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RESUMO
O cancer de pele ndo melanoma (CPNM) é o tipo de tumor de maior incidéncia no

Brasil, e o subtipo maligno denominado de carcinoma epidermoide representa 70%
das mortes por CPNM. Os tratamentos convencionais apresentam grande chance de
cura, entretanto, sdo geralmente associados a varios efeitos colaterais adversos
localizados e/ou sistémicos. Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas é de grande interesse. O uso de compostos naturais e de nanoparticulas
de prata (AgNPs) demonstram uma grande relevancia para o tratamento de varios
tipos de cancer. Adicionalmente, a sintese verde de AgNPs consiste em utilizar
organismos bioldgicos e/ou biomoléculas isoladas como agentes redutores e
estabilizantes. Portanto, o método de sintese se torna mais eco-amigavel, de menor
custo e biocompativel. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é de sintetizar
AgNPs utilizando extrato aquoso (EA) do tubérculo de acafrdao (Curcuma longa) e
nitrato de prata (AgNOs), associd-las com polimeros de quitosana, caracteriza-las,
avaliar a citotoxicidade em células tumorais de CPNM (A431) e ndo tumorais
(queratinécitos - HaCAT) e investigar seus possiveis mecanismos de acdao em linhagem
de CPNM (A431), in vitro. O rendimento da sintese de AgNPs foi dependente da
variagdo de temperatura de armazenamento da C. longa, do método de extragao, da
temperatura de sintese e da concentracdao de EA e de AgNOs. Apds a otimizacdo da
sintese (C. longa armazenada a temperatura ambiente, extracao por fervura, sintese a
75°C por 24 horas com 2 mg/mL de EA e 1 mM de AgNOs) a quitosana foi utilizada para
recobrir as AgNPs devido as suas propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e bioadesividade. As AgNPs obtidas apresentaram uma
homogeneidade e estabilidade coloidal moderadas (Pdl de 0,319 + 0,043 e potencial
Zeta de -24,8 + 2,2 mV) com didmetro hidrodindmico (DH) de 210,3 + 57,1 nm. Em
paralelo, as AgNPs recobertas por quitosana (CH-AgNPs) apresentaram DH de 328,0 =
61,6 nm, moderada homogeneidade (Pdl de 0,372 + 0,059) e estabilidade coloidal
(potencial Zeta de +53,9 + 3,1 mV). A forma das nanoparticulas foi avaliada por
técnicas de microscopia. As amostras demonstraram ser estaveis por 30 dias a 4°C.
Além disso, ambas demonstraram atividade citotdxica dose-dependente em células
A431 e HaCAT. A investigacao dos possiveis mecanismos de acdao das AgNPs expostas
as células A431 por 24 horas a 50uM demonstrou a indug¢do de lesdo de membrana
plasmatica (50%), diminuicdo da proliferacdao celular (50%), aumento da taxa de
fragmentacdo de DNA (40%) e do potencial de membrana mitocondrial. Além disso, as
CH-AgNPs bloquearam as células em fase G1 do ciclo celular e apresentaram maior
marcacao por Anexina-V, sugerindo morte celular por apoptose. Em suma, pode-se
concluir que a sintese verde demonstrou ser uma boa alternativa para a obtenc¢ado de
AgNPs com grande potencial citotéxico. A associacdo com a quitosana pode
representar um potencial promissor para o tratamento de CPMN. Palavras-chave:
sintese verde, nanoparticulas de prata, Curcuma longa, cancer de pele ndomelanoma



