs (25uM) AgNPs (50pM) AgNPs(75uM)  AgNPs (100uM) AgNPs (185uM)

Figura 18: Tratamento com as AgN Ps em func¢do das concentragoes (0, 25, 50, 75, 100
e 185 uM) e dos intervalos de tempo de cultivo (24h, 48h, 72h e 96h).

Apo6s o tratamento com as AgN Ps para os trés estudos de viabilidade, as linhagens
celulares (FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7) permaneceram incubadas em diferentes inter-
valos de tempo. Por exemplo, para os ensaios de citotoxicidade com camara de Neubauer
(CCN) e atividade metabdlica (MTT), as linhagens celulares estiveram incubadas por 24

h e 48 h (Figura 18). Entretanto, para levantar a curva de crescimento de cada linhagem
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celular, foram utilizados ensaios de CCN tal que, as linhagens estiveram incubadas por 24
h, 48 h, 72 h e 96 h (Figura 18). Apds, a realizacao dos tratamentos para cada intervalo
de tempo, as medidas experimentais foram feitas e os dados coletados. Esses processos

serao melhor detalhados na secao 3.4.5 e 3.4.6.

3.3.3 Método da metabolomica através da RMN

Para as experiéncias RMN, as trés linagens celulares passaram novamente por

controles para se adequar a estratégia proposta para este estudo.

3.3.3.1 Descongelamento das células

Conforme descrito na segdo anterior (3.3.1), as trés linagens celulares foram des-

congeladas do “banco padronizado” e colocadas em cultura, obtendo-se estoques celulares

cel

~<, em 14 mL de solugao celular.

para cada linhagem, com uma concentracao de 4 x 10°

3.3.3.2  Plaqueamento das células

Apéds a obtencao dos estoques celulares, estas foram plaqueadas em 16 placas de
6 (seis) pogos por linhagem celular. A concentragdo de células e volume estoque para
realizar esta experiéncia foi de, [cel] &~ 3 x 10° T‘;—eé, em 192 mL de meio de cultura, sendo
que cada poco de cultivo contem 2 mL de volume a ser preenchido com a solugao de
células. Novamente conforme descrito na se¢ao anterior (3.3.1), apds o plaqueamento, as

linhagens celulares permaneceram incubadas por 12 horas antes de iniciar o tratamento

com as AgN Ps.

3.3.3.3  Tratamento das células com (AgNPs)

Apébs as 12 h de incubagao, o meio foi retirado das 16 placas e em seguida cinco
concentragoes diferentes de AgN Ps (25, 50, 75, 100 e 185uM), assim como o meio de
cultura suplementado e livre de nanoparticulas (controle ou OuM) (Wong, et al., 2009;
Liu, et al., 2010) foram adicionadas nos pogos de cultivo (ver a Figura 19). Apds o
tratamento para cada linhagem celular (FN1, HUV-E-C e RAW 264.7) com AgNPs |,
dois grupos de oito placas foram divididas. O primeiro grupo permaneceu incubado com

um tempo de exposi¢ao de 24 horas, e o segundo com 48 horas (ver a Figura 19).



16 grupos

Amostras

Controle (0 uM) AgNPs 25uM) AgNPs (50uM) AgNPs(75uM)  AgNPs (100uM) AgNPs (185uM)

Figura 19: Tratamento com as AgN Ps em fun¢ao das concentragoes (0, 25, 50, 75, 100
e 185 uM) e dos intervalos de tempo de cultivo (24 h e 48 h).

Apo0s, a realizacao das experiéncias para cada intervalo de tempo, as amostras

foram coletadas e deu inicio a extragao metabdlica das células e o processo de separacao

do meio de cultura, para cada tipo de linhagem celular. Estes processos serao detalhados

na secao 3.4.7.

Tabela 4: Resumo da estrategia de preparagao de amostras para os estudos de carate-
rizacao, viabilidade celular e metabolomica. A Tabela indica as doses, tempos de incubacdo
e o numero de réplicas de cada dose de AgNPs para cada estudo.

Experimento Doses Incubacao | Replica por | Total de pocgos
(uM) (horas) dose cultivados
Caraterizacao de AgNPs
SAXS 0/25/50/75/100/250.3 24/48 3 36
UV-vis 0/25/50/75/100/250.3 24/48 3 36
DLS 0/25/50/75/100/250.3 24/48 3 36
P.Zeta 0/25/50/75/100/250.3 24/48 3 36
[.Turbidez 0/25/50/75/100/250.3 24/48 3 36
Viabilidade celular
CDC 0/25/50/75/100/185 | 24/48/72/96 3 72
Citotoxicidade | 0/25/50/75/100/185 24/48 4 48
MTT 0/25/50/75/100/185 24/48 5 60
Metabolomica
RMN 0/25/50/75/100/185 | 24/48 | 8 96
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3.4 Métodos Experimentais
3.4.1 Espalhamento de luz dinamico

As medidas de espalhamento de luz dinamico (DLS) foram realizadas no equipa-
mento Zetasizer Malvern, modelo Nano — ZS%, Worcestershire, UK, do Laboratério de
BioMembranas, IFUSP. A cubeta de quartzo de caminho 6tico 10 mm, desenhada para
esse equipamento, foi preenchida com um volume de 1.5 mL da dispersao estoque AgN Ps
(250.3 M), meio de cultura suplementado (10% SFB+DMEM), SFB e DMEM, assim
como as concentragoes de 25, 50, 75 e 100 uM AgN Ps.

As medidas foram realizadas com um angulo fixo de 90°, a uma temperatura de
37°C. A funcéo de auto-correlacio da intensidade da luz espalhada, ¢ (1), da equagao
2.55 (secao 2.7) foi diretamente obtida pelo correlator da Malvern.

A funcdo de auto- correlagio do campo elétrico, gV (7) (equacio 2.54), foi analisada
pelo método dos cumulantes de segunda ordem (Koppel,1975).

O coeficiente de difusao translacional, D , foi obtido pelo programa de aquisigao,
com o uso da equacao 2.55, (I' = D¢?).

Por fim, a dimensao dos centros espalhadores pode ser obtida em termos de um raio
efetivo, com a relagao de Stokes-Einstein (equagdo 2.51). As medidas foram cordialmente

viabilizadas pela Profa Teresa e o Dr. Evandro.

3.4.2 Potencial — zeta

As medidas do potencial-zeta foram realizadas no equipamento Zetasizer Malvern
modelo Nano — ZS*°, Worcestershire, UK, do Laboratério de BioMembranas, IFUSP.
A cubeta de plastico, modelo Folded Capillary-DTS1060 desenhada para esse equipa-
mento, foi preenchida com um volume de 600 ul. da dispersao estoque AgN Ps (250.3
pM), meio de cultura suplementado (10% SFB4+DMEM), SFB e DMEM, assim como as
concentracoes de 25, 50, 75 e 100 uM AgN Ps.

As medidas foram realizadas com um comprimento de onda de 633 nm, com um
angulo de deteccao fixo a 17° e temperatura de 37 °C.

Como mencionado na se¢ao 2.8, a mobilidade eletroforética, u, das particulas que
se movimentam num campo elétrico, foi diretamente coletada pelo equipamento através

da mudanca de frequéncia da luz laser espalhada. Conhecendo-se a mobilidade eletro-
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forética, p , foi possivel calcular o potencial de superficie junto ao plano de cisalhamento
da particula, também chamado de potencial-zeta ({). Para isso, usa-se a aproximagao de
Smoluchowski ( equacao 2.59). As medidas foram cordialmente viabilizadas pela Profa

Teresa e o Dr. Evandro.

3.4.3 Absorcao 6ptica

As medidas de absorcao foram realizadas com o uso de um espectrofotometro,
marca Varian, modelo Cary 50, Santa Clara, CA, EUA, do Laboratério de BioMembranas,
IFUSP. As amostras contendo 1 mL de dispersao foram colocadas em uma cubeta de
quartzo (0.2 x 1.0 ¢m) com caminho ético de 0.2 em. As medidas foram realizadas com
controle de temperatura do tipo Peltier thermostatte , instalado no préprio aparelho,
com precisao de + 0.1 °C. Medimos a absorbancia da dispersao estoque AgN Ps (250.3
M), meio de cultura suplementado (10% SFB+DMEM), SFB e DMEM, assim como as
concentracoes de 25, 50, 75 e 100 uM, com comprimento de onda de luz incidente variando
de 200 a 800 nm e na temperatura 37 °C". As medidas foram cordialmente viabilizadas

pela Profa Teresa e o Dr. Evandro.

3.4.4 Espalhamento de raios X a baixo angulo

As medidas de espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS) foram realizadas
usando o equipamento EMUSAXS Multiuser SAXS, do Laboratério de Fluidos Comple-
xos, IFUSP. As medidas foram cordialmente viabilizadas pelo Prof.Dr. Cristiano L.P de
Oliveira. As amostras contendo 0.4 mL foram mantidas em capilares de quartzo reuti-
lizavel com diametro médio de 1.5 mm.

Medimos a intensidades da radiacao espalhada expressada como uma funcao reci-

sin(6)
A

proca do espago de momento de médulo, ¢ = 47 , da dispersao estoque AgN Ps (250.3
puM) e meio de cultura suplementado (10% SFB+DMEM), assim como das concentragoes
de 25, 50, 75 e 100 uM, na temperatura 37 °C. A funcoes ¢ obtidas foram corrigidas
usando o espalhamento de fundo, capilar vazio e transmissao da amostra, passando pela
posterior normalizagao para escala absoluta usando como padrao a dgua. A radiacao foi
gerada pela fonte GENIX™ (Cu Ko, A=1.54 A )

Para o tratamento dos dados utilizou-se o pacote SUPERSAXS (Oliveira e Peder-

sen, 2009).
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3.4.5 Ensaio calorimétrico MTT

As medidas de MTT foram realizadas no espectrofotometro para leitura de placas
Biotek modelo Power wave X S2, Vermot, EUA, do Laboratério de Imunobiolégicos e
Biofarmacos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, cordialmente viabilizadas
pelo Prof Marco Antonio.

Apbés o tratamento com a prata para cada tempo de exposi¢ao (ver se¢ao 3.3.2),
as placas de 96 pogos, modelo Costar desenhada para esse equipamento, foram lavadas
com PBS até por trés vezes. Realizado a lavagem, 30 pocos de cultivo foram acionados
100 pL de uma solugao 0.574 de MTT. Apds 2 horas de incubagao a 37 °C, a solugao de
MTT foi removida. Os cristais remanescentes de sal formazan insoliveis em agua que se
formaram foram dissolvidas em 100 pl. de DMSO.

As medidas foram realizadas com um comprimento de onda de 570 nm, e tempe-

ratura fixa a 24 °C.

3.4.6 Camara de Neubauer

A etapa de contagem das células, vivas e mortas, foi realizada em uma camara de
Neubauer ou hemocitometro modelo Optik Labor, Germany, do Laboratorio de Microrre-
ologia e Fisiologia Molecular (LabM?), IFUSP.

O processo de contagem das células, tanto nas placas de 24 (estudo de citotoxi-
cidade) como nas de 96 pogos (estudo de cinética de crescimento), é baseado segundo
o protocolo de contagem do Laboratério (LabM?) (ver anexo 3). Aliquotas de 50 uL
da solucao de células com meio de cultura suplementado, assim como nas concentragoes
de 25, 50, 75, 100 e 185 uM de AgN Ps, foram recolhidas e utilizadas para preencher a
camara de Neubauer. Em seguida, foi realizada a contagem das células nos quadrantes

superior e inferior, obedecendo a equagao (2.49) mostrada na secao 2.6.

3.4.7 Extracao metaboldlica

Antes da realizacao das experiéncias de RM N, as amostras de células tratadas
com AgN Ps conforme descrito na secao 3.3.3, passaram pelo processo de ”extragao me-
tabdlica”’ responsavel pela lise das macroestruturas celulares até suas componentes mole-

culares béasicas, como os acidos organicos, aminoacidos e lipideos de baixo peso molecular
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(até 100 Da). Nessa etapa, foi seguido um protocolo elaborado em nosso Laboratério
(LabM?) (ver anexo 4) (Huifeng, et al., 2008). Foi coletado e tratado todo material resul-
tante do processo das passagens, ou seja, as células com seus respectivos meios de cultura

(ver Figura 20).
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Figura 20: Esquemas de coleta das células e dos respectivos meios de cultura, apos o
tratamento com AgNPs. Cada esquema deve ser considerado triplicado uma vez que
foram utilizadas 3 (trés) linhagens celulares no trabalho: FN1, HUV-EC-C ¢ RAW 264.7

por experiéncia de RMN.

Inicialmente, os_meios de cultura sdo coletados e centrifugados 2 (duas) vezes a

fim de precipitar células que nao estavam aderidas ao substrato. Em seguida, separam-se
os sobrenadantes contendo apenas o meio para serem acondicionados em ependorfes de 2
mL préprios para liofiliza¢ao (vials) e armazenados no ultra-freezer (-70°C).

As células resultantes, com e sem tratamento de AgN Ps sao, pela tdltima vez,
lavadas com PBS e tripsinizadas para também passar pela centrifuga a fim de remover

resquicios do meio de cultura. Este processo é executado 3 (trés) vezes para garantir
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que sejam retidas apenas células em ependorfes de 2 mL. Apds o processo de purificacao
por lavagens, adicionam-se 0.5 mL de solugao metanol/agua gelada na propor¢ao (1/1) e
homogeneizar levemente.

Na etapa seguinte, a suspensao celular em dgua/metanol, passa pelo tratamento
com ultrassom que contribui para a lise das mesmas resultando no processo conhecido
como “extragao metabdlica” (Huifeng, et al., 2008) onde o produto final é um composto
de moléculas organicas de baixo peso molecular (aproximadamente, 100 Da), chamadas
metabolitos, que foram os objetos de andlise por ressonancia magnética nuclear. Final-
mente, esta solu¢ao passou pela centrifugacao a (4°C e 2200 r.p.m. durante 90 min), e se
coletou os sobrenadastes resultantes que sao acondicionados nos ependorfes e armazenados
no ultra-freezer.

A etapa final de preparacao das amostras de ressonancia, extrato celular e meios,
envolve o processo de liofilizacao durante aproximadamente 24 h no laboratério de Imu-
nobioldgicos e Biofarmacos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP.

Uma vez finalizado o processo de liofilizacao, os extratos resultantes das amostras
celulares e meios de cultura, sao ressuspendidos com solugoes DSS (padrao de referencia
do deslocamento quimico; 4,4-dimethyl-4-silapentanel-sulfonic acid) em dgua deuterada
(D50), nas concentragoes de 5.0 mM para meios de cultura e 0.5 mM para extratos
celulares. O volume destas solugoes adicionado aos extratos de células e meios de cultura,
foi de 0,5 mL para cada tipo de amostra. Em seguida, as amostras sao transferidas para
tubos de ressonancia (5 mm) e analisadas imediatamente no espectrometro de ressonancia

magnética.

3.4.8 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de prétons ('H-

RMN)

As medidas de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RM N) foram
realizadas num espectrometro de marca Varian para amostras liquidas (California, USA),
instalado no Laboratério de Quimica e Manufaturados do Centro de unidade de negécio
e Bionanomanufatura, IPT. O equipamento apresenta trés canais e gradientes de campo
pulsado, acoplado a uma sonda de ressonancia tripla de 5 mm (H!, C'3, N'5) operando

com uma frequéncia constante de 400 MHz para o isétopo 1H (préton).
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3.4.8.1 Aquisi¢cao dos espectros de RMN

Em geral, os espectros RMN das amostras de extratos celulares e meios de cultura,
foram obtidos em um campo magnético de 9.4 T" e uma frequéncia de 400 M Hz a 25°C,
utilizando a combinagao de sequéncia de pulsos PRESAT+NOESY-1D (Le Guennec et al.,
2017) e saturagao de dgua residual. Adicionalmente, o tempo de saturagao de 1.0 s, pulsos
de excitacao (t,(90°)) de 7.5 us, tempo de mistura (¢,, ) de 150 ms, e aproximadamente
2 s de pulso seletivo de saturagao agua aplicado a 4.7 ppm respectivamente ao DSS. Para
as amostras de extrato celular, a janela espectral (sw) de 10 ppm, com 16384 pontos
complexos e 1228 transitorios per sinal, foi equivalente a aproximadamente duas horas e
meia de aquisicao por amostra. Para as amostras de meio de cultura, a janela espectral
(sw) de 12ppm, com 38460 pontos complexos e 164 transitérios per sinal, foi equivalente
a aproximadamente 16 minutos de aquisi¢ao por amostra.

A homogeneizacao do campo magnético por meio de procedimentos de shimming
foi realizada antes de cada aquisigao para garantir uma resolucao espectral adequada para
alcancar a largura da linha a valores de meia altura (LWHH) do DSS na faixa de 0.5 a
1.5 Hz para as amostras. As razoes espectrais de sinal-ruido (SNRs) foram calculadas
e utilizadas para determinar o nivel de incerteza das medigoes que resultaram em 383 +

230 e 6375 £ 2508, respectivamente, para extratos celulares e meio de cultura.

3.4.8.2  Processamento dos espectros de RMN

Apoés a obtencao dos sinais FIDs de RM N, o processamento e a extracao de da-
dos gerados foi realizado no software Chenomz NMR Suite () Copyright 2009 - 2021
Chenomz Inc). Podemos dividir em 4 (quatro) agdes o processamento dos sinais até se
obterem os espectros analisdveis, resumidas e descritas a seguir: (1) aplicar filtro ex-
ponencial de 0.3 Hz na transformada de Fourier (“Line Broadening”) para suavizar os
espectros o que equivale a aumentar matematicamente a razao sinal/ruido, (2) ajustar a
fase ( “Phase correction” ) para garantir que o espectro esteja em modo absortivo, (3)
aplicar a corre¢ao de linha de base (“Baseline correction”) e (4) normalizar os espectros
para garantir os requisitos da analise: primeiro, o deslocamento quimico no eixo-X foi
ajustado, definindo a sinal de DSS em 0 ppm e ajustando a area do DSS a concentragao

correspondente nas amostras, ou seja, 0.5 mM para extratos celulares e 5.0 mM para
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meio de cultura. A segunda normalizacao foi realizada através da determinacao da area
total no intervalo de 0.7-8.6 ppm (ndo foi considerado a sinal da dgua), e dividindo as
suas intensidades pelas areas correspondentes.

Estas agoes de normalizagao evitam a) problemas relativos a alteragoes no pH
da amostra, que poderiam mudar a posicao de deslocamento quimico das linhas de alta
resolucdo e pequenas alteragoes no ganho do espectrometro de ressonancia (primeira nor-
malizacao); e b) mudangas na massa liofilizada dos extratos celulares e meio de cultura a
partir da eventual variabilidade biologica que poderiam influenciar nos valores das areas

metabdlicas nos espectros (segunda normalizacao) (Bloise et al. 2020).

3.4.8.3  Identificacao de metabolitos

Apos o tratamento dos FIDs e gerar os espectros, a identificacao das linhas de
alta resolucao e a determinagao das respectivas areas associadas as moléculas, obtida
de maneira relativa a partir da area dos sinais que compoem os espectros, foi realizada

através de ajustes dos sinais por meio de fungoes do tipo lorentzianas e/ou gaussianas.

3.4.9 Anadlise multivariada

Os dados de entrada para a analise multivariada correspondem a pequenas porcoes
de dreas, organizadas em uma forma matricial (“matriz multivariada”), calculadas sob
as linhas de alta resolucao através ajustes por func¢oes matematicas conforme descrito
anteriormente (se¢ao 3.4.8.3).

O tratamento multivariado dos resultados de 'H-RMN foi realizado através do soft-
ware SIMCA-P (Umetrics™ | trial license, Malmo, Sweden) utilizando o método PLS-DA,
Partial Least Squares - Discriminant Analysis, disponivel no médulo Statistical Analysis.

Os modelos gerados foram obtidos para 4 (quatro) componentes, com nivel de
confianca de 95% e um nivel de significancia de 0.05 atribuido as elipses T2 Hotelling
(Wu et al. 2010). Foram analisados os gréficos deScore plots que indicam as tendéncias
de amostras semelhantes representadas como grupos de pontos no espaco de coordena-
das 2D através das (Comp. 1 vs. Comp. 2; Comp. 1 vs. Comp. 3; Comp. 2 vs.
Comp. 3). Varidveis de importancia na Projegao ( VIP score), responsaveis por mostrar

os metabodlitos classificadores (ou dreas) em ordem descendente, foram cuidadosamente
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analisadas para proceder as andlises estatisticas univariadas necessarias para estabelecer

a relevancia estatistica do método multivariado.

3.4.10 Anadlise univariada

Os resultados da anélise multivariada foram testados para estabelecer um parametro
numérico que comprove sua significancia estatistica (p < 0.05) utilizando o software Mini-
tab (Minitab Inc., institutional license, State College, PA). Nesta etapa, o método univari-
ado paramétrico ANOVA acoplado a Fisher-test e nao paramétrico Kruskal-Wallis, foram
utilizados de acordo com a normalidade dos dados previamente determinada através do

teste Anderson-Darling assumindo hipétese nula como uma distribuicao normal.
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4 RESULTADOS

Neste capitulo apresentamos os resultados obtidos nesta tese e as discussoes sobre
os mesmos. Esta secao foi dividida em trés partes: na primeira, estudamos a caracte-
rizacao das propriedades morfo-elétricas da dispersao das nanoparticulas de prata em meio
de cultura celular suplementado (DMEM alta-glicose com 10% soro fetal Bovino)(segao
4.1); na segunda parte, analisamos o efeito de citotoxicidade das Ag/N Ps sobre as células
através de estudos de viabilidade celular (segao 4.2). Finalmente, na terceira parte, ve-
rificamos e identificamos as cadeias de eventos metabdlicos desencadeados pelos modelos

celulares quando submetidos ao tratamento com AgN Ps (se¢ao 4.3).

4.1 Caracterizagao das Nanoparticulas de prata (AgN Ps)

Embora a citotoxicidade inerente das Ag/N Ps estar sendo empregada como agente
terapéutico (Nguyen, et al 2021), recentes trabalhos mostram que mudangas metabdlicas
em células relacionadas com efeitos citotoxicos de AgN Ps, sao dependentes da biodis-
tribuicao e da captacao celular (Lategan et al., 2019), esta ultima dependente de pro-
priedades fisicas das Ag/N Ps como tamanho, forma, composicao e estado de agregacao
(Park et al., 2011). Logo, é esperado que nas diferentes solugoes de AgN Ps em meio de
cultura deste trabalho, as biomoléculas do meio envoltas na superficie destas particulas,
provoquem mudangas nas propriedades morfo-elétricas e, portanto, no comportamento to-
xicologico e uptake celular. Foram entao realizados ensaios de caracterizacao das AgN Ps
em meio de cultura, apos 24 e 48 h de incubacao em uma incubadora com 95% de ar previ-
amente umidificado e filtrado e 5% de diéxido de carbono (C'O; ) a temperatura de 37°C,
através de espalhamento de luz dinamico (DLS), espalhamento de luz a baixos angulos
(SAXS), absorbancia UV-vis, potencial-zeta ({) e imagens de turbidez para determinagao

da forma, diametro médio e estabilidade das nanoparticula.
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4.1.1  Caracterizagao de AgNPs em citrato

Os principais resultados da caracterizagao morfo-elétrica para o estoque de AgNPs-
Citrate = 250.3 uM em &dgua ultra pura (18 MQ.cm), apds 24 e 48 horas de incubagao a
temperatura de 37°C', através de experiéncias do diametro médio, potencial-zeta, absor¢ao

UV-vis e SAXS, estao resumidos na Figura 21.
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Figura 21: Caracterizagao morfo-elétrica para o estoque de nanoparticulas (AgNPs-
Citrate=250.3uM diluida em dgua ultra pura), apds 24 e 48 horas de incubagdo a tempe-
ratura de 37°C, obtida através de experiéncias de SAXS (A), DLS (B), absor¢ao UV-vis
(C) e potencial de superficie zeta (D)

Da Figura 21 e Tabela 5, pode-se ver que apos a incubacgao por 24 e 48h, as AgNPs-
citrato nao apresentam mudancas significativas em sua caraterizagao morfo-elétrica com o
tempo. Das experiéncias de SAXS a forma da funcao de densidade eletrénica p(r) indicam
que as nanoparticulas apresentam uma forma esférica, com um raio médio de ~ 17.0 +
2 nm (Figura 21-A). A microscopia de transmissao eletronica mostrado no gréfico I(q)
Vs q(A) esta de acordo com este resultado, mostrando aglomerados de prata formando
estruturas aproximadamente esférica com diametros de 36 nm. Observa-se no painel
inferior de DLS ( Figura 21.B ) que essa reprodutibilidade medida da forma esférica para
o estoque das, [AgN Ps] = 250.3 uM, é acompanhado com diametros médios definidos
de 41.7 £ 0.8 nm, além da baixa dispersao com valor do indice de polidispersidade,

PDI, estimado em 0.14 £ 0.01 sugerindo monodispersidade dos aglomerados de prata.
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Outro parametro a ser considerado diz respeito a estabilidade dos clusters de AgIN Ps. As
figuras 21-C e 21-D, sao mostrados os espectro de absor¢cao UV-Vis e o valor de potencial
superficie zeta medidos para o estoque das AgN Ps. Observa-se que as nanoparticulas
apresentam uma banda no intervalo entre 300 e 500 nm com forte absorbancia em torno
de 429 nm, que é carateristica das transicoes de niveis eletronicos dos pontos Ag" para
Ag" (Zhang et al., 2016). De acordo com esta informagao e com o valor médio do potencial
superficie zeta de -33.6 + 0.7 mV', podemos demonstrar que o estoque apresenta agregados
de dtomos de prata com uma alta estabilidade coloidal (ndo agregacao), atribuida a ligagao
superficial do citrato agindo como um revestimento de superficie estabilizador.