ABSTRACT

Nonmelanoma skin cancers (NMSC) represents the most incident tumor in Brazil, and
the malignant subtype squamous cell carcinoma accounts for 70% of deaths from
NMSC. Conventional treatments have great chance of cure, however, they are usually
associated with several localized and/or systemic adverse side effects. Therefore, the
development of new therapeutic strategies is of great interest. The use of natural
compounds and silver nanoparticles (AgNPs) showed a great importance for the
treatment of various cancers. Additionally, the green synthesis of AgNPs consists of
using biological organisms and/or biomolecules isolated as reducing agents and
stabilizers. Therefore, this method of synthesis becomes more eco-friendly, less costly
and biocompatible. Given the above, the objective of this study is to synthesize AgNPs
using aqueous extract (EA) of turmeric tuber (Curcuma longa) and silver nitrate
(AgNOs), associate them with chitosan polymers, characterize them, analyze the
cytotoxicity NMSC tumor (A431) and non-tumor cells (keratinocytes - HaCaT) and
investigate the possible mechanisms of action in NMSC cells line (A431) in vitro. The
yield of synthesis was dependent on the variation of the storage temperature of C.
longa, the method of extraction, the temperature of synthesis and the concentration
of EA and AgNQs. After optimization of the synthesis parameters (C. longa stored at
room temperature, extraction by boiling, and synthesis at 75°C for 24 hours with 2
mg/ml EA and 1 mM AgNOs) chitosan was used to coat AgNPs due to its properties of
biocompatibility, biodegradability and bioadhesiveness. The obtained AgNPs showed a
moderate homogeneity and colloidal stability (0.319 + 0.043 PDI and Zeta potential of -
24.8 + 2.2 mV) with hydrodynamic diameter (HD) of 210.3 £ 57.1 nm. In parallel,
covered with chitosan (CH-AgNPs) exhibited HD of 328.0 + 61.6 nm, moderate
homogeneity (PDI 0.372 + 0.059), and colloidal stability (Zeta potential of +53.9 + 3.1
mV). The shape of the nanoparticles was analyzed by microscopy techniques. The
samples proved to be stable for 30 days at 4°C. In addition, both showed dose-
dependent cytotoxic activity in HaCaT and A431 cells. The investigation of possible
mechanisms of action of AgNPs exposed to A431 cells for 24 hours at 50 uM
demonstrated the induction of plasma membrane injury (50%), reduction of cell
proliferation (50%), increased of DNA fragmentation rate (40%) and mitochondrial
membrane potential and induction of cell death by apoptosis. Furthermore, CH-AgNPs
blocked cells in G1 phase of the cell cycle and presented anexin-V dialing suggesting
cell death by apoptosis. In short, it can be concluded that the green synthesis proved
to be a good alternative for obtaining AgNPs with high cytotoxic potential. The
association with chitosan may represent a promising potential for the treatment of
CPMN.

Keywords: green synthesis, silver nanoparticles, Curcuma longa, nonmelanoma skin
cancer
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1- INTRODUCAO

As doencas crbnicas ndo transmissiveis (DCNTs) representam um grande problema
de salde publica e sdo responsaveis pela morte anual de 38 milhdes de pessoas no
mundo (Ministério da Saude, 2011). As DCNTs incluem, por definicdo, doengas nao
infecciosas e ndo transmissiveis, geralmente de longa duracdo e de progressao lenta.
Os quatro principais grupos de DCNTSs sao as doengas cardiovasculares, os canceres, as
doengas respiratdrias e as diabetes e representam 74% das mortes no Brasil
(Organizacdao Mundial da Saude, 2014). O cancer ocupa a segunda colocac¢do entre as
DCNTs de maior incidéncia, sendo responsavel por aproximadamente 8,2 milhdes de
mortes por ano (Organizacdo Mundial da Saude, 2012).

Cancer é um termo utilizado para definir um conjunto de doencas que se
caracterizam pela presenca de células em crescimento continuo e descontrolado
(INCA, 2013). A formacdo do cancer (carcinogénese), na maioria das vezes, é de

progressao lenta e requer multiplas etapas (Figura1).

Figura 1: Etapas da carcinogénese. Fases de iniciagdo, promog¢ao e progressao.
Adaptato de htp://hs.riverdale.k12.or.us/~dthompso/exhib_03/emilty03/cancer22.gif,
acessado em novembro de 2015.

O primeiro estagio da carcinogénese é a iniciacdo do tumor. Durante esta fase, as

células sofrem modificacdes genéticas irreversiveis apds exposicdo aos agentes



carcinégenos quimicos, fisicos e/ou biolégicos (Hanahan e Weinberg, 2011). As células
modificadas podem permanecer em laténcia por anos e permanecem nesta fase de
iniciacdo devido ao controle da proliferagdo celular (Oliveira et al, 2007). Além disso,
podem permanecer com um fendtipo e uma fungao semelhantes aos das células
normais e o tecido é denominado de hiperpldsico (Hanahan e Weinberg, 2011).