A caracterizagao morfo-eléctrica de 10% Soro Fetal Bovino (SFB) em 4gua ultra
pura, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) e 10% SFB em DMEM (proporgao
1/10), todas essas solugbes incubadas a 37°C' por 24 e 48 horas de, foram caraterizadas

através de experiéncias do diametro médio, potencial-zeta, absorbancia UV-vis e SAXS.

4.1.2  Caracterizagao do soro fetal bovino (SFB)

Para 10% de SFB em dgua ultra pura apos 24 e 48 horas de incubacao, o grafico de
diametro médio em funcao de intensidade (figura 22-A), mostra distribui¢oes de tamanho
multimodal de 1 a 1300 nm, com picos de intensidade maxima para particulas em torno
de 51 e 300 nm e outros de intensidade menor a 5 e 1300 nm.

Os picos indicam uma distribui¢ao de tamanho larga, compativel com o alto valor
de PDI < 0.70 tanto para 24 e 48 h (ver Tabela 5), sugerindo uma distribuigdo poli-
dispersiva de aglomerados moleculares. Este resultado é esperado para o SFB composto
por proteinas de diferentes pesos moleculares e tamanhos como a albumina, globulina
e hemoglobina. A principal componente proteica do SFB é a albumina, com 65 wt%
em comparagdo com as outras proteinas (Waghmare, et al., 2018). Albumina tem peso
molecular de 69 kDa e uma distribui¢do de tamanho bimodal (Sasidharan, et al 2015)
que, em conjunto junto com as globulinas tipo « (151 kDa), § (15 kDa) e v (150-380
kDa), assim como a hemoglobina (64.5 kDa), contribuem para a distribui¢ao de tamanho
multimodal (Aurica Precupas, et al., 2022; Rajendran e Prakash, 1993), conforme também
mostrado em nossos resultados. A distribuicao de carga superficial para o arranjo de
10% SFB, Figura 22-B, apresenta um potencial de superficie zeta negativo com baixo

desvio padrao estimado em -13.9 +£2.6 mV tanto para 24 e 48h de incubagao (Tabela 5).
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Figura 22: Caracterizagcao morfo-eléctrica para o soro fetal bovino (SFB) diluido em dgua
ultra pura na propor¢ao 1/10, apds 24 e 48 horas de incubagao a temperatura de 37°C),
obtida através de experiéncias de DLS (A), potencial de superficie zeta (B) e absor¢ao
UV-vis (C).

Potenciais de superficie zeta foram reportados para albumina e v globulina em PBS com
valores de -12.8 mV e +5.5 mV (Sasidharan, et al 2015). Por conseguinte, é provéavel que
os outros grupos protéicos apresentem cargas superficiais negativas em seus componentes
para neutralizar a carga da v globulina. O espectro de absor¢ao do SFB (10%) em 24 e 48
horas de incubacao, mostrado na Figura 22-C, apresenta uma banda de absor¢ao com um
pico largo e de forte absorbancia em torno de 280 nm caracteristico da absor¢cao UV-Vis
dos residuos intrinsecos de triptofano e tirosina presentes nas proteinas ( Xiangrong, et
al., 2021). Por outro lado, um pico de menor absorbancia em torno de 414 nm é observado

caracteristico das porfirinas da hemoglobina (Bohemia, et al., 2016).

4.1.3  Caracterizacao de DMEM alta-glicose

Em contraste as caracterizacoes anteriores, os resultados encontrados para DMEM
alta glicose puro, resumidos na Figura 23, indicam um padrao morfo elétrico distinto. No
caso da morfologia, o diametro em fungao de intensidade (Figura 23-A), mostra um pico
de intensidade maxima para particulas com diametros médios em torno de 0.31 £ 0.03 nm

tanto para 24 e 48 h de incubacao. Medidas de potencial zeta para o arranjo também foram
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feitas, no entanto, os resultados nao mostraram a existéncia efetiva de potencial superficial
de carga. Através dos resultados pode-se dizer que os aminodcidos, sais inorganicos e
vitaminas presentes no DMEM, nao interagem entre si para formar aglomerados, estando,
muito provavelmente, distribuidos na agua ultra pura como moléculas individuais. O
espectro de absor¢ao do DMEM, Figura 23-B, mostra bandas de absorcao com um pico
de absorbancia em torno de 280 nm, caracteristico do aminoacido triptofano, e dois picos
menores centrados em 415 e 560 nm correspondentes a solugao de vermelho fenol usado

com indicador de pH (Li, et al., 2017).
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Figura 23: Caracterizagiao morfo-eléctrica para o meio de cultura celular (DMEM), apds
24 e 48 horas de incubacdo a temperatura de 37°C', obtida através de experiéncias de DLS
(A) e absor¢ao UV-vis (B).

4.1.4  Caracterizagao do meio de cultura suplementado (DMEM+410% SFB)

Os resultados de caracterizacao de 10% SFB em DMEM em relagao aos encontrados
para SFB em agua ultra pura, indicam claramente que os componentes biomoleculares pre-
sentes no DMEM estao interagindo com o complexo proteico albumina/globulina/hemoglobina,
mudando sua caracteristica morfo-elétrica. Para 24 horas de incubagao, foi observado um
aumento nos diametros médios da distribuicao de tamanho multimodal do arranjo albu-
mina/globulina/hemoglobina. Foram observados valores de 10 e 56 nm para os picos de
maior intensidade e em 365 e 1304 nm paras os picos de menor intensidade em relacao ao
SFB em agua conforme evidenciado pela Figura 24-A.

O valor calculado para PDI de 0.90 £ 0.02, sugere uma distribuigao poli-dispersiva

de aglomerados. Adicionalmente, para 48 horas de incubagao, pode-se ver que os valores
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Figura 24: Caracterizagdo morfo-elétrica para o soro fetal bovino (SFB) diluido em meio
de cultura celular (DMEM) na propor¢ao de 1/10, apds 24 e 48 horas de incubagdo a
temperatura de 37°C', obtida através de experiéncias de DLS (A), SAXS (B), potencial de
superficie zeta (C) e absor¢ao UV-vis (D).

de diametros médios apresentaram um aumento em relacao a 24 horas. Este resultado é
compativel com aqueles encontrados nas experiencias de SAXS, onde a func¢ao de intensi-
dade de espalhamento I(q) e densidade eletronica p(r), Figura 24-B, indica claramente a
evolucao temporal de tamanhos e formas, com valores de raio variando de 3-10 nm para
24 h e de 4 para 15 nm para 48 h. Este resultado sugere uma interacao dinamica das
biomoléculas de DMEM com complexo proteico albumina/globulina/hemoglobina.

A experiéncia de potencial zeta, Figura 24-C, mostra uma redugao do potencial
de superficie estimado em - 6.37 £2.80 mV em relacao ao SFB em agua, entretanto, no
tempo de incubacao de 24 para 48 h, este potencial nao apresentou mudancas. O espectro
de absorcao UV-vis, Figura 24-D, mostra a superposicao de absorbancias caracteristicas
do triptofano presentes nas proteinas do SFB e no DMEM em torno de 280 nm, além de
também mostrar bandas de absorc¢ao correspondentes do vermelho fenol (560, 415 nm) e
porfirinas da hemoglobina (414 nm). Em relagao aos tempos de incubagao, estes espectros
nao mostraram mudancas. Estes resultados, indicam que embora tenha-se uma evolucao

temporal nos tamanhos dos complexos proteicos/biomoleculas-DMEM, estes sao estaveis
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sem apresentar agregacao.

Tabela 5: Resumo dos principais resultados obtidos de caraterizacao para o estoque de
AgNPs-Citrate (250.3 uM ), soro fetal bovino (SFB), DMEM e 10% SFB diluido em
DMEM, obtidos através de absorcao Uv-vis, SAXS, DLS e zeta-potencial, apos 24 e 48
horas de incubacao.

Tempo de incubacao

Amostras 24 horas

UV-vis SAXS DLS PDI Potencial Zeta

A(nm) r(nm) D, (nm) ¢ (mV)
AgNPs-citrate 429 £ 2 | 17.0 £20 | 41.7+ 0.8 | 0.14 £ 0.01 -33.6 £ 0.7
SFB 280 £ 1 D.M 0.70 £ 0.40 -13.9 £ 26
DMEM 560 £ 2 0.31 £ 0.23 | 0.10 = 0.01 n.i
10% SFB4+DMEM | 280 + 2 | 3.0 = 1.0 D.M 0.90 £ 0.02 -6.37 £ 2.80

48 horas

AgNPs-citrate 430 £ 3 | 180 £ 1.0 | 41.0 £ 0.5 | 0.10 £ 0.02 -33.3 £ 0.33
SFB 280 £ 2 D.M 0.80 £ 0.10 -13.3 £ 1.3
DMEM 560 £ 1 0.32 £ 0.18 | 0.10 = 0.01 n.i
10% SFB4+DMEM | 280 + 2 | 4.0 = 5.0 D.M 0.96 £ 0.03 -7.14 £ 0.30

PDI < 0.1 geralmente indica mono- dispersividade, enquanto os valores do PDI > 0.5 reflete distribuigoes
polidispersas (Carrola et al. 2016). As abreviagdes D.M e n.i indicam distribui¢do multimodal e néo
identificado

4.1.5 Interagao AgNPs - 10% SFB+DMEM e formagao de coronas

Experiéncias para determinagao do diametro médio, potencial-zeta, absorcao UV-
vis e SAXS, resumidos nas Figuras 25 e 26, tiveram por objetivo investigar a dinamica de
ligacao molecular quando AgNPs-citrate (250.3 uM) sao diluidas em 10% SEFB+ DM EM
para se obter as concentragoes de 25, 50, 75 e 100 uM AgN Ps posteriormente tratadas
durante 24 e 48 horas na incubadora de células.

Nos gréficos da Figura 25-A, 24h a esquerda e 48h a direita, podemos mostrar que
a regiao de 300 nm a 550 nm, o estoque de AgNPs-Citrate (linha preta) é responsédvel
pela maior absorcao de luz em relagao a absor¢gao do vermelho fenol e porfirinas do meio
suplementado (linha rosa). Logo, nesta regiao, os resultados analisados refletem, basica-
mente, as absorbancias das solugoes de AgNPs com meio suplementado nas concentracoes
25, 50, 75, 100 uM apds 24 e 48 horas de incubagao, além da propria solucao estoque.

Com o aumento das concentragoes de AgN Ps (25, 50, 75 e 100 M) das solugoes,
é possivel verificar que estas apresentam bandas de absorcao aproximadamente em torno

de 431 nm, indicando que nao ocorre um deslocamento hipsocromico (deslocamento azul



99

24h deincubacao 48h deincubacéo
— +10% SFB+DMEM —— AgNPs-Citrato — 50uM — 100puM
(A) 12 12 |
;, 10 | 5 10,
g 08, g 08|
& os. € 06 ]
g 04 . g 04 |
0.2 \_/\/ < 02
00 \“——/\—q 00 4 : : . :
300 350 400 450 500 300 350 400 450 500
(B) Comprimento de onda (nm) Comptimento de onda (nm)
10° 1 07 1 100 | 071
T 101 4 2 o051 T 10t { ) 2 05
5 B 5 3
T 101 < 03 T 107 < 03 {
— o —_ o
102 4 103
01 | 01 |
1 4 104
103 102 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
q [nr] r [nm] r [nm]

Figura 25: Resultados de absor¢ao UV-vis (A) e SAXS (B) para AgNPs-Citrate diluido
em meio de cultura celular (10% SFB em DMEM) para a obtencdo das concentragoes
molar 25, 50, 75 e 100 uM de AgNPs, apos 24 e 48 horas de incubagao a temperatura de
37°C. As curvas para o estoque de AgNps e DMEM suplementado com SFB também sao
mostrados nos mesmos graficos para fins de comparag¢ao.

ou vermelho) da banda de absorcao caracteristica da nanoparticula em relagao ao estoque
(cor preta). A intensidade de absorbéancia do sistema nesta regido aumenta com aumento
da concentracao de AgNPs, fato ja esperado uma vez que hd uma maior quantidade de
nanoparticulas de prata no meio de cultura absorvendo luz UV-Vis. Resultados de SAXS,
apresentados na Figura 25-B, indicam o mesmo comportamento apds 24 e 48 horas de
incubagao, com intensidades de espalhamentos I(g) e bandas da fungdo de densidade
p(r) para 25, 50, 75, e 100 uM similares em relagdo a banda do estoque AgNPs-citrato
(curva preta), mostrando raios de ~ 17-18 nm aparentemente estaveis (ver Tabela 6).
Interessantemente, existe uma banda pequena de p(r) ao redor de 5 nm tanto para 24
como 48 de incubagao, que provavelmente tem sua origem no arranjo das proteinas albu-
mina/globulina/hemoglobina caracteristico do SFB (cor rosa) que, conforme aumentam
as concentracoes de AgN Ps, a banda se torna menos aparente como é esperado devido a
densidade eletronica muito maior das AgN Ps.

Nos graficos da Figura 26-A, 24h a esquerda e 48h a direita, para as solugoes
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AgNPs-Citrato (cor preta) e SFB+DMEM (cor rosa), observa-se que o pico caracteristico
do diametro médio da AgNPs-Citrato (41 nm) apresenta maior intensidade em relacao ao
pico de intensidade maxima de SFB+DMEM em torno de 56 nm. Analisando os graficos
de diametro em fungao da intensidade para as solugoes de AgNPs 25, 50, 75 e 100 uM
apds 24 e 48 horas de incubagao (Figura 26 A da esquerda e direita), podemos ver uma
distribuicao de tamanho multimodal similar a de SFB+DMEM que vai desaparecendo
a medida que a concentracao de AgNPs vai aumentando para formar uma distribuicao
unimodal. O pico de maior intensidade que se desloca para valores de diametros maio-
res, conforme mostrado para as quatro concentragoes molares, vai mascarando o padrao

caracteristico de distribuigoes de diametro das nanoparticulas de prata.
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Figura 26: Resultados de DLS (A), potencial zeta (B), e imagens de turbidez (C) para
AgNPs-Citrato diluido em meio de cultura celular (10% SFB em DMEM) para a obtengéao
da concentracao molar de 25, 50, 75 e 100 uM de AgNPs, apds 24 e 48 horas de incubacdo
a temperatura de 37°C. Os valores para nanoparticulas de estoque e DMEM suplementado
também sao mostrados nos mesmos grdaficos para fins de comparacao.

Analisando o comportamento das curvas apos 24 horas de incubacao, graficos da
Figura 26-A e Tabela 6, podemos ver que as concentragoes de 25 e 50 pM indicam uma

tendéncia de crescimento do diametro médio em comparagao ao estoque de AgNPs-citrate,
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resultando em valores de 90.8 £ 11.0 nm e 88.5 £ 10.9 nm, além de indice de polidisper-
sidade, PDI, estimado em 0,34 + 0,08. As maiores concentragoes, 75 e 100 uM, tiveram
seus diametros médios (e desvio padrao) reduzidos, porém ainda maiores que AgN Ps em
citrato de sdédio. O padrao de comportamento do diametro médio apds 48 horas reproduz
a tendéncia geral encontrada apds 24 horas de incubacao, onde os valores encontrados,
partindo-se da menor concentracao, foi 190,6 £+ 5,9 nm para 25 uM, até o maior de 78,0
+ 1,7 nm para 100 uM, além do, PDI, estimado em 0,48 + 0,02. Essa tendéncia de
variacao dos diametros médios em 48 horas quando contrastado com os tamanhos em 24
horas, mostra que o tempo de incubacao é uma variavel importante a ser considerada nas
analises.

Os graficos da Figura 26-B, 24h a esquerda e 48h a direita, mostram os resultados
das medidas de potencial zeta para 25, 50, 75 e 100 uM apds 24 e 48 horas de incubagao.
Os resultados mostram um perfil de potencial zeta diferente das misturas em comparacao
ao estoque de AgNPs-citrate (cor preta), mas similar com SFB-DMEM livre de nano-
particulas (cor rosa), que se mantem & medida que a concentragdo de Ag/N Ps aumenta.
Podemos inferir a partir dos graficos da Figura 26-B e Tabela 6, que os valores de potencial
zeta para cada concentracao de AgN Ps, sao similares ao SFB-DMEM em torno de -5.4
+ 2.8 mV, indicando que as componentes do meio de cultura influenciam nos resultados.
Embora a estabilidade, ou coesao, das Ag/N Ps nao possa ser verificada pelas experiéncias
do potencial de superficie zeta, imagens de turbidez para 25, 50, 75 e 100 uM apds 24 e
48 horas de incubacao, indicam visualmente nao haver qualquer mudanga no estado de
agregacao dos clusters de ions de prata (Figura 26-C).

Nossos resultados SAXS, espectroscopia de absorcao UV-vis, DLZ e potencial de
superficie zeta mostraram que o estoque de nanoparticulas, isto é, aquelas diluidas em
citrato de sédio e dgua ultra pura (AgNPs-Citrato), apresentam aglomerados (ou cluters)
de prata, homogeneamente bem distribuidos, alta estabilidade e com uma distribuicao de
nicleos quase-esféricos de raio 41 nm.

A dispersao do estoque Citrato-AgNPs em 10% SFB+DMEM para a obtencao
das diferentes concentracoes molares de nanoparticula, 25, 50, 75 e 100 uM, revelam um
comportamento interessante das propriedades morfo-elétricas dos agregados de prata. E
sabido que experiéncias de absorcao UV-vis e SAXS sao técnicas muito tuteis para as in-

vestigagoes dos mecanismos de formagao e crescimento de nanoparticulas (Mourdikoudis,
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Tabela 6: Resumo dos principais resultados obtidos de absorcao Uv-vis, SAXS, DLS e
potencial de superficie zeta para AgNPs-Citrato diluido em meio de cultura celular (10%
SFB em DMEM) para a obteng¢ao da concentragio molar de 25, 50, 75 e 100 uM de

AgNPs, apds 24 e 48 horas de incubacao.

Tempo de incubagao
AgNPs 24 horas
(uM ) UV-vis SAXS DLS PDI Potencial Zeta
A(nm) r(nm) D, (nm) ¢ (mV)
25 431 £ 2.0 | 13.1 £8.0 | 90.82 + 11.05 | 0.34 £ 0.08 -6.70 £+ 1.26
50 432 £ 3.0 | 13.4 £ 5.0 | 88.52 &+ 19.93 | 0.26 £ 0.02 -7.30 4= 1.48
75 430 £ 4.0 | 13.8 £3.0| 57.29 &+ 1.25 | 0.28 £ 0.01 -5.98 £+ 1.27
100 429 £ 2.0 | 13.0 £ 3.0 | 61.41 £1.20 | 0.24 =+ 0.01 -6.26 £ 1.23
48 horas
25 430 £ 4.0 | 124 £ 1.0 | 190.60 &+ 5.86 | 0.48 £ 0.02 -1.83 £+ 0.33
50 428 + 3.0 | 13.6 £4.0 | 141.43 + 2.00 | 0.25 & 0.01 -3.37 £ 0.34
75 434 £ 2.0 | 13.7 £4.0| 97.56 & 1.58 | 0.16 £ 0.01 -4.68 £+ 1.40
100 431 £3.0|13.0 £3.0| 78.04 £1.74 | 0.12 £ 0.02 -3.44 £+ 0.30

PDI < 0.1 geralmente indica mono- dispersividade, enquanto os valores do PDI na faixa 0.1 — 0.4 ou >
0.4 reflete distribui¢oes de tamanho polidispersa moderada (Carrola et al. 2016).

et al. 2018). Por exemplo, Garcia et al. 2020 e Paramelle et al. 2014, demonstraram que
o incremento no tamanho das nanoparticulas esta fortemente relacionado com um maior
espalhamento (I(¢q)) e com mudangas de deslocamento da banda de absorbancia maior
conhecida como (red-shiffting). Os resultados SAXS e absorbancia UV-vis relativos as
concentragoes de 25, 50, 75 e 100 M, mostraram que as fungoes 1(q) e p(r) e as bandas
de absorbancia UV-vis maximas, nao apresentaram mudancas significativas de maior es-
palhamento e de deslocamento (red-shiffting) em relagdo ao resultado encontrado para o
estoque Cirtate-AgNPs. Este comportamento indica que os diametros das nanoparticulas
de prata permanecem monodispersos, mesmo apds 24 e 48 horas de incubacao em 10%
SFB+DMEM.

Em contraste, resultados de DLS parecem indicar que o diametro hidrodinamicos
do nicleo das nanoparticulas de prata, aumentaram apds 24 e 48 horas de incubagao nas
solugoes de AgN Ps em meio de cultura suplementado nas concentragoes de 25, 50, 75
e 100 uM. As diferencas de tamanhos observados pelo SAXS e absorbancia UV-vis em
relacao aos resultados de DLS apds os periodos de incubagao, nao sao necessariamente uma
discordancia entre os resultados, porém revelam o mecanismo de evolucao do crescimento
de uma nova bio-nanoparticulas. O espalhamento de raios X a baixos angulos e a espec-

troscopia de absorbancia UV-vis relacionam o contraste gerado pela densidade eletronica e



103

pelos elétrons de condugao entre as nanoparticulas e o meio de cultura suplementado (10%
SFB+DMEM) (Li e Lee, 2016, Zhang et al., 2016). Portanto, como o contraste ¢ muito
maior para a prata do que para as proteinas albumina/globulina/hemoglobina presentes
no meio de cultura suplementado, SAXS e absorbancia UV-vis, detecta majoritariamente
os diametros dos ntcleos duros das nanoparticulas de prata. O espalhamento de luz
dindmica (DLS) quantifica o coeficiente médio de difusdo das particulas, isto é, quanto
maior a particula mais lenta sua difusdo (Almatroudi, 2020). O aumento dos diametros
hidrodinamicos vistos no DLS em funcao da concentracao é uma forte indicacao que a
adigdo do complexo proteico albumina/globulina/hemoglobina/biomoléculas-DMEM es-
tabelece uma forte interacao com as nanoparticulas de prata (AgNPs-citrato) levando a
formagcao de ”coronas” constituidas por proteinas, aminoacidos, vitaminas e sais organicos
ao redor das NPs, causando um aumento sistematico de seus respectivos tamanhos.