O segundo estagio da carcinogénese é a promoc¢dao tumoral onde o tecido
hiperplasico passa a ser chamado de tecido displasico (Hanahan e Weinberg, 2011). A
fase é reversivel e esta associada a exposicdo prolongada de agente carcinégeno que
resulta em um aumento anormal da proliferacdo celular e de alteraces na expressado
génica (Oliveira et al, 2007). Dessa forma, o DNA modificado é transferido para as
células filhas e o tumor se expande. As células alteram sua morfologia e funcdo de
origem mas ainda é considerado como benigno (Hanahan e Weinberg, 2011).

A U(ltima etapa da carcinogénese é a de progressdo. As células modificadas se
multiplicam de forma descontrolada e adquirem a capacidade de invadir outros
tecidos por vias linfaticas e a partir da angiogénese, o processo de formacdo de novos
vasos sanguineos. Dessa forma, as células tumorais podem entrar em metastase, se
espalham nos tecidos préximos ou distantes do sitio inicial e formam o cancer maligno
propriamente dito (Oliveira et al, 2007).

Ao longo da carcinogénese, o tecido tumoral passa a adquirir varias caracteristicas,
como as ilustradas na figura 2. Uma desregula¢do na resposta dos sinais supressores a
divisdo celular leva as células a adquirir a caracteristica fundamental de célula tumoral,
a proliferacdo descontrolada. Dessa forma, as células se replicam infinitamente e se
tornam resistentes aos sinais de morte celular. Além disso, a angiogénese possibilita

que as células cancerigenas recebam os nutrientes e o oxigénio necessarios para o



crescimento, assim como propicia a sua invasdao em outros tecidos e,

consequentemente, o processo de metdstase (Hanahan e Weinberg, 2011).

Proliferacao
descontrolada

Insensibilidade a

Resisténcia a
sinais supressores
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Potencial de replica¢ao

aumentado
=

Figura 2: Caracteristicas adquiridas pelas células ao longo da carcinogénese. Adaptado
de Hanahan e Weinberg, 2011.
1.1 CANCER DE PELE (CP)

A pele é o maior 6rgdo do corpo e representa aproximadamente 16% da massa
corporal de um individuo (Simdes et al, 2014). O seu principal papel consiste em atuar
como barreira fisica e bioldgica contra agressdes externas de natureza quimica, fisica
(radiacdo) e/ou bioldgica (microrganismos) (D’Orazio et al, 2013). A pele pode ser
dividida em epiderme (camada mais superficial) e derme (camada mais interna) sendo
constituida por vdrios tipos celulares (Figura 3). Na epiderme, os queratindcitos e os
melandcitos sdo os principais tipos celulares. Os queratindcitos representam o grupo
mais abundantes de células da pele e sdo responsaveis pela producdo de queratina,

proteina fibrosa que compde a camada protetora desse tecido. Essas células podem



ser chamadas de células escamosas e sdao formadas por diferenciacdo das células
basais. Em paralelo, os melandcitos sdo menos abundantes e sdo responsaveis pela
secre¢do de melanina. Na derme, células do sistema imune e fibroblastos representam

os principais tipos celulares encontrados (Lacy e Alwan, 2013).
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Figura 3: Camadas da pele com destaque para os diferentes tipos celulares:
melandcitos e queratinécitos (células escamosas e basais). Adaptado de National
Cancer Institute (EUA) (http://www.cancer.gov/publications/patient-
education/skin.pdf), acessado em novembro de 2015.

O CP apresenta a maior taxa de incidéncia dentre todos os tipos de canceres com
mais de 25% dos casos (Lacy e Alwan, 2013, INCA, 2015). E possivel que o nimero de
casos seja ainda mais expressivo uma vez que ha equivocos no diagndstico e falta de
registro de tal condigdo patoldgica em algumas partes do mundo (Simdes et al, 2014).

Todos os canceres de pele iniciam-se na epiderme e sdo diferenciados de acordo

com o tipo celular relacionado ao desenvolvimento do tumor (INCA, 2015). O CP


http://www.cancer.gov/publications/patient-

melanoma (CPM) tem origem nos melandcitos sendo considerado o tipo de CP mais
agressivo por desencadear metdstases. Entretanto, o CPM apresenta uma baixa
incidéncia e representa apenas 3% das neoplasias da pele (INCA, 2014).

O segundo tipo de CP é o ndo melanoma (CPNM), o qual esta relacionado ao
desenvolvimento de tumores nos queratindcitos da epiderme (Lacy e Alwan, 2013).
Apesar dos baixos indices de mortalidade, o CPNM apresenta uma expressiva
incidéncia dentre os CP com 97% dos casos. O Instituto Nacional de Cancer brasileiro
(INCA) estimou pelo menos 175.760 novos casos a serem diagnosticados no Brasil em
2016 (INCA, 2015), sendo que as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste seriam as mais
atingidas (Figura 4). Os homens tém maior tendéncia a desenvolver esse tipo de
cancer, assim como pessoas de pele clara, sensiveis aos raios solares e/ou que

apresentam outras doencas cutaneas e predisposicdes genéticas (INCA, 2014).
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Figura 4: Representacao espacial das taxas brutas de incidéncia do cancer de pele nao
melanoma no Brasil por 100 mil homens (A) e 100 mil mulheres (B), estimadas para o
ano de 2014, segundo Unidade da Federacdo. (Fonte:

http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/mapa.asp?ID=1, acessado em novembro de
2015).

O CPNM esta dividido em varios subtipos, sendo que os dois principais sdo: o

carcinoma basocelular (CBC), de menor agressividade, porém de maior incidéncia, com



http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/mapa.asp?ID=1

70% dos CPNM; e o carcinoma epidermoide ou espinocelular (CE), considerado o

subtipo mais agressivo representando 25% dos casos (INCA, 2013).

1.1.1 Carcinoma epidermoide ou espinocelular (CE)

O CE é um tumor maligno que apresenta um relevante potencial para
desencadear metdstases (Lacy e Alwan, 2013) sendo responsavel por 70% das mortes
por CPNMs (Zink, 2014). Este tumor origina-se em células escamosas presentes nas
camadas mais superficiais da epiderme (Figura 3). Neste caso, esse tipo de tumor pode
ser consequéncia de lesdes precursoras pré-malignas como a queratose actinica, a
doenca de Bowen e a queratoacantoma (Lacy e Alwan, 2013; Madan et al, 2010) ou
ndo-malignas como cicatrizes (Kallini et al, 2014). A sua evolucdo pode ser detectada
visualmente com o surgimento e as transformacdes fisicas de manchas suspeitas de
acordo com a evolucdo da sua simetria, da regularidade de borda, da cor e da
dimensdo (Figura 5). As principais metastases do CE sdao encontradas nos pulmdes, no

colo de Utero e na mucosa oral (Lacy e Alwan, 2013).
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Figura 5: Evolugdo do carcinoma espinocelular ao longo do tempo. (Adaptado de
http://ec.bledar.com/cancer-de-pele, acessado em novembro de 2015).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do CE. O
albinismo, doenca congénita que afeta os melanécitos, e o Xeroderma pigmentoso
(XP), doenca autossbmica recessiva na qual o sistema de reparo do DNA da pele é
fortemente reduzido, podem levar ao desenvolvimento precoce de CE. O risco do
surgimento de um CE antes dos 20 anos de idade é 1000 vezes maior para o0s
individuos com XP (Kallini et al, 2014). Alguns estudos realizados principalmente na
populagdo australiana relataram que 70% dos pacientes que receberam transplante de
rim ha 20 anos desenvolveram o CE. Este fato foi associado a presenca de antigeno de
leucédcito humano e ao polimorfismo da glutationa—S transferase que estimulariam o
surgimento de CE apds o transplante (Kallini et al, 2014). Em 2013, a “62 Conferéncia

Internacional sobre o Papilomavirus (HPV), Poliomavirus e Radiacdo UV em cancer de


http://ec.bledar.com/cancer-de-pele

pele” relatou a estreita ligacdo entre a presenca de HPV cutdneos e o risco de
desenvolver o CE, principalmente em pacientes imunodeprimidos (Ninld et al, 2013).
Este fato foi primeiramente descoberto em pacientes com epidermodisplasia
verruciformis (EV) que desenvolvem com frequéncia o CE. Os HPV cutaneos infectam
0os queratindcitos e por isso podem agir como co-carcindégeno com as radiagles

ultravioletas (UV) (Accardi e Gheit, 2014).