Estudos tém reportado (Neagu et al., 2017; Sasidharan et al., 2015) que a adsor¢ao
de moléculas biolégicas podem causar alteracoes nas propriedades fisico-quimicas das na-
noparticulas, tais como tamanho, forma e estado de agregacao e, portanto, altera sua in-
teracao com sistemas celulares in vitro . No entanto, para o sistema proteinas/DMEM /AgNPs-
citrate, os dados de absorcao UV-vis e SAXS demonstraram claramente que nao ha
agregagao e variagdo do diametro do ntcleo dos clusters de fons de prata (hard-core)
que permaneceu em 40 nm. A estrutura e composicao das coronas depende do tempo de
interagdo e da abundancia dos componentes moleculares disponiveis (Hasen e Andreas,
2015). A partir dos resultados de DLS, verificou-se que o tamanho médio das estruturas
coronas apresentou uma tendéncia de crescimento conforme decrescem as concentragoes
das solugoes. Este resultado estd de acordo com o volume de meio de cultura suplemen-
tado utilizado que foi maior para as baixas concentragoes (25 e 50 uM) e menor para
as altas (75 e 100 uM). Os resultados de DLS também revelaram que o tamanho médio
das coronas cresce com o tempo de incubacao para cada concentracao de AgN Ps. Essa
tendéncia de aumentar os diametros médios em 48 horas quando comparada a 24 horas,
pode estar relacionada com a maior adsorcao de moléculas ao longo do tempo, podendo
assumir que o tempo de incubacao é uma variavel importante a ser considerada para
descrever o tamanho das coronas de material bioldgico.

Por outro lado, é interessante observar que tanto a adicao de volumes maiores ou

menores de meio de cultura suplementado aos agregados de prata para formar as solugoes



104

(25 € 50 uM) e (75 e 100 M), respectivamente, induziram mudangas no diametro médio
enquanto o potencial de superficie zeta permaneceu praticamente constante e semelhante
ao medido para 10% SFB4+DMEM, sugerindo uma baixa estabilidade das estruturas coro-
nas formadas. Imagens de turbidez e resultados das medidas de absor¢ao UV-vis mostra-
ram um efeito contrario com arranjos sem se agregarem e permanecendo estaveis, tanto
para 24 e 48 horas de incubacao. Uma explicacao plausivel poderia ser que o efeito de pro-
porcao entre as cargas presentes em [SFB+DMEM /AgNPs-citrate|, tal que SFB+DMEM
apresenta uma maior quantidade de cargas em relacao ao AgNPs-citrate que é capaz de
blindar completamente a superficie externa de cargas negativas da NPs. Este efeito de
blindagem é praticamente constante com o tempo conforme mostrou o comportamento
do potencial zeta em ambos os periodos de incubagao.

A fim de investigar a interagao e adsorgao entre as biomoléculas do soro fetal bovino
(SEB) e do meio de cultura (DMEM), compostas basicamente de proteinas, aminoécidos
e vitaminas, com as nanoparticulas de prata, foram preparadas solugoes separadas de
SEFB e DMEM para formar as concentragoes 25, 50, 75 e 100 uM com AgN Ps, posterior-
mente incubadas por 24 e 48 horas (ver Figura suplementar em anexo 5). A observagao
geral mais relevante obtida a partir dos resultados de DLS, potencial zeta, absor¢cao UV-
vis e imagens de turbidez estabelece que a adigao de SFB nas concentragoes testadas
nao mostraram a adsorcao de proteinas na superficie da nanoparticula para formar a
nova identidade biolégica (formacao de coronas), enquanto, independentemente da com-
posicao quimica das moléculas, o DMEM desencadeou aglomeragao réapida e irreversivel
com AgN Ps. Interessantemente, os resultados tanto para baixas como altas concentracoes
da diluicao das nanoparticulas de prata com 10% SFB+DMEM, mostraram a formacao
de coronas estaveis com o tempo. Ligantes estabilizantes hidrofilicos para nanoparticulas
sao preferidos no uso terapéutico por sua alta solubilidade em agua (Fratoddi, 2018). No
entanto, grupos de estudo tém reportado que a superficie hidrofilica dos ligantes como,
por exemplo, o citrato utilizado neste trabalho, pode levar a formagao de camadas de
agua ao redor das particulas, o que as tornaria mais inacessiveis para moléculas como
proteinas (Stonnik et al., 1995). De fato, Sasidharan et al., 2015, mostraram uma forte
interacao entre a albumina humana e o acido lipdico, ao invés do citrato utilizado na
estabilizagao das AgNPs. Em contrapartida, foi postulado que a excessiva adsor¢ao de

moléculas biolégicas na superficies das nanoparticulas pode mudar a estabilidade coloidal
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para formar sistemas que apresentam tendéncias de agregacao, conforme relatado para
o caso do fibrinogénio revestido com nanotubos de carbono, nanoparticulas de prata e
ouro com grande quantidade de carga positiva na sua superficie (De Paoli, et al. 2014)
(Abhilash, et al. 2015; Huang, et al., 2016). Este resultado nos sugere que as moléculas
carregadas positivamente no DMEM (sais inorganicas, vitaminas ou aminodcidos) estao
interagindo eletrostaticamente com a superficie negativa das Ag/N Ps gerando atracao en-
tre elas, e mudando a estabilidade coloidal do arranjo para um sistema que apresenta
tendéncias para agregacao. Trabalhos tém mostrado que ligantes hidrofilicos, como o
citrato, perdem a condicao de absorver agua em condigoes com altas concentragoes de
sais (Florin, et al 1984) como aquelas encontradas no DMEM devido a presenga dos sais
inorgéanicas de sua composigao. Adicionalmente, (Gonzales-Garcia, et al 2022), tém mos-
trado que os diferentes ligantes quimicos nas superficies das coronas proteicas, influenciam
significativamente em sua composi¢ao. Portanto, é possivel supor que na situacao onde a
solucao 10% SFB+DMEM ¢ utilizada como solvente, as primeiras moléculas a se aderirem
as superficies das AgNPs, formando uma superficie quimica carregada positivamente, sao
possivelmente os diferentes sais inorganicos presentes no DMEM. Em seguida, esta nova
camada absorve as diferentes proteinas do soro fetal bovino e os aminoacidos encontrados
no DMEM através de interagoes de origem coulombianas ou hidrofébicas.

A albumina é a proteina em maior quantidade encontrada no SFB (aproxima-
damente 65% da composigao proteica total) e pode se ligar reversivelmente a diversos
ligantes (Moman et al. 2022). De fato, estudos tém mostrado que em conjunto com a =y
globulina, hemoglobina e outras proteinas de baixo peso molecular, ela apresenta a maior
quantidade de adsorcao na superficie de nanoparticulas para formar a corona molecular
(Gonzales-Garcia, et al 2022, Xiangrong, et al., 2021, Li, et al., 2017). Comparando os
resultados DLS e SAXS de nosso trabalho, pode-se estimar a espessura da corona rica em
moléculas bioldgicas ao redor das nanoparticulas, uma vez que o complexo AgNPs-citrate
mantem o mesmo tamanho médio durante todo o processo de formacao das coronas. Po-
demos estimar essa espessura a partir da diferenca entre os valores de raios hidrodinamicos

(Rifra—agnps)) (Tabela 6) e (Riagnps—citrate])(Tabela 5), segundo a equacao (4.1)

ARCOT’OTLG = R[Hd—AgNPs] - R[AgNPs—citrate] (41)

Estas camadas biomoleculares apresentam uma redugao em seus respectivos valores
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de espessura conforme aumentam-se as concentragoes de AgN Ps, de 49.1 + 6.3 até 15.6
+ 4.6 nm para 24 horas, e de 148.9 4+ 5.9 até 36.3 £+ 2.5 nm para 48 horas de incubagao
(ver tabela 7).

Tabela 7: Valores de espessura da corona rica em moléculas bioldgicas obtidos para 25,
50, 75 e 100 uM de AgNPs, apos 24 e 48 horas de incubagao.

Tempo de incubacgao
‘éfle)P S 24 horas 48 horas
ARcorona ( nm) ARcorona ( nm)
25 49.1 £ 6.3 148.9 £ 5.9
50 46.8 £+ 2.1 99.7 £ 4.1
75 15.6 + 4.6 55.9.2 + 3.5
100 19.7 + 3.9 36.3 £ 2.5

A corona de ligagao forte (hard corona) é a primeira camada que se estabelece
firmemente, e ligada quase que irreversivelmente, entre as AgNPs e as biomoléculas. De
fato Lundqvist, et al. 2008 tém demonstrado que a hard corona repousa fortemente ligada
a superficie das nanoparticulas por mais tempo. Sobre a corona dura, encontram-se as
camadas macias (soft corona) que também sdo compostas por outras biomoléculas que
apresentam mudangas dindmicas no tempo (Pearson, et al. 2014). Possivelmente, este
aumento na espessura das coronas entre 24 e 48 horas de incubagao para cada concentragao
de nanoparticulas (25, 50, 75 e 100 uM de AgN Ps), esteja associada com essas moléculas
que formam essas camadas mais macias.

Apesar destes resultados importantes sobre a caracterizacao das Ag/N Ps e formagao
das coronas, recentes estudos tém reportado que as AgNPs podem induzir alteracoes con-
formacionais na estrutura secundéria e terciaria das biomoléculas que sao adsorvidas em
sua superficie (Jaiswal et al., 2020), revelando que tais modifica¢bes podem causar redugao
na internalizagao das AgN Ps pelas células. Por exemplo, Yan et al. 2013 mostraram que
a interacao entre nanoparticulas de polimero e o SFB, resultou na completa desnaturacao
da albumina do soro causando reducao de eficiéncia na internalizacao das AgNPs para
dentro das células monociticas. Também ¢é importante mencionar que estas mudancas nas
estruturas das biomoléculas poderia causar morte celular por desnutricao uma vez que
neste trabalho utilizamos DMEM suplementado com 10% de SFB.

Uma vez que alteracoes nas propriedades morfo-elétricas das AgNPs bem como

mudancas na disposicao espacial das biomoléculas em torno destas, levando a formacao
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das estruturas coronas, sao importantes para a interacao destas entidades com as células,
experiéncias de espectroscopia de absorcao UV-vis, fluorescéncia estatica e resolvida no
tempo foram empregadas para estudar essas estruturas em maiores detalhes. No entanto,
¢ importante mencionar que os resultados adicionais gerados neste projeto de Doutorado,
nao fazem parte desta tese, porém serao apresentados num terceiro artigo. A priori, os
resultados nao mostraram mudancas estruturais significativas nas componentes adsor-
vidas na superficie das nanoparticulas. Nesse sentido, introduzimos o conceito de um
nano transportador de coronas baseado na interacao AgNPs-citrato com biomoléculas
nao toxicas usadas no crescimento celular, isto é, a solucao 10% SFB+DMEM, as quais
se mostraram altamente compativeis no sentido de nao modificar a forma, tamanho, com-
posicao ou estado de agregacao do nicleo das nanoparticulas, tanto para 24 e 48 horas de
exposi¢ao nas diferentes concentragoes testadas. Além disso, as coronas formadas apre-
sentaram uma alta estabilidade sem agregacao entre elas com o tempo, embora tenham
aumentado o diametro hidrodinamico em cada concentracao.

Na segao seguinte sao apresentados resultados da absorcao celular dos complexos
corona biomolecular (AgNPs-citrato/10% SFB+DMEM) pelas células que participam na
regeneragao e reparagao tecidual como os fibroblastos (FN1), as células endoteliais de
cordao umbilical (HUV-EC-C) e os macréfagos (RAW 264.7), nas doses de 25, 50, 75, 100,
and 185 pM, incubadas durante intervalos de tempo previamente determinados. Nosso
objetivo é demonstrar que a citotoxicidade inerente das AgN Ps complexadas (coronas
biolégicas) pode ser utilizada para controlar a taxa de eventos celulares desencadeados
durante o processo de cicatrizagao de feridas cutaneas e, para tanto, é imperativo uma
compreensao basica sobre o crescimento celular e os eventos metabdlicos associados a
exposicao pela prata, estes ultimos, descritos por meio de vias metabdlicas especificas de
maneira qualitativa (identificacao das vias) e quantitativa (percentuais de variacao dos

metabdlitos envolvidos em cada via).
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4.2 Estudo de viabilidade celular com Bio-AgNPs

Nesta secao, apresentamos os resultados dos ensaios citotoxicos padronizados efe-
tuados sobre as trés linhagens de células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7, tratadas com
as nanoparticulas de prata. As células foram expostas a um conjunto planejado de do-
ses AgNPs em 10% SFB+DMEM durante diferentes tempos de incubagao e os efeitos
de crescimento celular e de citotoxicidade foram avaliados. Com base nesses primeiros
ensaios exploratorios, informacgoes relevantes sobre os intervalos de concentragoes molar
das AgNPs e tempos de incubacgao foram obtidos e usados para estabelecer o conjunto
de condigoes otimizadas para os experimentos de RMN para estudar, de maneira mais
direcionada, as principais alteragoes metabdlicas desencadeadas pelo tratamento das na-

noparticulas em cada linhagem.

4.2.1 Experiéncias de cinética de crescimento celular (CDC)

O crescimento celular é definido como o aumento coordenado de todos os consti-
tuintes celulares. Durante esta fase, na qual nutrientes essenciais devem estar presentes,
as células dividem-se e a populacao cresce com uma taxa especifica de crescimento maxima,
(1) (Durén et al. 2014). Apés a fase de crescimento celular, ocorre a perda irreversivel da
capacidade de divisao celular (morte celular). Isso origina um decréscimo na concentragao
de células viaveis da populacao ao longo do tempo. Durante essa fase, ocorre um declinio
da taxa especifica méxima de crescimento (7) (Singh, 2015). A seguir, apresentamos as
curvas de crescimento das células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 na auséncia e presenca
das AgNPs.

Como pode ser visto na Figura 27, resultados de CDC obtidas através da contagem
em camara de Neubauer, foram organizados por concentragoes (0, 25, 50, 75, 100 e 185
puM) e mostrados em painéis separados. Cada painel contém todas as linhagens diferen-
ciadas por simbolos (circulos vermelhos, quadrados verdes e diamantes azuis) e tempos
de incubacao por 24, 48, 72 e 96 horas para otimizar a apresentacao dos resultados. A
partir das analises destes painéis, podemos ter um primeiro vislumbre de como a citotoxi-
cidade das AgN Ps afeta o tempo de vida regular das células nao tratadas, permitindo-nos
estimar as taxas de proliferagao, ou 7 (s7) (Durdn et al. 2014).

Analisando o comportamento das curvas apresentadas na Figura 27, na auséncia
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de nanoparticulas (0 puM), verifica-se que as linhagens FN1 e HUV-EC-C apresentam
comportamento similar de proliferacao até 48 horas, seguido por uma clara redugao na
populacao de células que pode ser associada com o esgotamento dos nutrientes do meio de
cultura e pelo processo natural de morte celular por competigao de espaco ou acumulo de
metabdlitos citotéxicos. Por outro lado, para a linhagem RAW 264.7, o maximo parece
ocorrer mais tarde, em aproximadamente 72 horas e, em seguida, comeca a decrescer pelas

mesmas razoes descritas anteriormente.
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Figura 27: Curva de crescimento celular, obtido através da contagem de Neubauer, para
células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 na auséncia e presenca de concentragoes de AgNPs
com um tempo de incubacao de 24, 48, 72 e 96 horas.

A fim de considerar apenas os efeitos da morte induzidos pela citotoxicidade das na-
noparticulas de prata, a regiao de mortalidade natural das células foi separada das anélises
posteriores. Portanto, a andlise de citotoxicidade para FN1 e HUVEC sera considerada
para tempos < 48 horas e, para células RAW 264.7, tempos < 72 horas. Assumida esta
condicao, podemos ajustar as curvas dependentes do tempo e, assim, estimar as taxas de
expansao (7 > 0) e reducao (7 < 0) das populagdes de células em fungao da concentracao
molar, permitindo-nos definir faixas de citotoxicidade AgNPs.

O comportamento dos dados na Figura 27 revela ainda que quando as nano-
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particulas de prata nas concentracoes de 25, 50, 75, 100 e 185 uM sao administradas,
as respostas citotoxicas mostradas por FN1 e HUV-E-C nas primeiras 48 horas, onde as
células estao se expandindo naturalmente, indica uma diminuicao continua nas taxas de
expansao e uma tendéncia crescente de morte celular. Conforme mostrado na Tabela 8, as
células da linhagem FN1 apresentam valores negativos para as taxas ja da primeira con-
centracao de [AgNPs|=25 M, enquanto o HUV-EC-C mostra os mesmos valores negativos
para [AgNPs] > 50 uM, demonstrando uma sensibilidade menor aos efeitos citotéxicos
das AgNPs quando comparada a FN1. De fato, as células HUV-EC-C mostraram citoto-
xicidade pronunciada em concentragoes superiores a 75 uM, especialmente acima de 100

1M onde ambas as células FN1 e HUV-EC-C apresentaram comportamentos semelhantes.

Tabela 8: Valores das taxas de proliferacio, ou T (s7'), para as linagens celulares na
auséncia e presenca de concentracoes de AgNPs com um tempo de incubacdao de 0-48 para

FN1, HUV-EC-C e, 0-72 horas para RAW 26/.7.

AgNPs Tempo de incubacao
FN1 (0-48 horas) | HUV-EC-C (0-48 horas) | RAW 264.7 (0-72 horas)
At (s (s (s
0 0.019 + 0.003 0.047 = 0.003 0.029 + 0.001
25 -0.058 £ 0.005 0.023 £ 0.004 0.028 + 0.003
20 -0.060 £ 0.001 0.019 £ 0.001 0.026 £ 0.001
75 -0.045 £+ 0.001 -0.046 £ 0.005 0.020 £ 0.001
100 -0.042 £+ 0.001 -0.033 £+ 0.001 0.015 £ 0.002
185 -0.025 £ 0.003 -0.023 £ 0.002 -0.027 £ 0.003

A mesma resposta citotoxica nao ocorre para o caso dos macréfagos RAW 264.7
onde, somente apds as primeiras 72 horas do intervalo de 25 <[AgNPs] < 100 uM, as
células tenderam a apresentar uma reducao nas taxas de expansao com o aumento da
concentracao de AgNPs, mostrando sempre valores positivos de 7 com 0.028, 0.026, 0.020,
e 0.015 s™', até tornarem-se negativos apenas para [AgNPs] > 185 uM (Tabela 8). Este
comportamento sugere que as células RAW 264.7 tem uma maior tolerancia as nano-
particulas de prata durante os periodos de incubacao testados, demonstrando que esta
linhagem é mais resiliente aos efeitos citotdxicos que as linhagens FN1 e HUV-EC-C. O
conjunto destes resultados mostra que o potencial genético da célula é um ponto impor-
tante a ser levado em consideragao, ja que a composigao da biomolécula-AgNPs (secao
4.1.5) e as condigbes do crescimento foram as mesmas para as trés linhagens celulares.

Este resultado é consistente com os resultados de Pratsinis et al. 2006, que observaram
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um efeito citotoxico depois de 72 horas de incubacao dos macréfagos com nanoparticulas
de prata em baixas concentracoes.

Finalmente, para concluir esta sub-secao, embora os macréfagos RAW 264.7 esta-
rem se expandindo até 72 horas de incubacao, optamos por nao utilizar este tempo na
andlise dos estudos, devido a questoes relativas aos critérios experimentais adotados neste

trabalho.

4.2.2 Analise de Morfologia e area Celular

O estudo para avaliar as alteracoes morfolégicas nas células FN1, HUV-E-C e RAW
264.7, foram realizados através um conjunto representativo de imagens microscopicas
coletadas apos a exposicao das células a 25, 50, 75 e 100 uM de AgNPs por 24 e 48 horas
de incubacao. Assumimos que as células foram caracterizadas individualmente como
discos cujos diametros foram obtidos através de um microscépio e escalimetro, tomando
até 10 células por grupo. A partir desses valores, as dreas celulares superficiais em p m?
foram calculadas em funcao das doses e tempo.

A partir das imagens microscopicas mostradas na Figura 28-A, quando as linha-
gens celulares FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 sao expostas a diferentes concentragoes de
AgNPs por 24 e 48 horas, podemos ver que as células se desprendem do substrato e ocorre
a formacao de corpos apoptéticos a medida que a concentragao das AgNPs aumenta, in-
dicando que o efeito citotéxico das nanoparticulas estd impactando sobre o metabolismo
celular normal ou basal das células. Adicionalmente, da Figura 28-B, pode-se ver que,
em média, os valores das areas celulares superficiais calculado para as linhagens FN1 e
HUV-EC-C, tendem a decrescer em funcao da concentracao e do tempo. Por outro lado,
esses valores obtidos para a linhagem RAW 264.7, tendem a apresentar um ligeiro au-
mento quando a concentracao de AgNPs e o tempo de tratamento, aumenta. Conforme
sumarizado na Figura 28, os intervalos de concentracao de AgNPs onde as mudangas mor-
folégicas e da area celular ocorrem sao diferentes entre as linhagens celulares, mostrando
que cada uma delas apresenta resiliéncia celular caracteristica contra os efeitos citotéxicos
das AgNPs, resultado que esta de acordo com aqueles obtidos anteriormente dos ensaios
de CDC. Portanto, a definicao de regioes de baixa e alta toxicidade para cada linhagem

de célula é relevante para estes estudos.
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Figura 28: (A)Microscopias dpticas mostrando os aspectos morfoldgicos das linhagens
celulares RAW 264.7, HUV-EC-C' e FN1, apos a exposicao com diferentes concentragoes
de AgNPs por 24 e 48 horas de incubagdo (painéis superiores esquerdo e direito); (B)
Valores médios de drea celular em funcao de concentracoes molares e tempos de exposicao
para as linhagens RAW 264,7(diamantes azuis), HUV-EC-C (quadrados verdes) e FN1
(circulos vermelhos). As fotos microscopias foram obtidas em wm microscopio invertido
Leica MC170HD com ampliagao z10.
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4.2.3 Efeito de citotoxicidade dependente dose-resposta induzida por bio-

AgNPs

Os efeitos citotoxicos induzidos pelas nanoparticulas de prata sobre as linhagens
celulares FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 apds a exposicao por 24 e 48 horas sob incubacao,
foram avaliados através de ensaios envolvendo contagem celular em camara de Neubauer
e MTT que geraram resultados importantes sobre as taxas de proliferacao e a atividade
metabodlica celular. A analise dos resultados obtidos proporcionaram ainda o computo
da concentragao efetiva de nanoparticula (EC50) capaz de matar 50% de células para
cada linhagem, que colaborou com a definicao das regioes de baixa e alta toxicidade,
respectivamente, denominadas como doses sub-letais e letais.

Analisando os graficos de “N..;s x AgNPs” e “absorbancia x AgNPs” com 24 e 48
horas de incubacao celular, resumidos nos resultados dos ensaios de camara Neubauer e
MTT (Figura 29-A e 29-B), podemos ver que as linhagens celulares RAW 264.7, HUV-
EV-C e FN1, apresentam comportamentos semelhantes para as curvas de dose-resposta
descritas em termos das células vidveis. A medida que a concentracao de AgNPs aumenta
no meio de cultura, observamos uma diminuicao sistematica na populagao de células
vidveis através do decrescimento dos valores de N.s (Figura 29-A) e da absorbancia
(Figura 29-B). A determinacao da porcentagem de decrescimento na populagao celular
para cada concentragao em relagdo ao controle (auséncia de nanoparticulas), assim como
a obtencao da concentracao efetiva, EC50, foram obtidas a partir da curvas de “N_.g s x
AgNPs” e da “absorbancia x AgNPs” (ver Tabela 9 e 10). Para obtengao dos valores
de EC50 para cada linhagem, foi utilizado o método de regressao logistica das curvas de
MTT. Para o caso das células da linhagem FN1, os valores de EC50 foram 78.5 £+ 3.0
e 50.0 £ 1.7 uM para 24 e 48 horas, respectivamente, resultando numa porcentagem de
decrescimento na populagao celular (N,.;) de aproximadamente 46-56% em comparagao
ao caso controle ao considerarmos ambos os tempos de incubac@o (ver Tabela 9 e 10).
Entretanto, as células da linhagem HUV-EC-C apresentaram EC50 de 60.0 + 4.0 e 49.6 +
2.4 uM para 24 e 48 horas, respectivamente, reduzindo o nimero de células vidaveis N s
entre 47-57% em relagao ao controle (ver Tabela 9 e 10). Os valores de EC50 calculados
para células da linhagem RAW 264.7 foram 72.9 + 5.2 e 53.5 &+ 3.7 uM, apresentando uma
diminuicao de aproximadamente 45% na proliferacao celular em comparacao com o RAW

264.7 na auséncia de AgNPs para ambos tempos de incubacao (ver Tabela 9 ¢ 10). Por
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outro lado, podemos observar uma tendéncia geral de EC5094, > EC504g, confirmando
novamente a dependéncia do tempo e, portanto, sustentando a premissa ja observada nos
ensaios de camara Neubauer (Figura 29-A) de que ambos os mecanismos citotdxicos estao

presentes.