Entretanto, o principal fator de risco é ainda atribuido a exposicdo cronica e
prolongada as radiagdes UVA e UVB (Lacy e Alwan, 2013; Kallini et al, 2014). Dessa
forma, o CE aparece preferencialmente em regides fotoexpostas como a cabega, o
rosto e o pescoco (55%), as maos e os bracos (18%), as pernas (13%) entre outros

(zink, 2014; Kallini et al, 2014).

O diagndstico do CE é realizado a partir de bidpsia e de andlises histopatoldgicas
(Kallini et al, 2014). De acordo com a sua origem (radiacdo UVA ou UVB, lesGes pré-
malignas, entre outras), o CE pode apresentar caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas especificas que vao auxiliar na escolha do tratamento. Como a maioria dos

canceres, o diagndstico precoce do CE permite uma maior chance decura.

A escolha do tratamento depende do tipo e da localizacdo do cancer, da idade e
do estado fisico do paciente e dos riscos de recorréncia do tumor (Vyas et al., 2012). O
tratamento frequentemente utilizado é o método cirdrgico por excisdo do tumor ou
por cirurgia micrografica de Mohs que levam a cura do paciente em 95 e 97% dos
casos, respectivamente (Parikh et al, 2014). No entanto, varios riscos estdo associados
a esses procedimentos como o potencial de desfigurar o paciente, caso a lesdao

encontre-se no rosto; a possivel perda funcional e/ou presenca de remanescentes de



células tumorais na regido operada (Neville et al, 2007; Parikh et al 2014). Dessa
forma, os tratamentos ndo cirdrgicos estdo sendo cada vez mais utilizados (Lacy e

Alwan, 2013).

A terapia fotodinamica é uma técnica baseada no uso de agente
fotossensibilizante ativado pela luz para a destruicdo seletiva de um tecido. A sua
eficacia varia de 75 a 97%. A principal desvantagem dessa técnica é o desconforto, a
dor e a sensacdo de queimacdo relatados pelos pacientes durante o tratamento
(Bahner e Bordeaux, 2013). A crioterapia é uma outra técnica empregada no
tratamento de CE. Este método de destruicdo tecidual é simples, econémico e baseado
na aplicagdo tdpica de nitrogénio liquido. A sua eficacia oscila de 94 a 99%, contudo,
varias reagdes adversas foram relatadas como a formagao de bolhas, eritema, edema e
hipopigmentagdo no local da aplicagdo (Bahner e Bordeaux, 2013). Outro método nao
cirdrgico para o tratamento de CE é a quimioterapia topica. O 5-fluorouracil (5-FU) e o
imiquimode sdo frequentemente empregados como agentes tdpicos (Bahner e
Bordeaux, 2013; Madan et al, 2010; Neville et al, 2007). O 5-FU é um analogo a
pirimidina e age diretamente no DNA e/ou RNA induzindo a parada do ciclo celular e a
morte celular por apoptose (Bahner e Bordeaux, 2013). Em paralelo, a imiquimode é
um farmaco que estimula a resposta do sistema imune inato e induz a formacgao e
liberacdo de citocinas e interferon pelas células T (Bahner e Bordeaux, 2013). Em
estudos realizados em humanos com CE, esses agentes demonstraram uma eficacia de
56 - 75% e 71%, respectivamente. Contudo, ambos os tratamentos resultaram em
varios efeitos adversos localizados tais como eritema, sensacdo de queimacao,

dermatite e fotossensibilidade. Além disso, o imiquimode resultou também em efeitos



adversos sistémicos como dor de cabeca, tontura e, raramente, disturbios urinarios

(Bahner e Bordeaux, 2013).

Diante deste cenario, o desenvolvimento de tratamentos e terapias inovadoras
tem resultado na investigagao de novos medicamentos e métodos de aplicagao. A
administracdo tdpica é a mais empregada para o tratamento do CE. Entretanto, a
entrega de medicamentos pode ser realizada por outras vias como a administracao
intravenosa, a intramuscular, a subcutanea, a intratumoral e a oral (Simdes et al,
2014). Adicionalmente, os avancgos realizados na drea destacam a aplicacdo da
nanotecnologia como uma possivel alternativa para o controle do CPNM contribuindo
para uma melhor eficiéncia dos tratamentos e reducao de efeitos colaterais, conforme

relatado a seguir (Simdes et al, 2014).