Figura 29: O nudmero de células vidveis contadas através de ensaios (A) camara de
Neubauer e (B) MTT sdo mostradas em func¢ao das concentra¢ées molares de AgNPs
para as linhagens RAW 264,7(diamantes azuis), HUV-EC-C (quadrados verdes) e FN1
(circulos vermelhos) por 24 e 48 h de exposi¢ao. Os parametros EC50 também foram
incluidos neste grafico.

Com base nos resultados de EC50 e das porcentagens de decrescimento celular,
foram definidas as zonas de baixa e alta toxicidade (ou letalidade). A primeira zona ou
regiao, chamada sub-letal, foi definida uniformemente para as trés linhagens celulares

como aquela em que as concentracoes de [AgNPs|< 75 uM em 24 horas e [AgNPs|< 50
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1M em 48 horas, resultando em uma diminui¢ao média das populacoes celulares entre 5

a 40% em relagdo ao controle (ver Tabela 9 e 10).

Tabela 9: Resumo dos parametros morfoldgicos calculados para as bio-AgNPs e linagens
celulares a partir das andlises de caraterizacao morfo-elétrica e viabilidade celular, em

funcao da concentracao apos 24 horas de incubagcao do arranjo.

Tempo de incubacgao
Linhagem | AgNPs 24 horas
NAgNPs VAgNPs Ncell Acell vidveis EC50 Zona
(uM) | (x10%0) | (x1073um?) | (x10%) | (um?) || cells (%) | (uM)
0 0 0 9.3 51.1 100 no letal
25 0.5 0.38 10.0 52.2 || 108 118% no letal
FN1 50 1.0 0.35 8.5 40.7 || 91 | _10% subletal
75 1.5 0.10 4.1 27.1 || 44 | _s6% | (485 | referencia
100 2.0 0.12 2.4 16.6 26 | _749 letal
185 3.7 n.i 1.5 n.i 16 | _g49 letal
0 0 0 8.0 40.1 100 no letal
25 0.5 0.38 6.9 39.1 86 _14% subletal
HUV-E- 50 1.0 0.35 6.3 35.9 78] _99% subletal
C 75 1.5 0.10 3.4 32.8 || 43 _s57% | 160.0 | [referéncia
100 2.0 0.12 3.0 30.9 37] _63% letal
185 3.7 n.i 0.8 n.i 10 | _go% letal
0 0 0 6.3 14.1 100 no letal
25 0.5 0.38 5.1 14.9 81] _19% subletal
RAW 50 1.0 0.35 4.6 15.5 73] 979 subletal
264.7 75 1.5 0.10 3.5 18.8 || 55)_45% | [72.9 | referéncia
100 2.0 0.12 2.5 19.2 39] 1% letal
185 3.7 n.i 0.1 n.i 2] _98% letal

As abreviagoes N, V e A indicam numero de células ou nanoparticulas, volume e drea.

A segunda zona, denominada letal, foi definida para doses maiores do que aquelas
sub-letais para os tempos correspondentes, resultando em uma diminuicao média das
populagoes celulares entre 51-95% em relac¢ao ao controle (Tabela 9 e 10).

Na Tabela 9 e 10, também sao apresentadas as estimativas para os valores de N,
caracterizadas como discos cujas areas superficiais foram obtidas anteriormente, assim
como uma estimativa do niimero de nanoparticulas em cada concentracao que interage com
os discos celulares. Cabe relembrar que as AgNPs estabilizadas em citrato, apresentaram
uma forma aproximadamente esférica e raios hidrodinamicos R[y4—agnps), Obtidos dos
resultados de DLS (Tabela 6), que permaneceram constantes, porém a espessura da corona

biomolecular aumenta com a concentragao de prata. Os valores de N4y ps, foram obtidos
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proporcionalmente utilizando-se as caracteristicas de sintese das nanoparticulas de estoque

aproximadamente 1 x 10'* NPs/L a 250.3 pM.

Tabela 10: Resumo dos parametros morfologicos calculados para as bio-AgNPs e linagens
celulares a partir das andlises de caraterizacao morfo-elétrica e viabilidade celular, em

funcao da concentracao apos 48 horas de incubagcao do arranjo.

Tempo de incubacgao
Linhagem | AgNPs 48 horas
NAgNPs VAgNPs Ncell Acell vigveis EC50 Zona
(uM) | (x10'0) | (x1073um?3) | (x105) | (um?) || cells (%) | (uM)
0 0 0 10.0 50.1 100 no letal
25 0.5 4.12 8.5 42.2 || 85 | _159 subletal
FN1 50 1.0 1.30 5.3 28.7 || 53 |_47% | [50.0 | referéncia
75 1.5 0.46 3.6 28.3 || 36 | _gu% letal
100 2.0 0.16 2.3 20.4 || 23 |_779 letal
185 3.7 n.i 0.7 n.i 71 _93% letal
0 0 0 7.3 40.5 100 no letal
25 0.5 4.12 5.2 39.7 71 _99% subletal
HUV-E- 50 1.0 1.30 3.9 37.8 || 53|_479 | [49.6] | [referéncia
C 75 1.5 0.46 2.7 16.6 36 _64% letal
100 2.0 0.16 1.9 15.25 || 26]_749 letal
185 3.7 n.i 0.3 n.i 4 | _96% letal
0 0 0 9.5 14.4 100 no letal
25 0.5 4.12 7.0 14.2 731 _97% subletal
RAW 50 1.0 1.30 5.3 16.2 || 55)_459 | 1535 | referéncia
264.7 75 1.5 0.46 4.7 18.1 49] 519 letal
100 2.0 0.16 2.8 17.7 | 290 _719 letal
185 3.7 n.i 0.1 n.i 1] _g9% letal

As abreviagoes N, V e A indicam numero de células ou nanoparticulas, volume e drea.

Abordando os aspectos de viabilidade induzidos pelas bio-estruturas de AgNPs
(bio-AgNPs) apresentados nesta se¢ao, mudangas importantes foram observadas nas linha-
gens FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 no que se refere aos aspectos de morfologia, da area
celular e de decrescimento na populagao celular devido a citotoxicidade quando o niimero
das AgNPs aumenta e a corona biomolecular decresce na solucao de 10% SFB+DMEM.
Apesar deste trabalho nao realizar experiéncias especificas para definir o mecanismo que
desencadeia a citotoxicidade das AgNPs, estudos indicam que este tem sua origem no
processo de internalizacao ou uptake das bio-nanoparticulas pelas células, o que nos pos-

sibilita propor a seguinte explicacao: uma vez que as bio-AgNPs sao sempre as mesmas
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(A) (B)

SFB+DMEM

Figura 30: Modelos ilustrativos: (A) da interagdo entre as AgNPs e biomoléculas do meio
de cultura suplementado para a formag¢ao da nova entidade bio-AgNPs, e (B) do processo
de internalizacao dessas nas células através da interacao com as proteinas receptoras da
membrana celular.

utilizadas com todas as linhagens celulares, isto é, elas sao caracterizadas com tendo a
mesma quantidade de nanoparticulas de prata e com a mesma espessura de corona bio-
molecular, ou diametro esférico para cada concentracao molar em DMEM suplementado
(ver a Figura 30-A e Tabela 9 e 10), entao poderiamos esperar que a influéncia destas
bio-estruturas seja de possuir afinidades especificas em suas respectivas proteinas recep-
toras sobre as proteinas da membrana celular (Ma et al., 2020; Cui et al., 2021), conforme
ilustrado na Figura 30-B. Assim, as alteracoes observadas nos parametros celulares apre-
sentados nas Tabelas 9 e 10 podem estar associados a citotoxicidade das AgNPs através

do mecanismo de ingestao das células e da liberagao posterior de ions de prata dentro do
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citosol que desencadeiam o mecanismo citotoxico identificado como sendo do tipo dose e
tempo dependentes (Ver Figura 30).

Como esperdavamos, a citotoxicidade avaliada a partir da contagem de Neubauer e
dos ensaios MTT parece depender da populacao de células viaveis que estao internalizando
as estruturas de bio-AgNPs de tal forma que, quando o nimero de destas aumenta em
funcao da concentracao, a interacao com as proteinas receptoras na membrana celular
(Ma et al., 2020; Cui et al., 2021) é mais ativa e, portanto, a probabilidade de ingestao
de nanoparticulas para o interior da célula pode ser maior.

As caracteristicas morfo-elétricas das bio-AgNPs relacionadas ao tamanho, for-
mato quase esférico, bem como o potencial de superficie levemente negativo e cons-
tante, sao variaveis importantes que parecem definir o grau de penetrabilidade das bio-
nanoparticulas para o interior das células justificando-se como fatores-chave em estudos
citotéxicos (Park et al., 2011). Os dados obtidos dos ensaios de viabilidade demonstraram
que para concentragoes entre o intervalo de 75 <[AgNPs| < 185 uM, onde as bio-AgNPs
apresentam volumes menores (Tabela 9 e 10), em geral, estas tendem a ser internali-
zados mais facilmente pelas células que as de volumes maiores, desencadeando maiores
mudangas nas células viaveis como na area celular, morfologia e taxa de crescimento. O
tempo de incubacao também parece afetar as células através da citotoxicidade, uma vez
que as porcentagens das células viaveis sao bastante reduzidas em 48 horas em comparacao
com 24 horas, pelo menos, x 10 menores em cada concentragao (ver Tabela 9 e 10). Ape-
sar das bio-AgNPs apresentarem um aumento de volume (Tabela 9 e 10) com o tempo,
este efeito poderia ser explicado pelo maior tempo de interacao entre as bio-AgNPs com
as proteinas receptoras na membrana celular, também favorecendo a maior ingestao das
nanoparticulas pelas células. No entanto, devemos ainda considerar que um maior tempo
de incubacao, implica no esgotamento das componentes do meio de cultura celular.

Demonstramos anteriormente que as linhagens celulares FN1 e HUV-E-C foram
mais suscetiveis a citotoxicidade ou internalizacao das bio-AgNPs em comparacao com
a linhagem RAW 264.7, sendo esta uma situagao ja esperada uma vez que cada tipo
de célula resiste ou cede a uma lesao tecidual em funcao, por exemplo, de sua reserva
antioxidante disponivel e de sua atividade mitocondrial. Resultados equivalentes foram
reportados por Kalishwaralal et al. 2010 e Arora et al. 2008, que mostraram as células da

linhagem HUV-EC-C mais suscetiveis que as da linhagem FN1 ap6s 24 horas de exposigao.
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Nesse mesmo trabalho, também mostraram que estas linhagens celulares apresentaram
diferentes tipos de morte celular: células FN1 morreram através de apoptose e sinalizacao
mitocondrial, enquanto células HUV-EC-C através de necrose a baixas concentragoes de
AgN Ps. Outro resultado equivalente foi reportado por Haase et al. 2011, onde células
RAW sofreram efeitos de citotoxicidade maximizados para um numero determinado de
nanoparticulas entre 2.8 — 4.2 x10'? particulas (ver a Tabela 9 e 10), apresentando morte
celular acompanhada por altos niveis de espécies reativos de oxigénio (reactive oxygen
species, ROS).

Para finalizar esta discussao, vamos voltar a discutir as definicbes de zonas de
letalidade citotéxica, sub-letal e letal, parametrizadas pelos valores EC50 mostrados na
Tabela 9 e 10. Como pode ser visto, as linhagens celulares apresentaram intervalos de
dose distintos para tempos diferentes tal que estao perdendo metade de sua populagao
vidvel. A partir deste ponto para tras (doses inferiores), a chances de que essas linha-
gens imortalizadas possam restabelecer a confluéncia celular permanece latente, uma vez
que condigoes de cultivo celular livre de nanoparticulas sejam fornecidas e reguladas.
Apesar deste trabalho nao fornecer ensaios que abordem esta questao em especifico, a
argumentagao atual permanece plausivel e, portanto, podemos usar essas definigoes de
zonas de citotoxicidade a partir de [AgNPs|< 75 uM para 24 horas e [AgNPs|< 50 uM
para 48 horas pela proximidade das concentragoes de 75 e 50 uM aos valores de EC50
encontrados por MTT. Essas classificacoes, em principio, poderia nos ajudar no controle
da populacao das células através do potencial citotéxico das bio-AgNPs que poderia ser
utilizado a nosso favor ao promover aquelas populagoes celulares que favorecem especi-
ficamente a cada uma das fases de inflamagao, proliferacao e remodelacao que ocorrem
durante uma cicatrizacao normal de feridas cutaneas. Desta maneira, é possivel inibir
uma cicatrizagao anormal como, por exemplo, aquelas que dao origem aos queloides.

Iremos retornar nesta questao na secao a seguir, na qual abordaremos especifica-
mente estudos de mudancas metabdlicas nas células induzidos pelas nanoparticulas de
prata para os mesmos tempos de exposicao apresentados nesta secao conforme indicado
na Tabela 11, onde os valores de EC20 obtidos para a zona sub-letal foram aproximada-
mente 50 M para 24 horas e 25 uM para 48 horas (ver Tabela 9 e 10), enquanto que os
EC80 valores obtidos para a zona letal foram aproximadamente os mesmos, i.e., aproxi-

madamente 100 uM para cada tempo de incubagao (Tabela 9 e 10). Com ista estrategia,
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caracterizamos alteracoes em vias metabdlicas especificas induzidas por esses tratamentos
que poderao permitir separar efeitos de situagoes basais e citotoxicas das células e, as-
sim, alcancar uma melhor compreensao dos principais eventos metabdlicos que poderiam

ocorrer durante o processo de cicatrizagao induzido por esse tratamento.

Tabela 11: Estrategia de medidas de Ressonancia magnética nuclear, para caraterizar al-
teragcoes em vias metabolicas especificas induzidas pelas bio-AgNPs nas limagens celulares

FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7.

Amostras Tempo de incubacao
24 horas de incubacao | 48 horas de incubacao
zoha AgNPs(pM) AgNPs(uM)
controle no letal 0 0
EC20 subletal 50 25
EC50 referéncia 75 50
ECS80 letal 100 100
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4.3 Analise metabolomica de células FN1, HUV-EC-C e RAW
264.7 expostas a Bio-AgNPs

Neste capitulo, iremos descrever a atividade metabdlica das trés linhagens celula-
res utilizadas neste trabalho: células de fibroblastos humanos (FN1), células endoteliais
humanas (HUV-EC-C) e macréfagos murino (RAW 264,7), quando estas sdo expostas
a diferentes concentracoes de AgNPs e tempos de incubacao. A espectroscopia de 'H-
RMN de alta resolucao de estado liquido foi utilizada para obter os perfis espectrais dos
sobrenadantes de meio de cultura e de extratos celulares, providenciando informacoes
mais detalhadas sobre os exometabolomas (metabdlitos extracelulares) e endometabolo-
mas (metabdlitos intracelulares) em cada linhagem de células. Esta informagcao é crucial
para interpretar os efeitos metabdlicos induzidos pelas nanoparticulas de prata para 24 e
48 horas de exposicao, conforme veremos a seguir.

O comportamento dose-resposta em funcao do tempo induzido pelas bio-AgNPs
sobre as células, resumido pelos parametros da Tabela 11, foi tomado como referéncia
para selecionar as amostras de 'H-RMN de extrato celular e de meio de cultura. As
células foram expostas a concentracoes efetivas EC20, EC50 e EC80 por 24 e 48 horas de
incubacao, i.e, 50, 75 e 100 uM para 24 horas e 25, 50 e 100 uM para 48 horas. Adici-
onalmente, a amostra controle também foi selecionada para ambos os tipos de amostras

para servir como referéncia de comparacgoes.

4.3.1 Metabolitos extracelulares dos meios de cultura

Durante a incubacao in vitro, as células absorvem nutrientes do meio de cul-
tura, mas também excretam produtos resultantes de sua atividade metabdlica, os me-
tabdlitos extracelulares. Assim, as variagoes na composicao do meio de cultura fornecem
informagoes valiosas sobre a atividade metabdlica celular. A Figura 31, 32 e 33 mostram
os espectros de 'H-RMN das amostras de meio de cultura que foram metabolizados pelas
células das tres linhagens estudadas, coletados apdés os periodos de incubagao 24 e 48
horas nas diferentes concentracoes de nanoparticulas de prata.

A maioria dos nutrientes organicos listados na formulacao do meio de cultura
(Tabela suplementar 1) foram detectados nos espectros "H-RMN para as amostras de

meio de cultura das linhagens FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 apds a exposicao de prata,
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Figura 31: Espectros de alta resolucdao ' H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras de
meio de cultura da linhagem celular FNI1 tratadas com diferentes concentracoes molares
de bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor preta), 25 uM (ciano), 50 pM (vermelho),
75 uM (azul) e 100 pM (verde). Os painéis esquerdo e direito correspondem, respecti-
vamente, aos resultados de 24 e 48 horas de incubacao celular em meto de cultura com
nanoparticulas em diferentes concentragoes. 23 (vinte e trés) metabdlitos foram encontra-
dos na amostra de meio de cultura e sao mostrados nos espectros de embaixo em acordanca

com a Tabela 12.

embora algumas vitaminas, por exemplo, tiamina e i-Inositol, presentes em concentragoes
abaixo de 20 M, mostrarem apenas sinais muito fracos no espectro 1D, dificultando sua
identificacao ou qualquer andlise quantitativa. Adicionalmente, alguns metabdlitos que
nao estavam presentes no meio de cultura original (Anexo 5), foram identificados o que

reflete o mecanismo de excrecao das células. Este foi o caso do lactato (Lac), resultante
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Figura 32: Espectros de alta resolucao ' H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras
de meio de cultura da linhagem celular HUV-EC-C tratadas com diferentes concentragoes
molares de bio-AgNPs: 0 pM ou controle (linha de cor rosa), 25 uM (amarelo), 50 uM
(laranja), 75 pM (verde escuro) e 100 pM (marrom). Os painéis esquerdo e direito corres-
pondem, respectivamente, aos resultados de 24 e 48 horas de incubagao celular em meio
de cultura com nanoparticulas em diferentes concentragoes. 23 (vinte e trés) metabolitos
foram encontrados na amostra de meio de cultura e sao mostrados nos espectros de em-

baixo em acordanca com a Tabela 12.

da fermentagao latica, ou do citrato, detectado apenas no meio de cultura condicionado
das células da linhagem RAW 264.7 (ver Figura 33 e Tabela 12).
A lista completa da identificacao dos metabdlitos extracelulares detectados nos es-

pectros de 'H-RMN das amostras de meio de cultura das trés linhagens celulares, apds a
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Figura 33: Espectros de alta resolugcdo ' H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras de
meio de cultura da linhagem celular RAW 264.7 tratadas com diferentes concentragoes
molares de bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor vermelha), 25 pM (roxo escuro),
50 uM (celeste), 75 uM (rozxo) e 100 uM (azul claro). Os painéis esquerdo e direito corres-
pondem, respectivamente, aos resultados de 24 e 48 horas de incubacao celular em meio de
cultura com nanoparticulas em diferentes concentragéoes. 19 (dezenove) metabolitos foram
encontrados na amostra de meio de cultura e sao mostrados nos espectros de embaizo em
acordanc¢a com a Tabela 12.

exposicao com as bio-AgNPs, sao mostrados nas linhas de absorcao espectrais na parte
inferior da Figuras 31, 32 e 33, assim como listados na Tabela 12. A identificacao foi
realizada através da base de dados interna do software Chenomxz NMR Suite (©) Copy-
right 2009 - 2021 Chenomz Inc.) além da plataforma eletronica The Human Metabolome
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Database (HMDB). A abreviagao dos nomes dos metabdlitos é mostrada na versao inglesa
para encurtar os nomes dos metabolitos nas analises, simplificando a visualizacao grafica

destas identificagoes.

Tabela 12: Designacdo dos metabdlitos identificados nos perfis de ' H-RMN dos meios
de cultura das linhagens celulares FN1, HUV-E-C e RAW 26.7 apos a exposi¢cdo com
diferentes concentracoes de bio-AgNPs por 24 e 48 horas. Os metabdlitos destacados em

cor ciano correspondem aos nutrientes encontrados na formulacdo do meto acelular de
cultura DMEDM.

. Deslocamento quimico | célula exposta a AgNPs
Metabolitos Abrev "H(ppm) FNT | HUV-E-C | RAW 264.7
I soleucina Ileu 0.9,1.0,12,15,1.9, 3.1
Leucina Leu 0.9, 1.7, 3.7
Valina Val 1.0, 2.2, 3.6
3-Metil-oxovalerato 09,1.1,14,1.7,2.9
Propilenglicol 1.1, 3.4, 3.5, 3.9
Etanol EtOH 1.2, 3.6
Treonina Thr 1.3, 3.6, 4.3
Lactato Lac 1.3, 4.1
Lisina Lys 1.4,1.5,1.7,1.9, 3.0, 3.8
Cadaverina Cad 1.5, 1.7, 3.0
Alanina Ala 1.5, 3.8
Acetato AcOH 1.9
Piroglutamato Pyro 2.0,24,25,4.2,7.7
N-Acetilglutamato 1.9, 2.0, 2.2, 4.1, 8.0
Metionina Met 2.1,2.2,26,39
Acetona Ace 2.2
Succinato Suc 2.4
n.i 2.55-2.87
N-Acetilaspartato 2.0,2.5,2.7,4.4,7.9
Citrato 2.7, 2.5
Colina Cho 3.2, 3.5, 4.1
5 — glicose B-GLC 4.6
a — glicose a-GLC 5.2
Tirosina Try 7.1,6.8, 3.9, 3.2, 3.0, 3.2
7-Metilhistidina 3-Mhis | 7.7, 7.0, 4.0, 3.7, 3.2, 3.1
Fenilalanina Phe 7.4,7.3,4.0, 3.3, 3.1
Triptofano Trp 10.2, 7.7, 7.5, 7.3, 7.2, 4.1
Nicotinurato Nic 8.9, 8.8, 8.7, 8.2, 7.6, 4.0
Formate FA 8.4

A abreviagao de nomes dos metabdlitos é mostrada na versao inglesa por fins de comodidade de andlise.
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4.3.2 Metabdlitos polares intracelulares

Espectros de ressonancia magnética nuclear 'H-RMN de alta-resolucao obtidos das
amostras de extratos celulares das células das linhagens FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7
apos a exposi¢ao com diferentes concentragoes molares de bio-AgNPs por 24 e 48 horas
sao mostrados, respectivamente, na Figura 34, 35 e 36.

FN1-extrato celular
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Figura 34: Espectros de alta resolugcio *H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras do
extrato celular da linhagem celular FN1 tratadas com diferentes concentragoes molares de
bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor preta), 25 uM (ciano), 50 uM (vermelho), 75
uM (azul) e 100 uM (verde). Os painéis esquerdo e direito correspondem, respectivamente,
aos resultados de 24 e 48 horas de incubacdo celular com nanoparticulas em diferentes
concentragoes. 17 (dezessete) metabdlitos foram encontrados na amostra do extrato celular
e sao mostrados nos espectros de embaizo em acordanga com a Tabela 13.
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HUV-EC-C- extrato celular
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Figura 35: FEspectros de alta resolugcdo 'H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras
do extrato celular da linhagem celular HUV-EC-C tratadas com diferentes concentragoes
molares de bio-AgNPs: 0 pM ou controle (linha de cor rosa), 25 pM (amarelo), 50 pM
(laranja), 75 uM (verde escuro) e 100 uM (marrom). Os painéis esquerdo e direito cor-
respondem, respectivamente, aos resultados de 24 e 48 horas de incubagao celular com
nanoparticulas em diferentes concentragoes. 18 (dezoito) metabdlitos foram encontrados
na amostra do extrato celular e sao mostrados nos espectros de embaizo em acordanca
com a Tabela 135.

Para cada linhagem celular exposta as quatro concentracoes diferentes de prata
e os dois tempos de incubacao, o nimero de replicatas em cada grupo gerado foi de ao

menos seis amostras, todas elas avaliadas nos experimentos de 'H-RMN 1D (ver Tabela

1),
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RAW 264.7-extrato celular
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Figura 36: Espectros de alta resolucao ' H-RMN obtidos a 400 MHz para as amostras
do extrato celular da linhagem celular RAW 264.7 tratadas com diferentes concentragoes
molares de bio-AgNPs: 0 pM ou controle (linha de cor vermelha), 25 pM (roxo escuro),
50 uM (celeste), 75 uM (roxo) e 100 pM (azul claro). Os painéis esquerdo e direito
correspondem, respectivamente, aos resultados de 24 e 48 horas de incubagao celular com
nanoparticulas em diferentes concentragoes. 12 (doze) metabdlitos foram encontrados na
amostra do extrato celular e sao mostrados nos espectros de embairo em acordanca com a
Tabela 13. O deslocamento quimico padrao do 4,4-dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid
(DSS) € mostrado para o RAW 264.7 por comodidade dos espectros.

A Tabela 13, assim como as linhas de alta-resolucao dos espectros de 'H-RMN
da Figura 34, 35 e 36 (parte inferior), relaciona o nimero de metabdlitos intracelulares
presentes nos extratos polares de cada linhagem de células expostas as bio-AgNPs por

24 e 48 horas. A identificagao foi realizada, conforme descrito anteriormente, através das
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bases de dados das plataformas eletronicas. Um total de 24 (vinte e quatro) metabdlitos

intracelulares foram identificados nos espectros.

Tabela 13: Designacio dos metabdlitos identificados nos perfis de ' H-RMN dos extratos
celulares das linhagens celulares FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 apds a exposi¢cdo com
diferentes concentracoes de bio-AgNPs por 24 e 48 horas. A abreviacdo de nomes dos
metabolitos € mostrado na versao inglesa por fins de comodidade de andlise.

. Deslocamento quimico | célula exposta a AgNPs
Metabolitos Abrev 'H(ppm) FN1 | HUV-E-C | RAW 264.7
Isoleucina Ileu 0.9,1.0,1.2,1.5,1.9, 3.1
Leucina Leu 0.9, 1.7, 3.7
2-Oxoisocaproato 0.9, 2.1, 2.6
Valerato Valer 0.9,1.3, 1.5, 2.2
Etanol EtOH 1.2, 3.6
Lactato Lac 1.3, 4.1
Alanina Ala 1.5, 3.8
Acetato AcOH 1.9
N-Acetilcisteina 2.1,2.9, 4.4, 8.0
Glutamato 2.0,2.1,23, 2.4, 3.8
Dimetilamina DMMA 2.7
Creatina Cr 3.0, 3.9
Colina Cho 3.2, 3.5, 4.1
O-fosfocolina PC 3.2, 3.6, 4.2
Sn-Glycero-3-PC 3.2, 3.6,3.7,3.9,4.3
Trimetilamina N TMAO 3.2
Betaine 3.2, 3.9
Glicina 3.6
a—glicose a-GLC 5.2
Uridine difosfato | UDP-GIcNAc | 2.1, 3.8, 4.2, 4.4, 6.0, 8.3
NADP+ 4.2.4.5, 6.0, 8.1, 8.2, 8.8
AMP 4.0, 4.4, 4.8, 6.1, 8.2
ATP 4.3, 4.4, 4.6, 8.3, 8.5
Formate FA 8.4
ADP 4.2,4.4,4.6,6.1, 8.3

Os nomes completos dos metabolitos UDP-GIcNAc e TMAO sao Uridine difosfato-N-acetilglucosamina
e Trimetilamina N-oxido.

Na regiao inicial do eixo de desvio quimico, 0.9-2.7 ppm, foram detectados os me-
tabdlitos intracelulares: aminodcidos como isoleucina, leucina e alanina, lactato, acetato,
dimetilamina entre outros. Na regiao 3.0-5.2 ppm, os sinais detectados foram atribuidos
principalmente a Creatina, fosfocolina, Sn-glycero-3-PC, Trimetilamina N-oxido, glicose
entre outros. Na regiao de altos valores de desvio quimico, 6.0-8.0 ppm, foram detectados:
acido organico (Formate) e alguns nucleotideos (UDP, NADP+, AMP, ATP e ADP).

Apesar do conjunto de metabdlitos identificados nas trés linhagens celulares apds
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a exposicao com nanoparticulas de prata serem aproximadamente os mesmos, diferencas
em suas respectivas quantidades relativas foram notadas mostrando diferencas no meta-
bolismo entre elas. Por exemplo, aminoacidos foram encontrados nas células das linhagens
FN1 e HUV-EC-C, mas nao nas células da RAW 264.7. Em particular, a molécula de
glicose foi identificada em FN1 e HUV-EC-C através do dupleto em 5.2 ppm, mas que nao
se presentou nos espectros das células RAW 264.7. Além disso, Trimetilamina N-oxido
e Betaine foram encontradas em macréfagos RAW 264.7 através de um singlete em 3.2

ppm e outro em 3.9 ppm, mas nao nas células das outras linhagens.

4.3.3 Analises estatistica dos endo-exo metabolitos

Apesar da maioria das linhas espectrais de alta-resolucao mostradas na Figura 31,
32, 33, 34, 35 e 36 terem sido identificadas satisfatoriamente para as diferentes linhagens
celulares, diferencas mais ou menos aparentes podem ser observadas diretamente em suas
intensidades correspondentes quando as concentragoes de nanoparticulas de prata vao
aumentando, tanto em 24 e 48 horas de exposicao. Como descrito anteriormente, cada
metabdlito identificado tem picos e posi¢oes em ppm caracteristicos no espectro, cuja area
integrada é proporcional a concentracao relativa de um metabdlito, também chamada de
nivel do metabdlito. Para identificar mudancas sutis nos niveis correspondentes, os valo-
res das areas dos metabdlitos em funcao das concentragoes e dos tempos de tratamento,
foram processados usando métodos estatisticos multivariados e univariados. Desta forma,
podemos avaliar em detalhes e com precisao estatistica mudancas nos metabdlitos extra-
celulares e intracelulares e, portanto, mudancas no metabolismo celular induzidos pelos
tratamentos de nanoparticulas de prata.

O primeiro passo nesse processo de avaliagao metabdlica é aplicar um método es-
tatistico multivariado, por exemplo, o método supervisionado PLS-DA, onde os resultados
obtidos sdo mostrados em graficos de score plot e VIP score (ver a se¢ao 2.3). Os graficos
de score plots identificam as tendéncias de agrupamento entre grupos de amostras com me-
tabolomas semelhantes, enquanto os VIPs scores identificam os metabdlitos responsaveis
por tais tendéncias (Bloise et al. 2020). O segundo passo é utilizar um método estatistico
univariado adotando um nivel de significancia minimo para os resultados obtidos, o qual

iremos descrever mais adiante (maiores detalhes, podem ser revistos na segao 2.4).
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4.3.3.1 Analise multivariada PLS-DA

A analise multivariada supervisionada dos extratos celulares e seus respectivos
meios de cultura das linhagens celulares FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 apds a exposi¢ao
com as diferentes concentragoes de bio-AgNPs por 24 e 48 horas, foi obtida através da
analise dos scores nos graficos PLS-DA utilizando até quatro componentes nesta avaliagao.
As combinacoes Comp.1 vs Comp.2 e Comp.1 vs Comp.3, mostradas na Figura 37, 38 e
39 para as linhagens celulares FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 dos extratos e dos meios
de cultura, apresentaram tendéncias de agrupamento de grupos e, por esta razao, serao
discutidas a seguir.

Inicialmente, iremos discutir os resultados para linhagem FN1 apés 24 horas de
exposicao das bio-AgNPs. Na Figura 37-A e -B do extrato celular e meio de cultura,
respectivamente, pode-se ver que os graficos de score plots na combinagao Comp.1 vs
Comp.2, apresentam agrupamentos de pontos bem definidos atribuidos aos distintos gru-
pos de concentragoes de AgNPs, os quais estao distribuidos pelos quadrantes das elipses

Hotelling com diferentes distancias de separagao entre seus respectivos centros de distri-
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Figura 37: Resumo dos grdficos de score plots construidos a partir das analise de dados
do extrato celular e meio de cultura da linhagem FN1, apds a exposicao com diferentes
concentragoes de bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor preta), 25 uM (ciano),
50 uM (vermelho), 75 uM (azul) e 100 uM (verde). Os quatro grdficos da esquerda e
direita designam, respectivamente, os resultados apés 24 horas (A-D) e 48 horas (E-H) de
tratamento como as nanoparticulas, apresentando colunas correspondentes para o extrato
celular (A, C, E, G) e meio de cultura (B, D, F, H). Nos paréntesis sao mostradas as
porcentagens de covariancia de dados explicados, e os valores dos parametros preditivos
obtidos para R? e QQ?.
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Estes agrupamentos identificados tanto para as amostras de extrato celular e de
meio de cultura é uma forte indicacao de que existem variagoes nas concentragoes dos
metabdlitos endo-exo das células FN1 quando a concentragao molar das nanoparticulas
aumenta (ou diminui). Também pode-se inferir que estas mudangas parecem estar ocor-
rendo ja na primeira concentragao, diminuindo para concentracoes mais altas uma vez
que a distancia de separacao entre os centros de distribuicao dos pontos do grupo controle
e tratado com 50 puM é maior do que a distancia entre 75 e 100 pM. Inspecionando as
combinagoes Comp.1 vs Comp.3 na Figura 37-C e -D para o mesmo tempo de incubagao,
o cendrio prévio parece simplesmente se repetir para o extrato celular e o meio de cultura,
no entanto, desta vez com modificagdes nas distancias de separagao entre os grupos. A
distancia de separagao entre os grupos da direita sao menores e os grupos da esquerda mai-
ores. No geral, a medida que a ordem das componentes aumenta, estas tendem a diminuir
sua representatividade estatistica do conjunto completo de dados (Madsen et al. 2010;
Worley and Powers 2013). Os valores percentuais mostrados nos paréntesis para cada
componente, evidencia esta observagao. Assim, para a combinagao Comp.1 vs. Comp.2,
é de se esperar que os grupos formados apresentem as maiores amplitudes de diferencas
entre os valores das areas comparadas que os grupos formados pela combinacao Comp.1
vs. Comp.3. Esta regra se mantém para a combinagao Comp.2 vs. Comp.3 (ndo mos-
trada aqui), que apresentaria, progressivamente, menores amplitudes de diferengas que as
outras. Portanto, podemos concluir haver uma tendéncia geral para ambos os tipos de
amostras apds 24 horas de exposicao das bio-AgNPs que estabelece as maiores diferencas
nos niveis dos metabdlitos endo-exo se concentram mais entre as amostras controle e 50
uM e menos entre as amostras 75 e 100 uM. Analisando agora as combinac¢oes Comp.1
vs. Comp.2 apods 48 horas de exposicao das células FN1 pelas bio-AgNPs, Figura 37-E e
-F, pode-se ver que no caso do score plot das amostras de extrato celular, a primeira dose
que induz modificagoes nos niveis dos metabdlitos é 25 uM ao invés de 50 M do caso
de 24 horas de exposigao. Se inspecionarmos a mesma combinac¢ao de componentes para
amostas de meio de cultura, as doses de 25 e 50 uM parecem ser similares e distantes
do caso controle, sugerindo quase o mesmo efeito metabdlico que ocorre nas amostras de
células mas que agora pode ser detectado indiretamente nas amostras de meio de cultura.
A combinacao Comp.1 vs. Comp.3 nas mesmas doses de 25 e 50 uM sao agora mais seme-

lhantes para o extrato celular (Figura 37-E e -G), mas mais diferenciado para o meio de
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cultura (Figura 37-F e -H). Com base nestes comportamentos, podemos argumentar que
tempos de incubacao mais longos e baixas doses de bio-AgNPs utilizados no tratamento
das células da linhagem FN1, podem impactar no metabolismo quase da mesma forma
que doses mais altas e menores tempos de incubacao. De fato, também observamos essa
tendéncia de comportamento nos resultados dos ensaios de viabilidade celular da secao
4.2.1, mais especificamente, ao compararmos os intervalos de tempos em funcao das doses
de bio-AgNPs utilizados para o tratamento das células da linhagem FNI.

Os resultados da andlise PLS-DA | resumidos nos gréaficos dos score plots mostrados
na Figura 38 e 39 para as células HUV-EC-C e RAW 264.7, revelam que o fator genético da
célula desempenha papel importante sobre como os niveis dos metabdlitos destas células
respondem as doses e tempos de incubacao com as nanoparticulas de prata.

Analisando a Figura 38-A que descreve o comportamento para as amostras de ex-
trato celular das células HUV-EC-C apds a exposicao de bio-AgNPs por 24 horas, podemos
ver que a combinacao Comp.1 vs. Comp.2 apresenta uma distancia de separagao entre o

grupo controle e 50 pM mais proxima, enquanto 75 e 100 M sao mais distantes. Para o
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Figura 38: Resumo dos grdficos de score plots construidos a partir das analise de dados do
extrato celular e meio de cultura da linhagem HUV-EC-C, apds a exposi¢cao com diferentes
concentragoes de bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor rosa), 25 uM (amarelo), 50
puM (laranga), 75 uM (verde escuro) e 100 uM (marrom). Os quatro grdficos da esquerda e
direita designam, respectivamente, os resultados apos 24 horas (A-D) e 48 horas (E-H) de
tratamento como as nanoparticulas, apresentando colunas correspondentes para o extrato
celular (A, C, E, G) e meio de cultura (B, D, F, H). Nos paréntesis sao mostradas as
porcentagens de covariancia de dados explicados, e os valores dos parametros preditivos
obtidos para R? e (QQ?.

caso das amostras de meio de cultura, Figura 38-B, esta situacao muda e a distribuicao de
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grupos para as células tratadas com 50 e 75 uM é agora mais préxima entre si e distante
dos grupos controle e 100 M. O perfil metabdlico dos extratos celulares indica que as
células HUV-EC-C tendem a ser mais resistentes as mudancas nos niveis dos metabdlicos
em relacao ao das células da linhagem FN1 quando estas sao tratadas com doses de bio-
AgNPs comegando com 50 puM. Por outro lado, a proximidade dos grupos 50 e 75 uM
nas amostras de meio cultura parece indicar um diferente aspecto no metabolismo celular
que pode ser agora acessado dos dados do meio cultura, em relagao aos dados do extrato
celular. As informagoes trazidas pela combinagao Comp.1 vs. Comp.3 é complementar
aquela revelada pela combinacao Comp.1 vs. Comp.2 no sentido de corroborar que os
niveis dos metabdlitos endo-exo do grupo controle e das células expostas em 50 uM com
bio-AgNPs exibem as menores diferengas para as amostras de extrato celular e de meio de
cultura (Figura 38-C e -D). O comportamento apresentado pelos agrupamentos de pontos
das elipses apds 48 horas de incubagao das células da linhagem HUV-EC-C (Figura 38-E e
-F), mostram que baixas doses como, por exemplo, 25 uM poderiam estar j& impactando
nos niveis dos metabdlitos endo-exo assim como os aquelas mostradas apds 24 horas de

incubagao que sao ligeiramente mais altas

Para 24 horas de incubacao, o resultados dos gréaficos PLS-DA das amostras de
extrato celular e meio de cultura indicam um impacto interessante das bio-AgNPs sobre
as células da linhagem RAW 264.7. A combinagdo Comp.l vs. Comp.2 (Figura 39-
A e -B) mostra uma separacao clara entre o grupo controle e as células expostas as
nanoparticulas. Para as amostras de extrato celular a distribuicao de centros dos pontos
das células tratadas com 50, 75 e 100 uM ¢é proxima, mas distante do grupo controle
(Figura 39-A). Entretanto, para as amostras de meio de cultura esta situagdo muda e
a distribuicao dos centros para 50, 75 uM e o grupo controle é agora mais proxima,
mas distante do grupo 100 pM (Figura 39-B). As informagcoes dadas pela combinagao
Comp.1 vs. Comp.3, assim como os valores calculados para R? e Q? mostrados nas
Figuras 39-C e -D, corrobora a informacao da Comp.1 vs. Comp.2. Portanto, podemos
concluir que a exposi¢ao a concentracoes maiores ou igual a 50 uM cria mudancas nos
niveis dos metabdlitos intracelulares. Entretanto, para o caso do meio de cultura, a
exposicao em 50 e 75 uM parece induzir a mesma diferenga metabdlica nos niveis dos
metabodlitos extracelulares em relagao ao caso controle. Por outro lado, com base no

comportamento mostrado nos score plots ap6s 48 horas de incubagao (Figura 39-E e -F),
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Figura 39: Resumo dos grdficos de score plots construidos a partir das analise de dados
do extrato celular e meio de cultura da linhagem RAW 264.7, apds a exposicao com
diferentes concentragéoes de bio-AgNPs: 0 uM ou controle (linha de cor vermelha), 25 uM
(rozo escuro), 50 pM (celeste), 75 pM (roxo) e 100 pM (azul claro). Os quatro grdficos
da esquerda e direita designam, respectivamente, os resultados apos 24 horas (A-D) e 48
horas (E-H) de tratamento como as nanoparticulas, apresentando colunas correspondentes
para o extrato celular (A, C, E, G) e meio de cultura (B, D, F, H). Nos paréntesis sao
mostradas as porcentagens de covariancia de dados explicados, e 0s valores dos parametros
preditivos obtidos para R? e Q2.

poderia-se argumentar que tempos de incubacgao longos e doses baixas, como 48 horas e
25 pM, podem impactar no metabolismo das células RAW 264.7 quase da mesma forma

que doses mais altas e menor tempo de incubacao.

A identificacdo dos metabdlitos endo-exo que variam seus niveis de concentracao
nas amostras de extrato celular e meio de cultura quando as células das linhagens FN1,
HUV-EC-C e RAW 264.7 sao expostas a diferentes concentragoes de bio-AgNPs por 24 e
48 horas, foi realizada através da analise multivariado dos VIP score. Esta ferramenta do
PLS-DA, permite identificar os metabdlitos responséaveis pelas tendéncias de agrupamen-
tos mostrados nos score plots, com VIP > 1 (Bloise et al., 2020).

Para a linhagem celular FN1, as amostras de extrato celular, apés 24 e 48 horas de
exposicao, identificaram: a—GLC, lactato, alanina, glicina, leucina, isoleucina, glutamato,
creatina, O-fosfocolina, Sn-Glycero-3-PC, N-Acetilcisteina, UDP-GIcNAc, AMP, ADP,
formate e 2-Oxoisocaproato. Entretanto, para o meio de cultura em ambos tempos, os exo-
metabolitos foram: a—GLC, lactato, succinato, AcOH, leucina, isoleucina, fenilalanina,

metionina, alanina, acetona, piroglutamato, colina, propilene Glicol, formate e 3-Metil-2-
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oxovalerato.

Ja para a linhagem celular HUV-E-C, as amostras de extrato celular, apds 24 e 48
horas de exposi¢ao, identificaram: lactato, AcOH, alanina, glicina, leucina, isoleucina, cre-
atina, O-fosfocolina, Sn-Glycero-3-PC, NADP+, N-Acetilcisteina, UDP-GIcNAc, valerato
e AMP. Entretanto, para o meio de cultura em ambos tempos, os exo-metabdlitos foram:
a—GLC, lactato, AcOH, leucina, isoleucina, alanina,triptofano, acetona, piroglutamato,
N-Acetilglutamato, N-Acetilaspartato, propilene Glicol, cadaverina e formate.

Por fim, para a linhagem celular RAW 264.7, as amostras de extrato celular apés 24
e 48 horas de exposicao, identificaram: lactato, alanina, glicina, creatina, O-fosfocolina,
Sn-Glycero-3-PC, betaine e trimetilamina N-oxide. Entretanto, para o meio de cultura em
ambos tempos, os exometabdlitos foram: lactato, citrato, leucina, isoleucina, fenilalanina,

treonina, valina, triptofano, piroglutamato, colina e 7-metilhistidina.

4.3.3.2 Andlise univariada

Entre todos os metabdlitos endo-exo identificados através da andlise multivariada
VIP score, apenas aqueles com significancia estatistica (ou seja, aqueles que apresentam
diferencas significativas nos niveis de concentracao entre os grupos de 0, 25, 75 e 100
pM) (p < 0.05), foram retidos nas avaliagoes das vias metabdlicas. Para isso, utilizamos
métodos estatisticos paramétricos e nao paramétricos escolhidos de acordo com a distri-
bui¢ao de normalidade dos dados (Heckler 2005; Massad et al. 2004). Por exemplo, se
os dados do metabdlito X segue uma distribuicao normal o método paramétrico aplicado
foi o ANOVA ou, em contraposicao, se a distribuicao é nao-normal, o método nao pa-
ramétrico foi o Kruskal-Wallis. Adicionalmente, a fim de saber se o nivel de concentragao
do metabdlito X para o grupo controle é diferente do grupo 50 M, ou este é diferente
dos grupos 75 e 100 uM, foi aplicado o test-Fisher com 95% de nivel de confianga.

Os resultados dessas andlises para os extratos celulares e meios de cultura das li-
nhagens celulares FN1, HUV-EC-C E e RAW 264.7, apos a exposicao das bio-AgNPs por
24 e 48 horas, sao apresentados nas Figuras suplementares 2, 3 e 4. No entanto, o resumo
desses resultados sao mostrados a seguir na Figura 40, 41 e 42 para as células das linha-
gens FN1, HUV-E-C E e RAW 264.7, respectivamente. Os dados foram numericamente
tabulados e mapas de calor usados para demonstrar as mudancas percentuais de aumento

(positivo %) e diminuigao (negativo %) nos niveis de concentragdo dos metabdlitos endo-
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exo. Para tanto, os niveis dos metabdlitos das amostras controle (0 pM) foram adotados
como referéncia nas analises (0 shift). Chaves: Os exo-metabolitos listados na cor ciano
sao aqueles presentes originalmente no meio de cultura e, portanto, consumidos pelas

células; e “n.d.” significa nao detectavel como classificador de grupo.

Para a linhagem celular FN1, a Figura 40-A apresenta mudancas nos niveis dos
endo-metabolomas dos extratos de células apds 24 e 48 horas de exposicao com as bio-
AgNPs. Para 24 horas de exposicao, um aumento sucessivo nos niveis da a—GLC, leucina
e 2-Oxoisocaproate em funcao da concentracao de prata é observado até 479 %, 139 % e 72
% para 100 uM em relagao ao controle. Também, em relacao ao caso controle, relevantes
diminuicoes acima do 50% foram notadas para o glutamato, creatina, O-fosfocolina, Sn-
Glycero-3-PC, N-Acetilcisteina e UDP-GlcNAc. Adicionalmente, os niveis do formate e
ADP diminuiram sucessivamente até um 32% e 41 % para 100 uM em comparacao ao con-
trole. Para 48 horas de exposicao de 25 até 100 uM, diminuicoes sucessivas nos niveis de
todos os endometabolitos foram observadas tal que os aminoacidos e N-Acetilcisteina apre-
sentaram um decaimento de até 50%, no entanto, a creatina, O-fosfocolina, Sn-Glycero-
3-PC, UDP-GIcNAc e AMP ficaram acima de 50%.

As mudancas provocadas nos exo-metabolitos das amostras do meio de cultura das
células FN1 expostas por 24 e 48 horas tiveram uma influéncia notavel no consumo de
substratos e excregao metabdlica (Figura 40-B). Para ambos os tempos de exposigao, um
aumento na excregdo do AcOH, acetona e succinato (24 horas), assim como a diminuigao
no consumo da a—GLC, lactato, alanina, piroglutamato, colina, propilene glicol, formate,
3-Metil-2-oxovalerato e, provavelmente, nos aminoacidos foram observadas em fungao da
concentracao de prata. Entre esses exo-metabolitos, os niveis do AcOH e acetona apre-
sentam particularmente uma variacao alta, mudando mais do 96% e 239% para 24 horas

e 170% e 93% para 48 horas na concentracao de 100 uM em relagao ao controle.