1.2 NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA

A nanociéncia surgiu na segunda metade do século XX e se tornou uma darea
importante para a progressao da ciéncia, com investimentos mundiais estimados em
aproximadamente 1 a 2 trilhGes de dodlares para 2015 (Schaefer, 2010). O prefixo
“nano” vem do grego “nanos” que significa “ando”. Dessa forma, a nanociéncia é a
ciéncia que estuda a matéria em uma escala de tamanho de 1 a 100 nm (Bai e Liu,
2013). Em 1959, o fisico Richard Feynman enfatizou a ideia da escala nanométrica com
a palestra “There is plenty of room at the bottom” apresentada durante o encontro da
Sociedade Americana de Fisica. Nos anos 80, essa ideia foi realizada com a invencdo da
microscopia de tunelamento permitindo o inicio da investigacdo e desenvolvimento de
nanoestruturas. Ao diminuir o tamanho da matéria, a razdo superficie/volume

aumenta e novas propriedades fisicoquimicas surgem, tornando as nanoestruturas
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Unicas (Bai e Liu, 2013). Apesar de ser uma ciéncia relativamente nova, foram
observados relatos de época que mostram alguns fatores relacionados a diminuicdo do
tamanho da matéria. Pode-se destacar o fisico e quimico inglés Michael Faraday que
observou a mudancga de coloragdao de uma solu¢dao de ouro associada a variagao de
tamanho das particulas (Faraday, 1857).

A nanotecnologia é uma area multidisciplinar da nanociéncia que estuda a
utilizacdo e o desenvolvimento de sistemas em escala nanométrica (Ferrari, 2005). O
engenheiro e nanotecnélogo Eric Drexler foi o primeiro a popularizar o termo e o
conceito de nanotecnologia com a sua ideia visiondria e ficcional de reproduzir
mecanicamente a biologia celular (Drexler, 1981).

Na drea da saude humana, um dos objetivos da nanotecnologia é a formulagao
de nanossistemas biocompativeis capazes de transportar e liberar medicamentos de
interesse até o alvo (Parveen et al, 2012). Nos anos 2000, o Instituto Nacional de Saude
nos Estados Unidos utilizou o termo de “nanomedicina” para se referir a aplicacdo da
nanotecnologia para o diagnéstico, tratamento e controle de sistemas bioldgicos
(Moghimi et al, 2005). O uso da nanomedicina no diagndstico e no tratamento do
cancer evidenciou varias vantagens devido as propriedades fisicoquimicas dos
nanomateriais. O tamanho permite uma melhor penetracdo e retencdo de
medicamentos nas células tumorais. As propriedades quimicas e a razdo
superficie/volume aumentam a eficacia de ligacdo de medicamentos ao nanossistema
e melhoram a sua entrega e retencao na célula neopldsica. Além disso, a possibilidade
de funcionalizar os nanocarreadores aumenta a especificidade do tratamento (Kai et

al, 2013). Dessa forma, o uso da nanomedicina pode ser realizado em combinagcdo com
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os tratamentos convencionais com o objetivo de minimizar os efeitos colaterais
adversos e melhorar a eficacia e a especificidade do medicamento antitumoral
Os nanomateriais sintetizados podem apresentar caracteristicas diferentes de

acordo com o tipo de aplicagdao desejado. Alguns exemplos de nanomateriais sao

representados na figura 6.

A) Nanocarreadoreslipidicos
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Figura 6: Exemplos de tipos de nanocarreadores. Adaptado de
http://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2014/cs/c3cs60436ett!divAbstract

acessado em novembro de 2015.