Para a linhagem celular HUV-EC-C, Figura 41-A, detectou-se mudancas nos niveis
dos endo-metabolomas dos extratos de células apds 24 e 48 horas de exposi¢ao com as bio-
AgNPs. Para 24 horas de exposicao, um aumento sucessivo nos niveis do acetato, leucina
e valerato em funcao da concentragao de prata pode ser observado em relagao ao caso

controle. Entre esses endo-metabolomas, o nivel do AcOH apresentou particularmente
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(A) Tempo de incubagéo (h) 24 48
Conentragéo molar (M) 0 50 75 | 100 O] 25| 50| 100
a-GLC 0.0 nd. nd. nd. ndg.
Glicolise
Lactato nd.| nd. n.d. n.d. 0.0 -240 -30j0 -42|0
Alanina nd.| nd. n.d. nd. 0.0] -25.0 -26 0
Glicina nd.| nd. | nd| nd.] 00 -24)0 -33 0
Metabolismo de Leucina [ 14°0 0.0| -15p -20/0 -27[0
aminoécidos
Isoleucina nd. | nd | nd| nd| 00 -310 -37/0 -42[0
Glutamato 0.0 o | -40.0
Fonte de energia Creatina 0.0 | 26.0
O-fosfocolina 0.0
Metabolismo fosfolipidic
Sn-Glycero-3-PC 0.0 | “Lelel| -36.0
Agente Antioxidante N-Acetilcisteina 0.0 | 27.0| -22.0
UDP-GIcNAc 0.0 0.0
AMP nd. [ nd | nd| nd % shift
-100
Outros ADP 0.0 | -20.01 -35.00 -32q 0.0 -100 -24.0 -29.0
-75
Formate 00| -280( -380 -41.4 nd nd. ngd nd. 50
2-Oxoisocaproate [ 0.0 [0 0.0 o nd.| nd| nd| nd 25
0
(B) | Tempo de incubagéo (h) 24 48 25
~ 50
Concentragdo molar (uM) 0 50 75 | 100 0| 25| 50| 100
75
a-GLC 00 -6.0| -12.0f -22q 0.9 -18.0 -14.0 -24.0
100
Lactato 0.0 | -28.0 0.0 -4 .0
Glicélise
Succniato 0.0 0.0 4.0 ] nd.| nd.|[ nd| n.d.
AcOH 0.0 ‘| 46.0 Xy 60.0
Leucina 0.0 0.0 9.0 0.0 0.0 6.0 ool 31.0
Isoleucina nd. | nd | nd| nd| 0.0f 0 ool 35.0
Metabolismo de Fenilalanina nd.| nd. | nd| nd| 00} 20 ‘| 26.0
aminoécidos
Metionina nd. | nd. | nd. nd.] 0.00 2k i 28.0:
Alanina 0.0 | el -12.0| -212.0] nd| nd| nd nd
Cetogénese Acetona 0.0 | 43.0 0. o] 37.0
Biossintese de glutationa Piroglutamato 0.0 | 4| -10.0 -12.0] nd| nd| nd nd
Metabolismo fosfolipidico| Colina nd.| nd | nd| nd | 00 -22)0 -10] 0
Propilene Glicol 0.0 | -11.0 -14.0 -244 0.9 -200 -2 .0
Formate 0.0 | -21.0 -34.00 -454 0.0 -300 -45.0 -41.0
Outros
3-Metil-2-
nd.| nd. n.d. n.d. 0.0] -13.0 -14f0 -32/0
oxovalerate

Figura 40: Mapas de calor dos principais metabdlitos variados em (A) extratos celulares,
(B) meio de cultura, da célula FN1 ezpostas a concentragoes de bio-AgNPs por 24 e 48
horas. Os mapas sao coloridos de acordo com % de variacao dos metabdlitos em relacao
aos controles. Cores consecutivas que sao cercadas por linhas pretas mostram niveis de
concentragao diferentes (p < 0.05).
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(A) | Tempo de incubagdo (h) 24 48

Concentragdo molar (M) 0 50 75 100] O 25| 50| 100
Lactato 0.0 | -16.0f -35.0 -29.4 nd. ngd. ngd. ng.

Glicélise
AcOH 0.0 | 33.0 0 [oX0] F16:0 0 0
Alanina 0.0 | -32.0 00 -9p -4 .0
Glicina 0.0 | -21.0] -43. 0.0 -80 -8/0 -240

Metabolismo de

aminodacidos Leucina 0.0 0 0 o 0.0 -2.0] -12.0 -144

Isoleucina nd.| nd. | nd| nd] 00 -1.9 -21.0 -33j0

Fonte de energia Creatina 0.0 0.0 -240 -4

Metabolismo fosfolipidicol

O-fosfocolina 0.0 nd. nd. nf. ndg

Sn-Glycero-3-PC 0.0 | -24.0 -28.0] 0.0 -150 -4 .0
NADP* 00| -25.0 -26.0 -31.4 00 -3p -130 -37.0
Agente Antioxidante T
N-Acetilcisteina 00 -3.0[ -30.0 0.9 -29 .0 % shift
-100
UDP-GIcNAc 0.0 -28. 0.9 -2 .0
-75
Outros Valerato 0.0 0 8.0 0 JOf 40 ([ 140 190 50
AMP 00 -1.0( -340] -48q nd nd. ng. nd 25
0
(B) Tempo de incubag&o (h) 24 48 2
= 50
Concentragdo molar (M) 0] 50 [ 75| 100] 0] 25( 50| 100
75
a-GLC 00| -90( -100f -29.4 0.0 -150 -24.0 -44.0
100
Glicdlise Lactato 00| -31.0 00 -300 -3 0
AcOH 0.0 0. .0
Leucina 0.0 | 32.0 0 0.0 111350 36.0
Metabolismo de Isoleucina 00| nd.| nd| nd] o | 46.0 47.0
aminoécidos
Alanina 00| -13.0 -180, -404 nd. ngd. ng. nd
Cetogénese Acetona 0.0 | 27.0 0.0 01| 49.0
Biossintese de glutationa| Piroglutamato 0.0 | -120| -20.00 -41.4 0.0 -190 -39.0 -44.0
N-Acetilglutamato 0.0 | 37.0 39.0[:TKM 0.0 o 31.0 30.0
N-Acetilaspartato 0.0 0 o 29.0 | 0.0 0| 650 69.0
Outros Propilene Glicol 0.0 | -20.0| -45. 0.9 -1 0
Cadaverina 0.0 -12.0( -33.0 -28. 0.0 -5p -20.0 -33.0
Formate 0.0 | -22.0] -41. 00 -7p -4 .0

Figura 41: Mapas de calor dos principais metabdlitos para (A) extratos celulares, (B)
meio de cultura, da célula HUV-EC-C expostas a concentragoes de bio-AgNPs por 2/ e 48
horas. Os mapas sao coloridos de acordo com % de variacao dos metabdlitos em relacdao
aos controles. Cores consecutivas que sao cercadas por linhas pretas mostram niveis de
concentragao diferentes (p < 0.05).
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uma variagao alta, aumentando mais de 166% para 100 puM. Relevantes diminuigoes,
acima do 60%, também foram observadas para alanina, glicina, creatina, O-fosfocolina,
Sn-Glycerol-3-PC, N-Acetilcisteina e UDP-GIcNAc em relagao ao caso controle para 100
uM. Adicionalmente, os niveis do lactato, NADP+ e AMP também diminuiram sucessi-
vamente em funcao da concentracao de prata até 29%, 31% e 48% para 100 uM. Para 48
horas de exposi¢ao com 25, 50 e 100 uM bio-AgNPs, foram observadas diminuicoes suces-
sivas nos niveis da alanina, creatina, Sn-Glycerol-3-PC, N-Acetilcisteina e UDP-GlcNAc
acima de 60%, entretanto, a glicina, isoleucina ¢ NADP+ diminuiram em seus niveis de
concentracao em relagao ao controle até um 28%, 33% e 37% para 100 uM.

As mudancgas provocadas no exo-metaboloma das amostras de meio de cultura
das células da linhagem HUV-EC-C expostas por 24 e 48 horas tiveram uma influéncia
no consumo de substratos e excre¢do metabdlica (Figura 41-B). Para ambos os tem-
pos de exposicao, um aumento na excrecao do AcOH, acetona, N-Acetilglutamato e N-
Acetilaspartato, assim como a diminui¢ao nos niveis de consumo da a—GLC, lactato,
alanina (24 horas), piroglutamato, propilene glicol, cadaverina, formate e provavelmente
nos aminodcidos (leucina e isoleucina) foi observada em fungao da concentracao de prata.
Entre esses exo-metabolitos, da mesma forma que para linhagem FN1, os niveis do AcOH
e acetona apresentam particularmente uma variacao alta, excretando mais do 161% e
173% para 24 horas e 134% e 79% para 48 horas na concentragao de 100 uM em relagao
ao controle.

Na Figura 42-A, pode-se observar que a sucessiva adicao das bio-AgNPs na linha-
gem celular RAW 264.7, induz alteracoes nos niveis de concentracao dos endo-metabolomas
em relacao ao caso controle, tal que para 24 horas de exposicao, alanina, creatina, O-
fosfocolina e trimetilamina N-Oxide mostraram uma diminuicao acima de 50%. Lactato,
glicina, betaine, e Sn-Glycero-3PC também tiveram seus niveis reduzidos em mais de 30%
para 100 M. Apés 48 horas de exposicao podemos observar o efeito metabdlico no tempo,
onde as maiores reducoes nos niveis de concentracoes acima de 80% foram detectadas para
lactato, Glicina, creatina, O-fosfocolina, Sn-Glycerol-3 PC, betaine, e trimetilamina N-
Oxide. Alanina também apresentou uma redugao de 72 % apd6s 100 pM de exposicao.
As variacoes nos niveis de concentragao metabdlicas dos exo-metabolitos analisados das
amostras de sobrenadantes de meio cultura das células RAW 264.7 expostas a diferentes

concentragoes de bio-AgNPs em relacao ao controle, sao mostradas na Tabela 42 B. Para
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(A) Tempo de incubagéo (h) 24 48

Concentragdo molar (uM) 0 50 75 | 100 | 0 | 25

-28.0 -30.0] 0.0

Glicolise Lactato 0.0 | -24.0

Alanina 0.0 | -34.0

Metabolismo de

amino&cidos Glicina 0.0 -14.0| -31.0 -38.0| 0.0
Fonte de energia Creatina 0.0
O-fosfocolina 0.0 % shift
Metabolismo fosfolipidic -100
Sn-Glycero-3-PC 0.0 -40.0 -42.0
-75
Betaine 0.0 | -20.0| -31.0 50
Outros
Trimetilamina N-oxide | 0.0 | -43.0 25
0
(B) | Tempo de incubagao (h) 25
~ 50
Concentragdo molar (uM)
75
Lactato . 6 . .
Glicdlise 100
Citrato . m
Leucina . . . [Nl 22.0 15.0
Isoleucina . X . 0.0 22.0

Metabolismo de
aminoacidos Treonina

Fenilalanina . d X 12.0 m 9.0 14.0
o JE ] v o s

Valina .d. .d. .d. .d. . . X 52.0

Triptofano .d. .d. .d. R IOXol NI8I0N 110 60.0

Biossintese de glutationa| Piroglutamato . g d X .0 [-10.0 -16.0

Metabolismo fosfolipidico| Colina

Figura 42: Mapas de calor dos principais metabdlitos para (A) extratos celulares, (B)
meio de cultura, da célula RAW 264.7 expostas a concentragoes de bio-AgNPs por 24 e 48
horas. Os mapas sao coloridos de acordo com % de variacao dos metabdlitos em relacao
aos controles. Cores consecutivas que sao cercadas por linhas pretas mostram niveis de
concentragao diferentes (p < 0.05).

24 horas de exposicao, um aumento na excrecao do citrato e colina, assim como uma
ligeira diminuicao no consumo de leucina, isoleucina, fenilalanina e treonina, foram obser-
vadas em funcao das particulas de prata. Entre essas variacoes, os niveis de excrecao do
citrato apresentaram particularmente um incremento alto, mudando mais de 300% para
a concentracao de 100 M. Lactato e piroglutamato parecem ser mais excretados para

as primeiras concentragoes, 50 e 75 puM, apds 24 horas de incubacao, no entanto, uma
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diminuicao em seus respectivos niveis para 34 e 23% foram observadas a 100 M de prata,
indicando uma clara reducao nas taxas de excrecao associadas a dose letal. Aumento na
excrecao do citrato para 757% e uma diminuicao no consumo dos aminoacidos leucina,
isoleucina, fenilalanina, valina e triptofano também foi observado apds 48 horas de in-
cubacgao e 100 uM. No entanto, colina estd mostrando um aumento na excregao de 52%,
enquanto o lactato e piroglutamato estao diminuindo em sua excrecao para 57% e 50%

quando as células foram expostas a 100 uM e 48 horas.

4.3.4 Discussao das variagoes nas principais vias metabdlicas das células FN1,

HUV-EC-C e RAW 264.7

No processo de cicatrizacao de feridas, os macréfagos M1 e M2 sao necessarios para
iniciar a fase inflamatoria através da eliminagao de micro-organismos e a estimulacao de
células fibroblastos (Schett e Neurath, 2018). Entretanto, na fase de proliferagao e remo-
delacao, a diferenciacao de fibroblastos para miofibroblastos para a producao de coldgeno,
assim como o inicio da angiogéneses através das células endoteliais sao importantes para
formagao do tecido de granulacao, e portanto, dar se a cicatrizagao da ferida (Su et al.,
2010; Carmeliet, 2005). E amplamente aceito que se os macréfagos M1/M2, fibroblastos
e células endoteliais apresentam um desiquilibrio em seus niveis de proliferacao celular,
esses poderiam propiciar uma inadequada fase inflamatdria, proliferacao e remodelacao,
levando a formagcao de tumores fibroproliferativos (queloides) ou cicatrizes hipertréficas
(HTS) (Xu et al., 2020; Zheng et al., 2021). Portanto, se tais eventos pudessem ser con-
trolados através da regulacao das principais vias metabdlicas envolvidas nessas células,
ajustando o tempo e concentracao dos terapéuticos, em principio, nés poderiamos otimizar
0s processos e prevenir a formacao indesejavel de cicatrizes anormais.

O presente trabalho propos usar a citotoxicidade das bio-nanoparticulas de prata
com diferentes diametros de corona segundo a concentracao molar, através de 24 e 48 horas
de exposicao para tratar as células. O acesso a essas informagoes metabdlicas nos permi-
tira avaliar o impacto no metabolismo das células, assim como as doses e 0os mecanismo
de citotoxicidade dependentes do tempo. Dos dados analisados, a dinamica temporal dos
metabolomas das trés linhagens celulares foi caracterizada através de uma abordagem
conhecida como ”perfil metabdlico” (Bacchi et al. 2014), onde os metabdlitos endo-exo

identificados com relevancia estatistica sao resumidos na Figura 40, 41 e 42, respectiva-
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mente, para as células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7. Nestas figuras, as vias metabdlicas
sensibilizadas também foram identificadas satisfatoriamente para cada linhagem celular,

as quais serao discutidas a seguir.

4.3.4.1 Células FN1 e HUV-EC-C

Apesar de nao termos conseguido obter evidéncias diretas do metabdlito piruvato
no espectro de ressonancia magnética, podemos inferir a atividade glicolitica das células
FN1 e HUV-EC-C, através da a-glicose, lactato e adicionalmente do AcOH. Os endo- e
exo-metabolomas fornecem informagoes valiosas que mostram como as bio-AgNPs podem
desempenhar um papel de dose e tempo dependentes nesta via metabdlica; em outras
palavras, na forma como as células tratadas produzem energia bioquimica (moléculas de
ATP). A molécula de piruvato é o produto final da glicélise (ver Figura 43) que pode
divergir para a via aerdbica através de sua descarboxilacao levando a formacao da coen-
zima acetil-CoA, um substrato primario para o TCA, para produzir duas moléculas de
ATP e coenzimas portadoras de elétrons. Estas, por sua vez, podem seguir o metabo-
lismo mitocondrial da fosforilacao oxidativo produzindo aproximadamente 15 vezes mais
moléculas de ATP para as células (Watt et al 2010). As células tém outro mecanismo
energético menos eficiente de dirigir a molécula de piruvato, por exemplo, através de vias
anaerobicas quando é convertido em lactato através da fermentacao latica, ou oxidar-se,
transformado-se em acetato (AcOH). Ambas moléculas de lactato e AcOH foram de-
tectadas nos extratos celulares e meios de cultura para de células das linhagens FN1 e
HUV-EC-C expostas as nanoparticulas de prata em ambos os tempos de incubacao e seus
correspondentes niveis foram consistentes com a tendéncia de oxidar o piruvato ao invés
de ativar a producao de ATP usando a via de fermentacao de acido lactico, sugerindo
que a bio-AgNP estd induzindo as células ao desperdicio energético. A avaliacao do con-
sumo de glucose nos dados do exo-metaboloma, indicam que a exposicao da prata esta
acelerando o metabolismo glicolitico das células para produzir piruvato em detrimento de
energia, como discutido acima. Adicionalmente, as células da linhagem FN1 incubadas
por 24 horas, mostraram uma tendéncia dependente da dose em gastar progressivamente
moléculas de glicose deixadas no ambiente celular. Estes resultados sao consistentes com
o comprometimento do metabolismo energético das células, o qual apresenta uma maior

absorcao de glucose que, por sua vez, sao oxidadas em piruvato e AcOH, produzindo assim
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menos moléculas de ATP.

Células famintas geralmente procuram rotas metabdlicas alternativas para atender
suas necessidades energéticas quando as convencionais estao saturadas por qualquer mo-
tivo, neste caso, devido a citotoxicidade das bio-AgNPs. Por exemplo, a acetona é uma
molécula resultante do metabolismo cetogénico (ver Figura 43). Duas moléculas da en-
zima acetil-CoA divergem do TCA para produzir acetoacetil-CoA, que é transformado em
p-hidroxibutirato e acetoacetato, conduzindo finalmente a acetona (Misra e Oliver, 2015).
Os dados de endo-metabolomas revelam um excedente da acetona excretada para o meio
de cultura pelas células das linhagens FN1 e HUV-EC-C respondendo a uma condicao
estressante que acelera esta via metabodlica, especialmente durante as primeiras 24 horas
de incubacao. As células podem utilizar niveis intracelulares de creatina (e fosfocreatina),
detectados nos dados de endo-metabolomas, para o armazenamento de energia temporal
e espacial, ativando o metabolismo PCR/Cr (Schlattner et al., 2006). Observamos uma
tendéncia geral das células das linhagens FN1 e HUV-EC-C tratadas, para ambos os tem-
pos de incubacao, apresentarem uma diminui¢ao na producao da creatina, exceto num
caso especifico em que as células FN1 foram tratadas com 50 uM de bio-AgNPs durante
24 horas. Adicionalmente, moléculas de succinato, detectadas nos exo-metabolomas das
células FN1 apds 24 horas de exposigao, providenciam uma evidéncia direta da ativacao
do TCA ao ser produzido no ciclo a partir da liberacao de moléculas de succinil-CoA,
produzindo apenas uma molécula de ATP neste processo. Estas andlises, sugerem que a
citotoxicidade induzida pelas bio-AgNP forca as células a uma situagao de elevada pro-
cura energética quando a taxa de utilizacao do ATP sobrecarrega a sua producao por
outras vias metabdlicas como discutimos anteriormente para os metabolismos do TCA,
da fosforilacao oxidativa e da cetogénese.

Alguns aminoéacidos detectados nos dados de endo-metabolomas fornecem indica-
dores essenciais sobre a presenca de um processo de degradacao de proteinas que pode
estar ocorrendo nas células expostas as nanoparticulas. Por exemplo, os niveis de leu-
cina, isoleucina, glicina, alanina e glutamato tendem geralmente a diminuir nos dados
do endo-metabolomas apdés o tratamento das células das linhagens FN1 e HUV-EC-C
durante 24 e 48 horas. Para o caso especifico da leucina, observou-se um aumento dos
seus niveis apés a incubagao durante 24 horas de ambas as linhagens celulares. Nos dados

dos exo-metabolomas, com excecao da alanina, os niveis da leucina, isoleucina, fenilala-
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nina e metionina aumentaram sistematicamente em funcao da dose das bio-AgNPs para
ambos os tempos de incubacao, sugerindo uma reducao nas respetivas taxas de consumo
pelas células. Independentemente da origem desses aminoécidos, seja pela degradacao das
proteinas ou provenientes do meio de cultura, todos eles podem ser facilmente utilizados
pelas células, através da biossintese convergente em alguns substratos de alta energia por
degradagao de suas respectivas cadeias de carbono em processos oxidativos tipicos do
metabolismo dos aminoécidos (Kanehisa et al., 2021). Por exemplo, o piruvato pode ser
produzido a partir de alanina e glicine, assim como o acetil-CoA da leucina, isoleucina e
fenilalanina. As células podem utilizar estes substratos para repor os intermedidrios do
ciclo TCA e assim reequilibrar todo o ciclo quando ha necessidade. A partir da reducao
dos niveis desses metabolitos, poderiamos sugerir que os aminoacidos estao sendo usados
pela células tratadas para produzir mais acetil-CoA em relagao as células de controle.
Em contraste, os dados de exo-metabolomas indicam uma situagao oposta em que menos
aminoacidos do meio de cultura estao sendo usados pelas células expostas para produzir
intermediarios para o TCA. Este aparente e complexo cenédrio que emerge de ambos os
metabolomas para as células expostas parece apontar que, em geral, a citotoxicidade ine-
rente das bio-AgNPs pode causar um bloqueio do TCA, apesar da producao de piruvato
e acetil-CoA permanecerem quase que inalterada.

A molécula de NADP+, biossintetizada no metabolismo da Glutationa, desempe-
nha um papel importante na reducao de proteinas oxidadas inativas através da remocao
de pontes dissulfetos, regeneragao de grupos SH oxidados (por exemplo, ROS), restabe-
lecendo assim as fungoes originais nas células (Forman et al., 2009). A N-Acetilcisteina,
um composto organico pertencente aos aminoacidos N-acyl-alfa, ¢ um importante precur-
sor do piroglutamato, bem como da glutationa (Chong et al., 2018). Ao analisarmos os
niveis de NADP+ e N-Acetilcisteina, estes mostraram uma tendéncia de diminuir para
as células das linhagens FN1 e HUV-EC-C expostas as nanoparticulas para ambos os
tempos de incubacao. Por outro lado, o nivel do piroglutamato mostrado nos dados de
exo-metaboloma, apresenta uma tendéncia decrescente para FN1 e HUV-EC-C a medida
que a dose das bio-AgNPs aumenta, independentemente do tempo de incubagao. Se me-
nos Piroglutamato estd sendo excretado pelas células para o meio de cultura e menos
N-Acetilcisteina e NADP+ é encontrado no extrato celular em comparacao ao controle,

entao pode-se sugerir que as células das linhagens FN1 e HUV-EC-C em condigoes de



146

exposicao estao, provavelmente, dirigindo seu metabolismo para uma elevada producao
de agentes antioxidantes tais como a Glutationa (ver Figura 43). Considerando que uma
evidéncia convincente para este mecanismo foi identificada e quantificada, é possivel con-
cluir que as células sofrem diferentes niveis de stress oxidativo induzidos pelas bio-AgNP
em func¢ao da sua dose, tal que as células endoteliais demonstraram ser mais sensiveis que
as células FN1.

O metabolismo fosfolipidico pode ser avaliado através das mudancas nos niveis de
O-fosfocolina e Sn-Glycerol-3-PC no endo-metaboloma das células das linhagens FN1 e
HUV-EC-C expostas as bio-AgNPs (ver Figura 43). Estes metabdlitos sdo componentes
essenciais das membranas celulares sintetizadas a partir da colina e catalisadas pela sintese
CTP (Chang e Carman, 2008). Apesar de termos detectado apenas colina livre no exo-
metaboloma de FN1 apds 48 horas de incubagao, ambas as moléculas foram encontradas
no endo-metaboloma das duas linhagens celulares demonstrando uma tendéncia geral
em diminuir seus niveis de concentracao em funcao da dose das bio-AgNP utilizada no
tratamento. Este comportamento sugere que a citotoxicidade das nanoparticulas esta
induzindo uma desaceleracao no metabolismo fosfolipidico e, consequentemente, nas taxas
de proliferacao das células como observado nos resultados obtidos a partir de ensaios de
citotoxicidade, conforme resumidos pela Tabela 40 e 41.

Com base em outros metabdlitos identificados no endo-metaboloma e exo-metaboloma
das células das linhagens FN1 e HUV-EC-C, outras vias metabdlicas sensibilizadas pelas
bio-AgNPs puderam ser identificadas. Por exemplo, os niveis do propilene glicol diminuem
progressivamente nos meios de cultura para ambas as linhagens celulares em ambos tem-
pos de incubacao. Este metabdlito é usado no metabolismo do propanoato celular para
produzir propanoil-CoA pela condensac¢ao do grupo thiol-CoA com o grupo carboxilico de
acido propionico (Wongkittichote et al., 2017). Dependendo da necessidade da célula, o
propanol-CoA pode eventualmente levar a formagao de succinil-CoA, um importante inter-
mediario no TCA. Esta observacao apoia a nossa premissa de que as bio-AgNPs impactam
nesta parte especifica do metabolismo energético, resultando numa desaceleracao deste em
alguns de seus intermediarios bioquimicos. Formate, é o acido carboxilico mais simples
que participa no metabolismo de compostos de um carbono. Geralmente sao submetidos
a reacoes de transmetilacao, sendo responsavel por sinalizar a ruptura da cadeia de trans-

portes de elétrons mitocondriais no metabolismo da fosforilagao oxidativa, impactando
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assim a capacidade celular para produzir energia pela inibicao da atividade da enzima
citocromo-c oxidase (Wishart et al., 2018). Como os niveis de excre¢ao deste metabdlito
foram diminuidos nos meio de cultura para as células das linhagens FN1 e HUV-E-C apos
a exposicao com as bio-AgNPs por 24 e 48 horas de incubagao, poderiamos esperar uma
desaceleracao da enzima citocromo em comparacao ao controle e, portanto, sinalizando
uma deficiéncia das funcionalidades das mitocondrias em produzir energia.

O N-Acetilglutamato e N-Acetilaspartato sao dois metabdlitos excretados pelas
células da linhagem HUV-EC-C tratadas com nanoparticulas de prata. Estes apresen-
taram um aumento sistematico em seus respectivos niveis em comparagao com o caso
controle, como mostrado no exo-metaboloma correspondente. Ambos os metabdlitos de-
sempenham um papel no metabolismo da biossintese de aminoédcidos (Wishart et al.,
2018), fornecendo evidéncias de que o fendtipo das células influencia a resisténcia aos
efeitos citotéxicos das bio-AgNPs, como observado anteriormente nos ensaios citotoxicos,
reforcando a validade dos resultados metabdlicos. A cadaverina é outro metabdlito excre-
tado apenas pelas células da linhagem HUV-EC-C, apresentando niveis baixos em relacao
ao caso controle, conforme mostrado no exo-metaboloma correspondente (Tabela 41-B).
Este metabdlito é o primeiro subproduto da degradacao da lisina formado pela descar-
boxilagao bacteriana que ocorre no metabolismo dos aminodcidos (Wishart et al., 2018).
Nossos dados sugerem que o metabolismo da lisina da HUV-EC-C é desacelerado pela
dose e pelo tempo dos tratamentos com bio-AgNPs.

Para concluir a andlise dos metabdlitos que mudaram com o tratamento das nano-
particulas de prata, o uridine difosfato (UDP-GIcNAc), excretado por ambas as linhagens
celulares, conforme mostrado no endo-metaboloma, estd progressivamente diminuindo a
medida que a dose das bio-AgNPs aumenta. Este metabdlito desempenha um papel im-
portante na modificacao das proteinas nucleo citoplasmaticas, atuando como substrato
de doadores para residuos de serina e de treonina que ligam o N-acetilglucosamina (O-
GlcNAc) com as proteinas (Wishart et al., 2018; Hart et al., 2007). Os nossos dados
mostram que o tratamento com as bio-AgNPs podem induzir mudancas nesta classe de

proteina, em geral, inibindo tais modificagoes.
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Figura 43: Resumo das vias metabdlicas identificadas que estao mudando apos o trata-
mento com as bio-AgNPs dependentes da dose e tempo. Tendéncias de aumento e dimi-
nuicao dos niveis metabolicos descritos nas Figuras 40 e 41 sao representadas com setas
para cima e para baizo para as linhagens FN1 (seta laranja) e HUV-EC-C (seta verde).
Abreviagcao: OXI para oxida¢do, LDH para lactate desidrogenase, G6P para glicose-6-
fosfato, 6PG para 6-fosfogluconolacton, F6P para fructose-6-fosfato, OGT e OGA enzi-
mas para O-GlcNAc transferasa e O-GlcNAcase, CDP para Citidina 5’-difosfocolina, e
proteina nuclear citoplasmadtica tlustrado em purpura.

4.3.4.2 Células RAW 264.7

Da mesma forma que para o caso das células das linhagens FN1 e HUV-E-C,
apesar de nao serem evidenciadas provas diretas dos niveis do piruvato, podemos acessar o
metabolismo glicolitico das células da linhagem RAW 264.7 através dos produtos derivados
desta molécula. Estatisticamente, através das analises dos VIP scores, a glicose dos
meios de cultura nao foi identificada como um indicador responsavel pelas tendéncias de
agrupamento, indicando que os macrofagos tratados com as bio-AgNPs estao consumindo
moléculas de glicose do meio de cultura na mesma proporcao que o caso controle durante

0s 24 e 48 horas de exposicao. Portanto, as células RAW 264.7 expostas com as bio-AgNPs
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poderiam exibir, aproximadamente, o0 mesmo consumo de glicose e producao de piruvato
em relacao ao caso controle, sugerindo que nao houve alteracao significativa da atividade
da glicolise. Por outro lado, como descrito anteriormente, a molécula de piruvato é o
produto final da atividade glicolitica divergindo para diferentes vias para formar outras
moléculas, tais como, o lactato através fermentacao lactea, alanina pela reagdo ALT
(transferéncia de alanina amino), acetil-CoA por descarboxilagdo oxidativa, entre outros
(Gray et al., 2014). Para 24 e 48 horas de incubagao destas células, uma diminui¢ao
nos niveis de produgao dentro do citosol do lactato e alanina pode ser observado (Figura
42-A) conforme aumenta-se a concentragao das bio-AgNPs. Além disso, a excrecao de
lactato para os meios de cultura aumentou ligeiramente ou quase nao mudou em relagao
ao caso para as doses de 25, 50 e 75 uM, mas diminuindo para 100 uM. Estes resultados
sugerem que a exposi¢ado dos macréfagos com as bio-AgNPs induz a desaceleragao das
vias anaerdbicas, provavelmente através da obstrucao da enzima LDH e das reacoes ALT
para a producao de lactato e alanina a partir do piruvato. Uma diminuicao dos niveis
de lactato e alanina esta em concordancia com estudos prévios em células cancerigenas
apos a exposi¢ao com quercetina (Guerra et al., 2018) que, tipicamente, apresentam uma
atividade glicolitica elevada, similar a dos macréfagos M1 pré-inflamatorios estimulados
por LPS e IFN-y (Mendes et al., 2019).

A exposicao as bio-AgNPs, parece ter um efeito distinto na via TCA ocorrendo
dentro da matriz mitocondrial, conforme ilustrado esquematicamente na Figura 44. A
exposigao das células RAW 264.7 mostrou uma tendéncia de elevagao dos niveis de ex-
crecao do citrato em relacao as células controle para 24 e 48 horas de incubagao nos meios
de cultura. A producao elevada de acetil-CoA, a partir da descarboxilacao do piruvato,
diverge no ciclo TCA de forma a doar seu grupo acetil de quatro carbonos para o citrato a
partir de uma reagao de condensagao com o oxaloacetato e, assim, sendo responsavel pela
acumulagao detectada desta molécula nos resultados. Portanto, é possivel postular que as
nanoparticulas de prata induzem os macrofagos a seguirem pela via aerébica do TCA, po-
tencializando esta através do ciclo piruvato/Acetil-CoA /citrato (Guay et al., 2007). Este
aumento nos niveis do citrato é também associado com macréfagos M1 pré-inflamatorios
ativados por LPS e IFN-y (Mendes et al., 2019) que ocorre devido a duas principais
alteragoes transcricionais, a desaceleragdo do IDH (Jha et al., 2015) e a aceleragao do

portador de citrato mitocondrial CIC (Infantino et al., 2014) que leva & acumulacao do
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citrato no interior das mitocondrias.

Como mostrado na Figura 42-B, os niveis dos aminoacidos leucina, isoleucina, feni-
lalanina, treonina, valina e triptofano apresentam concentracoes que aumentam nos meios
de cultura em relagao ao caso controle, principalmente quando as células sao expostas as
bio-AgNPs por um periodo longo de tempo. E razodvel assumir que as nanoparticulas de
prata estao induzindo as células de macréfagos a sintetizarem quatro desses aminoacidos a
partir do piruvato e do fosfoenolpiruvato com origens glicolitica, e outros dois aminoacidos
através da rota piruvato/oxaloacetato/aspartato, todos excretados pelas células para os
respectivos meios de cultura. Este resultado sugere que as nanoparticulas de prata nao
promovem o uso de aminoacidos do meio de cultura para produzir intermediarios do ciclo
TCA.

A colina é um componente essencial da membrana fosfolipidica das células que
atua como a interseccao de multiplas vias metabdlicas que podem ser divididas em cate-
gorias como: metabolismo de metila, sintese fosfolipidica, metabdlitos derivados da dieta,
dentre outros (Mazi et al., 2019). A exposigao das células da linhagem RAW 267.4 com
as bio-AgNPs por 24 e 48 horas de incubacao parece induzir modificacoes nessas vias
metabdlicas, conforme sugere o aumento detectado na excrecao da colina para os meios
de cultura (Figura 42-B), logo indicando uma redugao no consumo da colina pelas células
de macréfagos. Esses resultados sao discutidos nos seguintes paragrafos. No metabo-
lismo de metila, (Ueland et al 2005), betaine é produzido através da colina oxidase, que é
metabolizada para glicina. A creatina atua como uma importante fonte de energia para
as células que tém altas demandas energéticas e podem ser sintetizadas através da via
Glicina-GAA (Brosnan et al., 2009). Redugoes nos niveis da betaine em relagao as células
controle foram observados conforme mostra a Figura 42-A, indicando a desaceleragao da
via metabdlica colina/betaine. Neste mesmo sentido, a fun¢ao osmorregulatério que de-
sempenha a betaine paras que as células mantenham seus respectivos volumes (Ratriyanto
e Mosenthin, 2018 ) poderia estar sendo desacelerada, o que estaria de acordo com o as
mudancas morfologicas observadas apds a exposicao com as bio-AgNPs, conforme mos-
trado em nossos resultados da Figura 28-B. A glicina e a creatina tiveram seus respectivos
niveis reduzidos para as células tratadas em relacao ao caso controle, como mostrado na
Figura 42-A. Este comportamento poderia estar relacionado com um redirecionamento

metabdlico que leva a baixar o consumo de colina pelas células, causando assim a desace-
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leracdo da via creatina/glicina observada em nossos dados. Esses resultados indicam que
as bio-AgNPs estao forcando as células a uma situagao de alta demanda energética através
de outra via metabdlica quando as taxas de ATP utilizadas pelas células sobrecarregam
sua producao. Decrescimentos nos niveis da creatina para macréfagos ativados por LPS
também foram observados apds a exposicao ao PG-FMN, sugerindo uma deterioracao da
conversao mediada por CK de fosfocreatina para creatina (Cicuéndez et al., 2020).

O metabolismo fosfolipidico das células desta linhagem também é afetado apds a
exposigao com as bio-AgNPs por 24 e 48 horas de incubacao, sugerindo modificagoes nas
membranas e uma desaceleracao nas taxas de proliferagao celular como observado em
nossos resultados sumarizados pela Figura 27 e 28. Atribuimos essas mudancas devido
a tendéncia observada de aumento nos niveis da fosfocolina e Sn-Glycerol-3-PC em com-
paracao com as células controle (Figura 42-A). Estes metabdlitos sao sintetizados a partir
da colina através da via CDP-colina (Chang e Carman, 2008 ) e estao associados com os
metabdlitos essenciais para a integridade da membrana celular (van der Veen et al., 2017).
Estudos prévios tém reportado danos diretos nas membranas das células de macréfagos
induzidos por fons de prata que ocorrem independentemente da citotoxicidade provocada
pela captagao celular de dtomos de prata (Carrola et al., 2016). Neste sentido, existe a
possibilidade que nossas nanoparticulas de prata estao sendo dissolvidas em ions de prata
dentro das células, afetando diferentes organelas como, por exemplo, as mitocondrias.

A molécula de trimetilamina (TMA) é um componente amino sintetizado a partir
da colina através da enzima gut microbial Choline-TMA lyase e que, subsequentemente,
¢ oxidada para trimetilamina N-oxide (TMAO) via flavina-monooxigenasa hepética de
mamiferos (FMO) (Lakshmi et al., 2021). Como pode ser observado na Figura 42-A, os
niveis do endometaboloma referentes ao TMAQO diminuem para os macrofagos tratados
com bio-AgNPs em comparacao com as células controle em ambos os tempos de incubacao,
apresentando uma diminui¢cao mais acentuada para 48 horas. Uma possivel hipdtese para
explicar esta variacdo poderia ser a desaceleragao da conversao colina/TMAO, que é con-
sistente com a redugao do consumo da colina pelas células da linhagem RAW 264.7 dis-
cutido anteriormente. Sabe-se que o incremento nos niveis de TMAO induz reagoes infla-
matorias em macréfagos conforme observado no caso da doenga de aterosclerose (Hakha-
maneshi et al., 2021), enquanto que sua redugao pode aumentar a estabilidade da placa

carotidea aterosclerdtica através da promocao da polarizacao de macréfagos M2 e a es-
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ferocitose (Shi et al., 2021). Portanto, é razoavel postular que a redugao nos niveis do
TMAO em células macréfagos induzidas pela citotoxicidade das nanoparticulas de prata
poderia ajudar em outras doencas inflamatérias cronicas, bem como no processo de cica-

trizacao de feridas. A tendéncia identificada para o piroglutamato foi a de diminuir seus

aminoacidos
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Figura 44: Resumo das vias metabolicas identificadas que estao mudando com o0s tra-
tamentos da bio-AgNPs dependentes da dose e tempo para RAW 264.7. Tendéncias de
aumento e diminuicao dos niveis metabolitos descritos na Figura 42 sao representadas
com setas para cima (seta azul) e para baizo (seta vermelha). Abreviaturas: a-KG para
a-ketoglutarato, CDP para citidina 5-difosfocolina, PEP para fosfoenolpiruvato, ALT para
alanina aminotransferase, LDH para lactato desidrogenase e GSH para glutationa.

respectivos niveis quando as células da linhagem RAW 264.7 sao expostas as bio-AgNPs
por 24 e 48 horas de incubagao. Como descrito anteriormente, esta molécula é excretada
pelas células para o meio de cultura sendo um intermediario na biossintese da glutati-
ona, que desempenha uma funcao importante na regeneracao de grupos SH oxidados, por
exemplo, pelas ROS (Forman et al., 2009). Se menos piroglutamato esté sendo excretado
pelas células para o meio de cultura em relacao ao controle, entao é possivel que as células

tratadas estejam dirigindo seu metabolismo para uma elevagao na produgao de agentes
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antioxidantes como as glutationa. As evidéncias para este mecanismo que identificamos
e quantificamos aqui nos permitem inferir que as células estao sofrendo diferentes niveis

de estresse oxidativo induzido pelas bio-AgNPs de forma dose e tempo dependentes.
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CAPITULO 5

“A man should look for what is, and not for what he thinks should be ”
A. Einstein
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, investigamos as caracteristicas morfo-elétricas de nanoparticulas
de prata em DMEM alta glucose suplementado com 10% de soro fetal bovino, assim como
o efeito citotoxico e as mudangas metabdlicas produzidas em células das linhagens FN1,
HUV-EC-C e RAW 264.7 tratadas através de diferentes doses e tempos de incubagao.
Para atingir nossos objetivos, ensaios de SAXS, DLS, Absorbancia UV-vis e Potencial
zeta foram utilizados para caracterizar as nanoparticulas de prata, entretanto, os aspec-
tos citotéxicos e as mudancas metabdlicas foram estudadas com ensaios de dinamica de
crescimento, MT'T, viabilidade celular e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
de protons com alta-resolucao. Em geral, nossos resultados de caracterizagao mostraram
que a incubacao das AgNPs no meio de cultura suplementado, isto é, 10% SFB+DMEM
estabelece uma forte interagao entre as componentes inorganica e organica que resulta na
formagao de coronas biomoleculares ao redor das nanoparticulas, formando assim um nova
entidade estdvel no tempo que apresenta variagoes no tamanho do complexo bio-AgNPs
gerado em funcgao das concentragoes de prata, porém nao de seu nicleo duro. Abordando
os aspectos de citotoxicidade das bio-AgNPs em 24 e 48 horas de incubacao, importantes
mudancas foram observadas nas linhagens FN1/HUV-EC-C/RAW 264.7, com um de-
crescimento progressivo das taxas de expansao das células, acompanhado por mudancas
morfoldgicas e nas respectivas areas celulares que diminuem de tamanho, assim como
um decrescimento sistematico na populagao de células vidveis quando o nimero de na-
noparticulas aumenta e o diametro da corona biomolecular decresce na solugao do meio
de cultura. Adicionalmente, através destes dados pode-se inferir que a linhagem celu-
lar RAW 264.7 se mostrou mais resistente a estas mudangas em relagao as células das
linhagens FN1 e HUV-EC-C. Zonas de citotoxicidade chamadas sub-letal e letal foram
obtidas a partir das analises dos resultados de viabilidade celular e associadas com as
mudancas metabdlicas dependentes da dose e do tempo de incubacao com as estruturas
bio-AgNPs, sendo estas identificadas nas amostras do extrato celular (endometabolomas)
e em meio de cultura (exometabolomas) das trés linhagens celulares: FN1, HUV-EC-C

e RAW 264.7. Nossas andlises do endo- e exo-metaboloma revelaram que algumas vias
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metabodlicas fundamentais das células foram ativadas como resposta aos tratamentos com
as bio-AgNPs.

Para as linhagens celulares FN1 e HUV-EC-C, a via metabdlica da glicdlise foi
acelerada consumindo mais moléculas de glicose, no entanto, houve um desperdicio das
moléculas de piruvato energético que se oxidam para formar AcOH que apresentou niveis
mais elevados nas células tratadas conforme mostrado em nossos resultados. A via ce-
togénica é acelerada uma vez que se observou um excesso de acetona nas amostras. Além
disso, o excesso de moléculas de creatina desfosforiladas detectado sugere as tentativas das
células em repor a energia temporal e espacial no ambiente celular. Aminoacidos detec-
tados no endometaboloma das células tratadas com as bio-AgNPs forneceram evidéncias
de que o mecanismo de degradacao proteica pode ser ativado para produzir piruvato e
acetil-CoA, enquanto aqueles encontrados nas amostras de meio de cultura parecem su-
gerir a desaceleragao do metabolismo dos aminoacidos para produzir intermediarios do
TCA. O piroglutamato, N-Acetilcisteina e NADP+ sao intermediarios da biossintese da
glutationa, um importante agente antioxidante. Essas moléculas estao mudando consis-
tentemente como revelou os dados de endo- e exo-metaboloma de ambas as linhagens
celulares. Esse comportamento sugere que as células estao respondendo ao estresse oxi-
dativo causado pelas bio-AgNPs, aumentando a sintese da glutationa. A diminuicao dos
niveis do formate nos exo-metabolomas corroborou com esta hipdtese de que o estresse
oxidativo nas células tratadas estd afetando a funcao mitocondrial. O metabolismo fosfo-
lipidico ¢é desacelerado nas células tratadas por 24 e 48 horas conforme sugere a diminuigao
nos niveis do O-fosfocolina e Sn-Glycero-3-PC nos dados de endo-metaboloma, sinalizando
assim uma reducao da taxa de proliferacao das células ou a elevagao na taxa de morta-
lidade celular, resultados estes que concordaram com aqueles de citotoxicidade. Nossa
andlise também revelou, pela primeira vez, que o UDP-GlcNAc excretado por ambas as
linhagens de células, estd mudando seus niveis nas células tratadas quando comparadas
com as controle. Como este metabdlito desempenha uma funcao importante na modi-
ficacdo de proteinas ntcleocitoplasmaticas, os dados sugerem que o tratamento com as
bio-AgNPs pode impactar diretamente nesse tipo de proteina, em principio, reduzindo
tais modificagoes.

Para a linhagem celular RAW 264.7 a atividade glicolitica de todos os grupos de

células, tratadas e nao tratadas com as bio-AgNPs, permaneceu inalterada. As células
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provavelmente estao produzindo piruvato na mesma propor¢ao, no entanto, a indicacao
de que apenas as células tratadas com as bio-AgNPs apresentam um excesso de citrato no
ambiente celular, como mostrado nos dados de exo-metaboloma, sugere uma aceleracao
do ciclo TCA que depende diretamente da dose e do tempo de exposicao com a prata.
Adicionalmente, através dos baixos niveis de excrecao detectados para o lactato e a ala-
nina, podemos argumentar que as células tratadas com as bio-AgNPs parecem escolher
o metabolismo aerébico em detrimento do anaerdbica para produzir sua energia, e este
fato apoia nossa conclusao sobre a tendéncia de aceleracao do TCA com o tratamento.
Os dados também nos permitem concluir que as células tratadas estao auto-regulando
o metabolismo dos aminoacidos para equilibrar o TCA, elevando a producao de quatro
aminoacidos especificos, valina, leucina, fenilalanina e triptofano, que foram detectados
no meio de cultura como sub-produtos do piruvato glicélico (Val, Leu) e e fosfoenolpiru-
vato (Phe, Trp) ao invés da absor¢ao desses aminodcidos diretamente do meio de cultura.
O metabolismo da colina nas células tratadas com as bio-AgNPs foi desacelerado devido
a uma reducao geral observada para os subprodutos produzidos nesta via, a betaine e,
posteriormente, a glicina que foram detectadas em baixos niveis nos endo-metabolomas.
Consequentemente, a producao de creatina, uma importante fonte energética para as
células, também esta sendo afetado, como observado no mesmo metaboloma. Esta con-
clusao ¢é apoiada pelo fato de que uma vez que o metabolismo da colina esta desacelerando,
ou mesmo sendo bloqueado, a molécula de trimetilamina N-oxide (TMAO) sintetizada da
colina, apresenta seus niveis de concentragao diminuidos quando as células sao tratadas
com as bio-AgNPs. Finalmente, da mesma forma que para as outras duas linhagens, a
exposicao das células da linhagem RAW 264.7 com as bio-AgNPs desacelerou o metabo-
lismo fosfolipidico mostrando niveis de fosfocolina e Sn-Glycerol-3-PC reduzidos, assim
como sugere que as células estao respondendo a um estresse oxidativo causado pelas bio-
AgNPs que aumenta a sintese da glutationa, conforme sugeriu a reducao dos niveis de
piroglutamato detectados em nossos resultados.