Dentre esses nanocarreadores, podem ser destacadas as nanoparticulas
metalicas, as nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas magnéticas, os lipossomos
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as nanoemulsées, os nanotubos de carbono, entre outros (Simdes et al, 2014). Misak e
colaboradores (2013) mostraram que o 5-fluorouracil nanoencaspulado apresentou
uma melhor eficdcia em comparagdao com o composto livre no tratamento in vivo do
CE. Além disso, a sua eficiéncia foi mantida por mais tempo e em concentragao menor
(Misak et al, 2013). Portanto, o uso de nanocarreadores para o tratamento do CP é de
grande relevancia e apresenta varias vantagens: uma administracao do medicamento
em dose menor; um aumento da meia vida do medicamento no organismo; um
aumento na dispersdao de medicamentos hidrofébicos; uma melhor biodistribuicdo e
consequentemente uma diminuicdo dos efeitos adversos (Dianzani et al, 2014). Além
disso, o uso da nanotecnologia pode permitir uma maior permeacao e distribuicdo do
medicamento nas diferentes camadas da pele devido as caracteristicas fisicoquimicas
do nanomaterial (tamanho, forma, composicdo quimica, entre outros) (Korinth e

Drexler, 2013).

1.2.1 Nanoparticulas metalicas (NPMs)

As nanoparticulas metdlicas possuem por definicdo um tamanho inferior a 100
nm e apresentam propriedades fisicas, quimicas, fotoeletroquimicas, mecanicas,
eletrdnicas, magnéticas, dpticas e bioldgicas Unicas (Sadighi, 2013). Essas propriedades
conferem as NPMs varias op¢Ges de aplicacdo na medicina (diagndstico e tratamento),
na farmacia (sistemas de entrega de medicamentos), na drea cosmética (protetores
solares), na industria alimenticia e téxtil (embalagens e tecidos com propriedades
antimicrobianas), na engenharia (paineis solares), entre outros (Kholoud et al, 2010;

Ingale, 2013).
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1.2.1.1 Aplicagbes de nanoparticulas metalicas no cancer

As NPMs sdo agentes versateis devido as suas propriedades Unicas. Portanto, a
sua aplicagdo no cancer pode ser realizada de vdrias formas. As nanoparticulas de
prata (AgNPs) e de ouro (AuNPs) sao frequentemente empregadas no diagndstico do
cancer por imagem devido as suas propriedades dpticas. Além disso, as NPMs podem
ser utilizadas no tratamento do cancer como sistemas de liberagdo de medicamentos,
inibidores da angiogénese ou inibidores do crescimento tumoral entre outros (Ong et
al, 2013). A aplicacdo de AgNPs em células de carcinoma de pulmdo humano (A549)
mostrou que essas particulas podem também induzir o estresse oxidativo e a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Suliman et al, 2013). Em 2008, Arora e
colaboradores evidenciaram que AgNPs mantém um potencial anticancerigeno e
blogueiam a proliferacdao celular em CPNM (linhagem de CE - A431) apds 24 horas de
exposicdao. AshaRani e colaboradores (2009) demostraram a citotoxicidade e
genotoxicidade de AgNPs em linhagem de glioblastoma U251, onde as particulas foram
capazes de induzir a parada do ciclo celular, danos ao DNA e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (AshRani et al, 2009). Adicionalmente, alguns estudos
buscam desenvolver NPMs funcionais para o diagndstico e o tratamento simultaneo
do cancer, denominados de “terandstico” (Sharma et al, 2015; Conde et al, 2012; Ong
et al, 2013).

Algumas caracteristicas das células cancerigenas auxiliam na especificidade e na
eficacia das NPMs no diagndstico e/ou no tratamento do cancer. Em geral, tumores
sdo caracterizados por apresentarem um sistema de drenagem linfatica reduzido e
uma vascularizacdo abundante com fenestras variando entre 300 a 700 nm (Lembo e

Cavalli, 2010). Dessa forma, as NPMs podem atravessar essas fenestras de forma
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passiva, possibilitando assim uma melhor permeacdo, retencdo e acumulagdo no
tumor. Esse efeito é conhecido como EPR (enhanced permeation and retention) (Figura
7). Adicionalmente, a funcionalizagdo da superficie das NPMs com peptideos,
anticorpos, moléculas de DNA ou RNA, entre outros, permite uma penetragao ativa
das mesmas no tumor por meio de interagdes especificas com receptores presentes

em células tumorais (Conde et al, 2012).

Penetragao passiva de
particulas
300-700 nm i

<> .

Tecido normal Tecido tumoral

Figura 7: Efeito EPR (retencdo e permeacdo aumentadas) de macro- e nanoparticulas
através de vasos sanguineos fenestrados do tecido tumoral (Adaptado de Lembo e
Cavalli, 2010).