Como queriamos demonstrar, a metabolomica baseada em 'H-RMN, combinada
com ensaios de viabilidade padroes, provaram que a agao in vitro da citotoxicidade ine-
rente as bio-AgNPs podem induzir alteragoes no metabolismo, na morfologia e nas taxas
de proliferacao nas células que participam no processo de reparo tecidual, através de

parametros que dependem da dose e do tempo. Em principio, esses parametros podem
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ser ajustados para obter o controle de alguns eventos bioquimicos basicos ou de viabilidade
celular como, por exemplo, a atividade mitocondrial, producao de agentes antioxidantes
e taxas de proliferacao celular dentre outros, podendo assim impactar positivamente, ou
mesmo negativamente, nos processos de cicatrizacao de feridas quando pensamos em uma
abordagem multi-escala. Portanto, temos como perspectiva fazer um estudo prospectivo
de tratamento com nanoparticulas de prata em cultura de tecidos, ou peles artificiais,
desenvolvidos através de técnicas de cultivo que empregam a cultura simultanea de duas
linagens celulares diferentes compartilhando do mesmo meio nutricional, mas aderidas em
substratos que nao permitem o contato fisico entre elas. Eventualmente, estes tecidos
podem ser estudados em sua forma natural ou apds passarem por um processo de injuria

provocada artificialmente.
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ANEXO-1: PROTOCOLO DE DESCONGELAMENTO CELULAR

e Aquecer o meio (DMEM + 10% SEB), PBS e a tripsina no banho a 37°C;
e Ligar o UV do fluxo laminar durante 20 min;
e Limpar todo o fluxo laminar com gaze estéril e dlcool 70%:;
e Colocar a ponteira de vidro no sugador de material biologico e abrir a valvula de
aspiracao;
e Separar um tubo falcon de 15 ml estéril e adicionar 8 ml;
e Retirar o vial do nitrogénio liquido (ver a localizacao das células no mapa das
amostras crio-preservadas);
e Levar o vial para o fluxo e descongelar as células na mao;
e Adicionar 1 ml de meio no wvial quando as células estiverem descongelando;
e Inverter e verter o vial até as células estarem completamente descongeladas, verter o
contetido do vial no falcon de 15 ml previamente separado;
e Re-suspender o pool de células + meio (movimentos up/down);
e Levar o tubo falcon 15 ml para a centrifuga por 3 min a 1300 rpm;
e Voltar com o tubo falcon 15 ml cuidadosamente para o fluxo laminar;
e Com o auxilio do sugador de material biolégico, aspirar o sobrenadante
cuidadosamente para nao desmanchar o pellet;
e Adicionar 2 ml de meio no tubo falcon 15 ml;
e Com o auxilio de uma pipeta graduada, re-suspender o pellet e homogeneizar o pool de
células + meio (movimentos up/down);
e Retirar 200 ul do pool de células + meio para fazer a contagem celular em camara de
Neubauer;
e Apds a contagem, adicionar meio no tubo falcon 15 ml até completar 5 ml e transferir o

pool de células + meio para uma garrafa de cultura T25 e colocar na incubadora a 37°C.
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ANEXO-2 e 3: PROTOCOLO DE SUB-CULTIVO CELULAR

Limpeza do fluxo laminar:
e Ligar o UV do fluxo laminar durante 20 min;
e Limpar todo o fluxo laminar com gaze estéril e dlcool 70%:;
e Colocar a ponteira de vidro no sugador de material biologico e abrir a valvula de
aspiracao;
Separar os materiais de trabalho:
e Aquecer o meio (DMEM + 10% SFB), PBS e a tripsina no banho a 37°C;
Separar os materiais a serem utilizados no fluxo:
(i) Tubo falcon de 15 ml;
(11) Garrafa de cultura T25;
(11i) Pipetas descartdveis de 5 ml;
(iv) Ponteiras descartéveis de 1000 ul e 200 pl;
(v) Microtubo de 2 ml.
e Retirar a garrafa de cultura T25 da incubadora e levar para o fluxo laminar;
e Aspirar o meio da garrafa de cultura T25;
e Acrescentar 5 ml de PBS para lavar a garrafa;
e Com o auxilio do sugador de material bioldgico, aspirar o PBS;
e Adicionar 1 ml de Tripsina na garrafa de cultura T25 e levar a garrafa apara a
incubadora a 37°C por aproximadamente 2 min;

e Observar no microscépio se as células se desprenderam do fundo da garrafa;
e Com o auxilio de uma pipeta, adicionar 4 ml de meio na garrafa e transferir o
contetudo para o tubo facon 15 ml;

e Re-suspender (movimentos up/down) o pool de células + meio;

e Levar o tubo falcon 15 ml para a centrifuga por 3 min a 1300 rpm;

e Voltar com o tubo falcon 15 ml cuidadosamente para o fluxo laminar;

e Com o auxilio do sugador de material biolégico, aspirar o sobrenadante
cuidadosamente para nao desmanchar o pellet de células formado pela centrifugacao;
e Adicionar 2 ml de meio no tubo falcon 15 ml;

e Com o auxilio de uma pipeta graduada, re-suspender o pellet e homogeneizar o pool de

células + meio (movimentos up/down);
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e Retirar 200 ul do pool de células + meio para fazer a contagem celular em camara de
Neubauer;
e Apds a contagem, adicionar meio no tubo falcon 15 ml até completar 5 ml e transferir o

pool de células + meio para uma garrafa de cultura T25 e colocar na incubadora a 37°C.
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ANEXO-4: PROTOCOLO DE EXTRACAO METABOLICA PARA
RMN

Extracao metabdlica das células e dos meio de cultura.
eAdicionar 2 mL de PBS para lavar as células
e Aspirar todo o PBS
eTripsinizar com 1 mL e levar a incubadora por 2 min
eObservar que as células soltaram
e Adicionar 1 mL de PBS e, coletar as amostras em eppendorfes
eCentrifugar a 20°C e 1200 r.p.m durante 6 min e, em seguida, retirar com cuidado o
meio
eRepetir os dois passos anteriores de limpeza x3 vezes
e Adicionar as células do eppendorfes, 500 uL: da solu¢ao (metanol:dgua) gelada na
proporgao (1:1)
e Iniciar o tratamento no ultrassom da solucao célula extraida com o metanol, seguindo
60 s por 5 x seguidas com intervalos de 10 s
e Centrifugar a solucao de celulas a 4°C e 2100 r.p.m durante 90 min
e Coletar aproximadamente 70% do sobrenadante do eppendorf, em outro eppendorf e
guardar no freezer da geladeira.

e Liofilizar as amostras por 24 h
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ANEXO-5: DMEM alta-glicose Composicao:

SAIS INORGANICOS myg/L:

. Cloreto de calcio 2H>0 265,00

. Nitrato férrico 9H,O 0,10

Sulfato de magnésio (anidro) 97,72
Cloreto de potassio 400,00

Cloreto de so6dio 6400,00

. Fosfato de sédio (anidro) 109,00

AMINOACIDOS mg/L:

. Glicina 30,00

. Hidrocloreto de L-Arginina 84,00

. Dihidrocloreto de L-Cistina 62,57

. L-Glutamina 584,00

. Hidrocloreto de L-Histidina monohidratado 42,00

. L-Isoleucina 105,00

L-Leucina 105,00

. L-Leucina 105,00

. Hidrocloreto de L-Lisina 146,00

L-Metionina 30,00
L-Fenilalanina 66,00
L-Serina 42,00

L-Treonina 95,00
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L-Triptofano 16,00
L-Tirosina (Sal dissédico) 103,79

L-Valina 94,00

VITAMINAS mg/L:

. Cloreto de Colina 4,00

. D-Ca-Pantotenato 4,00

. Acido Félico 4,00

. Nicotinamida 4,00

. Hidrocloreto de Piridoxina 4,00

. Riboflavina 0,40

Hidrocloreto de Tiamina 4,00

. i-Inositol 7,20

OUTROS mg/L :

. D-Glicose 4500,00

Vermelho Fenol (Sal Sédico) 15,90

Piruvato de sédio 110,00
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FIGURA SUPLEMENTAR 1
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Figura 45: Resultados de absor¢ao UV-vis (A), DLS (B), potencial zeta (B) e imagens de
turbidez (C) para AgNPs-Citrate diluido em 10% SFB em dgua ultra pura para a obtengdo
das concentragcoes molar 25, 50, 75 e 100 uM de AgNPs, apds 24 e 48 horas de incubagao.
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FIGURA SUPLEMENTAR 2

(A) After 24 hours After 48 hours
Metabolite 0uM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite 0uM 25uM 50uM 100 uM
UDP-GIcNAc 100.0 110.3 46.5 l 24.2 l UDP-GIcNAc 100.0 77.6 65.1 42.4
A B +10% C -54% D -76% A B ' 22% C 350, D 570
a-GLC 100.0 180.5 I 419.8] 579.1 Ala 100.0 75.2 73.7 334
A B 80% C +320% D +479% A B "25% B 2% C  -67%
Glutamate 100.0 102.7I 59.9 l 41.8 l Lac 100.0 74.6 69.8 58.2
A A +3% B -40% C -58% A B 24% C 230% D " _429,
Sn-Glycer-3-PC 100.0 109.8 I 64.3 18.6 Sn-Glycer-3-PC 100.0 654 53.9 38.5
A B 0%  C 36% D 829 A B "35% C "46% D -61%
O-Phosphocholine 100.0 178.5 49.0 16.0 O-Phosphocholine 100.0 72.5 81.0 39.2
A B 1+79% C 51% D "84% A B "27% B ".19% C " _60%
N-Acetylcysteine* 100.0 126.6 78.6 44.5 N-Acetylcysteine 100.0 78.51 73.4 524
A B +27% C 2% D 55% A B "21% B 26% C  47%
Leu 100.0 114.5 212.1 I 2389 I Leu 100.0 84.51 80.9 73.0
A A F149, B +112% C 139% A B 15% C 7 20% D " .27%
FA 100.0 71.7 61.5 64.3 Tleu 100.0 69.4 63.2 58.4
A B 28% C ®8% C 4% A B "31% C 37% D 4%
Cr 100.0 1257 29.7 l- 14.4 Cr 100.0 72.6 l 60.0 11.3
A B +26% C ¥10% D geo A B "27% C  40% D -89%
2-Oxoisocaproate  100.0  106.4 170.31 171.8 Glycine 1000 756 6731 494 |
A A +6% B 170% B +72% A B 24% C 33% D 51%
ADP* 100.0  80.1 64.8 l 62.6 ADP* 100.0  90.3 75.8 73.6
A B 0% C 35% Cc 3% A B -10% C  -24% C  -26%
AMP 100.0 62.2 l 53.4 48.8
A B "38% C 41% D .5
(B) After 24 hours After 48 hours
Metabolite 0 uM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite 0uM 25uM S0uM 100 uM
o-GLC 100.0 94.0 87.9 78.5 o-GLC 100.0 82.1 l 83.7 76.1
A A -6% B Ty, C 29 A B -18% B T16% C 4%
Lac 1000 720 | 473 | 278 | Lac 1000 538 | 349 | 145 |
A B 28% C .57% C 71% A B -46% C -65% D .85%
Leu* 100.0 1103 108.5 119.6 Leu 100.0  106.1 I 110.2 I 131.1
A B +10% B +9% C  +20% A A +6% B +10% C  +31%
Pyroglutamate* 100.0 104.3] 90.2 l 88.31 Met 100.0 1042 108.2 128.0
A A "wa% B Yo% B v A B t4% BC ige, C v
AcDH 100.0 1123 I 146.4 I 197.6 I AcDH* 100.0 160.0 I 202.7 I 270.4 I
A B +12% C  +46% D +98% A B +60% C  +103% D +170%
Ala* 100.0 108.8 ] 87.5 79.0 Tleu 100.0 106.1 110.0 134.7
A B +9% C -8% D 21% A A +6% B +10% C  +35%
FA 100.0  78.7 66.0 54.6 FA 100.0  69.6 54.5 59.4
A B 21% B 34% C -45% A B -30% C -45% C  -41%
Propyleneglicol * 100.0 89.3 85.6 71.5 Propyleneglicol 100.0 80.0 72.0 42.8
A B 1% B 4% C 24% A B "20% C 28% D .58%
Succimate® 100.0 109.5 I 113.8 I 118.0' Phe* 100.0 102.4 115.0 126.0
A B +10% B +14% C  +18% A A +2% C +15% D +26%
Acetone 100.0 1425 I 242.0' 339.0 I Acetone 100.0 113.2 137.5 I 193.4'
A B +43% C 142% D +239% A B +13% C  +37% D +93%
3-Methyl-2-oxovale* 100.0  87.2 l 86.3 68.1
A B 3% B 4% C 2%
Choline 1000 778 | 463 | 497 |
A B .22% C .54% C -50%

Figura 46: Comparacdo dos valores normalizados de cada metabolito dos extratos celulares
(A) e meio de cultura (B) para a célula FN1 tratada com diferentes concentragies de
AgNPs por 24 e 48 h. As diferentes letras inseridas abaizo dos valores mormalizados
indicam as diferencas estatisticas entre eles, testados por Fisher’s test (95% confianga,
p<<0.01).
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(A) After 24 hours After 48 hours
Metabolite 0uM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite 0 uM 25 uM 50uM 100 uM
UDP-GleNAc 100.0 89.6 72.0 l 313 UDP-GleNAc 100.0 77.0 39.0 14.5
A B “10% C "28% D 9% A B .23% C “61% D “85%
O-Phosphocholine 100.0  43.3 l 30.4 l ll.ll NADP+ 100.0 103.0 85.4 l 62.8|
A B 5% C 0% D .91% A A 43% B T.sy  C T3y
NADP+ 100.0  75.0 74.4 66.8 AcDH* 1000 1157 125.1 162.5 1
A B 25% B 26% C  31% A B +16% C +25% D +63%
Lac* 100.0 83.71 65.0 70.5 Sn-Glycer-3-PC 100.0 84.7 l 54.9 l 30.3l
A B Y% C %35% C *29% A B -15% C -45% D @ -10%
AcDH 100.0 133.2 I 162.6 I 265.6 I N-Acetylcysteine 100.0 70.7 39.3 11.0
A B 433% C  +63% D +166% A B 29% C -61% D 1%
Sn-Glycer-3-PC 100.0 76.0 73.0 32.7 Cr 100.0 76.2 53.5 233
A B 24% B 28% C  _67% A B 4% C 46% D .71%
N-Acetylcysteine  100.0 98.7 70.0 33.1 Valerate 100.0 104.0 114.2 118.8
A A 3% B 30% C -67% A A +4% B +14% B +18%
Cr 100.0 47.0 27.0 9.3 Leu 100.0 98.0 87.5 86.0
A B "s53% C 73% D 91% A A 2% B 12% B -14%
Valerate 100.0  103.0 ] 158.3] 174.7] Tleu 100.0  98.8 79.0 67.0
A A +3% B +58% C  +75% A A 1% B "a21% C ".33%
Leu 100.0  106.7 116.8 120.2 Ala 100.0 91.8 ] 58.5 [ 46.4 |
A A 7% B 17% B +20% A B 9% ¢ 4% p -54%
AMP 100.0  99.6 | 66.4 l 52.7 | Glycine 1000 920 | 921 | 718 |
A A 1% B -34% C -48% A B -8% B -8% C  -28%
Ala 100.0 68.1 l 36.4 l 38.51
A B '-32% C 64% C " -62%
Glycine 1000 794 l 57.3 l 42.8 l
A B '21% C_“43% D " -57%
After 24 hours After 48 hours
(B) Metabolite 0uM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite 0uM  25uM 50uM 100 uM
o-GLC 100.0 95.4 89.7 71.4 o-GLC 100.0 91.6 76.4 l 55.0 l
A B Toy C % D Ty A B “i15% C 24% D 45%
-GLC 100.0 800 | 564 | 354 B-GLC* 100.0 702 l 49.3 | 43.01
A B 20% C  -44% D -65% A B “30% C 51% C Y579
Lac 100.0  65.8 44.0 26.2 l Lac 1000 70.8 69.8 394
A B 31% B Y569  C Y4 A B 30% B 31% C  61%
Pyroglutamate 100.0 88.5 l 80.9 59.1 l Pyroglutamate* 100.0 80.7 l 61.2 l 54.41
A B ‘a2 C *20% D *41% A B -19% C '-39% C " -46%
Leu 100.0 1315 157.4 I 181.6 I Leu 100.0 105.0[ 135.4I 136.0 ]
A B +32% C  +57% D 182% A A 4+5% B 435% B 436%
Cad 100.0 97.6 l 66.5 72.5 l Cad 100.0 95.0 80.7 66.5
A A 2% B 33% B .28 A A 5% B 2% C ".33%
AcDH 100.0 218.8 262.0 261.0 AcDH 100.0 177.0 I 204.0 2343
A B +119% C +162% C +161% A B +77% C +104% D  +134%
FA* 100.0 77.6 l 58.6 36.5 FA 100.0 93.0 59.2 42.2
A B 2% C 4% D “64% A A 7% B "41% B .58%
Ala 100.0 87.3 l 81.7 l 60.61 Ileu* 100.0 125.3[ 146.7 147.2
A B -13% € T18% D "40% A B 425% C 6% C +47%
N-Acetylglutamane 100.0 139.6 139.1 158.1 N-Acetylglutamane* 100.0 110.6 130.6 129.7
A B  +37% B +39% C +58% A A +10% B +31% B +30%
Propyleneglicol 100.0 80.3[ 55.0 40.5 Propyleneglicol 100.0 90.7 l 29.0 l 34.0 l
A B Y209% € Y4su D ¥ g A B _10% C 71% C  -66%
N-Acetylaspartate* 100.0 115.4[ 111.SIL 129.ZI N-Acetylaspartate 100.0 111.7[ 165.4 169.2
A B 15% B 1% ¢ 1+29% A B +12% C +65% C  +69%
Acetone 100.0 127.0 266.0 273.1 Acetone 100.0 104.8 149.1 178.5
A A +27% B +166% C +173% A A +5% B 9% C  +719%

Figura 47: Comparacao dos valores normalizados de cada metabolito dos extratos celulares
(A) e meio de cultura (B) para a célula HUV-EC-C tratada com diferentes concentragoes
de AgNPs por 24 e 48 h. As diferentes letras inseridas abaixo dos valores normalizados
indicam as diferencas estatisticas entre eles, testados por Fisher’s test (95% confianga,

p<<0.01).
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FIGURA SUPLEMENTAR 4

(A) After 24 hours After 48 hours
Metabolite OuM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite OuM 25uM 50uM 100 uM
Creatine 100.0 48.51 41.0 38.1 Creatine 1000 904 49.1 79
A B -52% B B9y B e A B 1% B s C 93%
0-Phosphocholine 1000 483 l 50.41 35.8[ O-Phosphocholine  100.0 104.5 l 50.0 l 6.5 l
A B 5% BC 50  C -64% A A T aew B e © 0 esw
Trimethylam N-oxide100.0  59.6 l 46.81 46.91 Trimethylam N-oxide100.0 234 l 10.0 5.6
A B aw © s © s A B e © o © Tosw
Alanine 1000 66.1 70.1 | 495 l Alanine 1000 485 | 370 217 |
A B Y.3a% B *30% C %50% A B s B a6 C 720
Lactate 100.0 759 718 69.7 L actate* 100.0 67.7 48.3 20.1
A B .24 B 286 B -30% A B 329 C 52% D -80%
Sn-Glycer-3-PC 1000 877 l 60.4 l 58.2 l Sn-Glycer-3-PC 1000 314 l 318 l 10.1 l
A B 12% C 4% C -42% A B eow B eew © oom
Glycine* 100.0 85.6 69.1 61.8 Glycine 100.0 533 29.9 6.4 l
A A 4% B 31% B 3% A B -47% C 70% D = -94%
Betaine 100.0 80.0 l 70.8 l 40.2 l Betaine 1000 60.0 50.8 16.2
A B 2% C 39 D 60% A B 4% C -49% D 8%
(B) After 24 hours After 48 hours
Metabolite OuM 50 uM 75uM 100 uM Metabolite OuM 25uM 50uM 100 uM
Lactate* 100.0 175.81 145.5 I 66.21 Lactate 100.0 905 l 97.9 l 41.6 l
A B +75%  AB +45% Cc -34% A A 9w A Tou B s
Citrate 100.0 247.0 I 349.0 I 435.2' Citrate 100.0 188.9% 279.4I 857.4 I
A B 4147% C +249% D 43350 A B +89% C +179% D +757%
Leucine 100.0 90.2 l 91.6 l 113.BI Leucine 1000 1223 115.9 I 179.7
A A FI0% A Jon B +14% A A T+2% A Ti1s6 B T4g0%
Isoleucine * 1000 960 | 9.1 | 13s] Isoleucine * 1000 13674 1218 177.84
A A 4% A 5% B +14% A A +37% A 2% B +78%
Phenylanine 100.0 101.9 103.1 112.0I Phenylanine* 100.0 109.OI 113.8 I 135.51
A A o A % B +12% A B T+ B Vi1a6 C "436%
Choline* 100.0 106.9 I 108.3' 134.7 Chaline 100.0 110.0] 1185 152.0 I
A A 7% A 4% B +35% A B +10% B ¥+19%6 C H4520
Pyroglutamate * 100.0 108.0 I 102.8 I 77.3 l Pyroglutamate 100.0 90.1 l 83.8 l 50.3 l
A B +8% AB +2% Cc "-23% A B -10% B -16% C " 50%
Threonine* 1000 Hosp o 1Sdp WS 1 Tryptophan 1000 1185 112 1603
|0/
0% +19% aa%n A B Tign B +mw  C ieom
Valine 100.0 120.0 104.5 152.
A B 1 AB 1 (?I +60%

Figura 48: Comparacao dos valores normalizados de cada metabolito dos extratos celulares
(A) e meio de cultura (B) para a célula RAW 264.7 tratada com diferentes concentragoes
de AgNPs por 24 e 48 h. As diferentes letras inseridas abaixo dos valores normalizados
indicam as diferencgas estatisticas entre eles, testados por Fisher’s test (95% confianga,
p<<0.01).



188



	INTRODUÇÃO
	Processo normal de cicatrização de feridas cutâneas
	Fase Inflamatória
	Fase de Proliferação
	 Formação do tecido de granulação
	 Re-epitelização
	 Contração do tamanho do ferimento 

	Fase de Remodelamento

	Processo anormal de cicatrização de feridas cutâneas
	Nanopartículas de Prata
	Propriedade Antitumoral
	Reparo de feridas
	Corona de proteína

	Objetivos
	Sumario dos Próximos Capítulos

	 TÉCNICAS EXPERIMENTAIS
	Metabolômica
	Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de prótons (1H-RMN)
	Relação entre o spin nuclear e o momento magnético nuclear
	O Hamiltoniano e as diferentes interações em RMN
	O Modelo Vetorial
	Magnetização
	Pulso de radiofrequência
	Interação do pulso de radiofrequência com o vetor de magnetização
	Sinal de RMN

	Transformada de Fourier e processamento de dados

	Análise multivariada (PLS-DA)
	Análise univariada
	Breve visão geral das principais vias metabólicas celulares
	Glicólise
	O ciclo TCA 

	Câmara de Neubauer e MTT
	 Espalhamento de luz dinâmico
	 Movimento Browniano
	Espalhamento de Luz

	Potencial-zeta 
	Medição da mobilidade eletroforética 
	 Mobilidade eletroforética relacionada ao potencial-zeta 

	Espectroscopia de absorção UV-vis
	 Lei de Lambert-Beer

	 Espalhamento de raios X a baixo ângulo

	 MATERIAIS E MÉTODOS
	 Materiais
	Preparação das amostras
	Preparação do meio de cultura 
	Construção do banco de células 
	Preparação das nanopartículas de prata 

	 Protocolos de preparação de amostras segundo o tipo estudo 
	Caraterização de AgNPs 
	Diluição da dispersão estoque de AgNPs 
	Incubação em diferentes tempos 

	Ensaio de viabilidade celular 
	Descongelamento das células 
	Plaqueamento das células 
	 Tratamento das células com (AgNPs)

	Método da metabolômica através da RMN 
	Descongelamento das células
	  Plaqueamento das células
	 Tratamento das células com (AgNPs) 


	 Métodos Experimentais 
	 Espalhamento de luz dinâmico 
	 Potencial – zeta
	 Absorção óptica
	 Espalhamento de raios X a baixo ângulo
	 Ensaio calorimétrico MTT
	 Câmara de Neubauer
	 Extração metabolólica 
	 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de prótons (1H-RMN) 
	 Aquisição dos espectros de RMN 
	 Processamento dos espectros de RMN 
	 Identificação de metabolitos 

	  Análise multivariada
	  Análise univariada


	 RESULTADOS
	Caracterização das Nanopartículas de prata (AgNPs)
	  Caracterização de AgNPs em citrato 
	  Caracterização do soro fetal bovino (SFB) 
	  Caracterização de DMEM alta-glicose 
	  Caracterização do meio de cultura suplementado (DMEM+10% SFB) 
	  Interação AgNPs - 10%  SFB+DMEM e formação de coronas 

	Estudo de viabilidade celular com Bio-AgNPs
	Experiências de cinética de crescimento celular (CDC)
	Análise de Morfologia e área Celular
	Efeito de citotoxicidade dependente dose-resposta induzida por bio-AgNPs

	Análise metabolômica de células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 expostas a Bio-AgNPs
	Metabólitos extracelulares dos meios de cultura
	 Metabólitos polares intracelulares
	Analises estatística dos endo-exo metabolitos 
	Análise multivariada PLS-DA 
	Análise univariada 

	Discussão das variações nas principais vias metabólicas das células FN1, HUV-EC-C e RAW 264.7 
	Células FN1 e HUV-EC-C 
	Células RAW 264.7 



	 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS
	 REFERÊNCIAS
	 