De acordo com Arvizo e colaboradores (2013), as particularidades das NPMs
possuem um papel importante para que a sua entrega no tumor seja realizada com
eficacia. O tamanho menor e um formato esférico favorecem a penetra¢ao passiva no
tumor. Além disso, outra caracteristica importante é a carga superficial das NPMs onde
as cationicas sdo favorecidas para atravessar a membrana plasmatica através de
interacOes eletrostaticas, uma vez que a superficie externa da membrana é anionica.
Entretanto, alguns estudos demonstraram a presenca de NPMs anidnicas no citosol,

sugerindo um transporte passivo por meio dos dominios lipofilicos da membrana

celular (Arvizo et al, 2013).
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1.2.1.2 Abordagens para a sintese de NPMs

As NPMs podem ser sintetizadas via métodos quimicos, fisicos e bioldgicos.
Existem duas abordagens para a sintese: o Top-down (métodos fisicos) e o Bottom-up
(métodos quimicos e bioldgicos) (Tabela 1). Na abordagem Top-down, o material de
partida macroscdpico é reduzido em tamanho nanométrico utilizando meios mecéanicos ou
fisicoquimicos. A presenca de impurezas durante o processo de sintese pode comprometer
as propriedades fisicoquimicas das estruturas obtidas. Adicionalmente, esta abordagem
gasta muita energia e a producdo de nanoestruturas é pouco eficiente. Outra
desvantagem é a imperfeicdo da superficie das estruturas. Tais problemas podem ter um
impacto significativo nas propriedades fisicas e quimicas de superficie dos nanomateriais
(Mittal et al, 2013).

Em paralelo, o Bottom-up (automontagem) refere-se a construcdo de uma
estrutura na escala nanométrica 4&tomo por atomo, molécula por molécula, ou cluster por
cluster. Neste caso, apresenta um custo de produgdo baixo, maior rapidez, e os
nanomateriais possuem caracteristicas fisicoquimicas mais homogéneas (Mittal et al,

2013).

Tabela 1: Exemplos de técnicas utilizadas na sintese de nanoparticulas metalicas (Mittal et
al, 2013).

Abordagem Top-down Abordagem Bottom-up
Ablacdo a laser/térmica Redug¢do quimica
Nanolitografia Deposicao em vapor
Cauterizagdo quimica Processo sol-gel
Evaporacdao-condensagao Pirélise por spray ou laser

Os metais e 6xidos metalicos frequentemente utilizados na sintese de NPMs sao a prata

(Ag), o ouro (Au), o ferro (Fe), o paladio (Pd), o cobre (Cu), o platino (Pt), o 6xido de titanio

16



(TiO3), o 6xido de zinco (Zn0), o éxido de cobre (CuO) e o sulfeto de chumbo (PbS) entre

outros (Kharissova et al, 2013).

1.2.1.3 Nanoparticulas de prata (AgNPs)

Um dos metais frequentemente utilizados na sintese de NPMs é a prata (Mittal et
al, 2013). Os nanomateriais a base de prata representam cerca de 30 % dos produtos
nanotecnolégicos comercializados (Reidy et al, 2013). Dessa forma, foram realizados
varios estudos relacionados a investigacdo dos mecanismos de acdo das AgNPs sendo
relatados que a toxicidade destas nanoparticulas esta associada a liberacdo lenta dos
ions Ag*. Neste caso, esta liberacdo sustentada permite prolongar o seu efeito tdxico
sem necessidade de aumentar a dose (Yu et al, 2013). Devido as propriedades
especificas das células cancerigenas como a presenca de fenestras de 300 a 700nm nos
vasos sanguineos, as AgNPs se acumulam preferencialmente no tecido tumoral.
Portanto, a ag¢dao antitumoral é otimizada e melhor direcionada ao tecido alvo,
resultando em efeitos colaterais adversos reduzidos.

A sintese tradicional de AgNPs é realizada por métodos fisicos ou quimicos e alguns
exemplos estdo ilustrados na tabela 1. Entretanto, esses métodos envolvem o uso de
condicOes fisicas extremas, como alta temperatura ou alta pressdao, e o uso de
solventes quimicos que podem resultar na geracdo de residuos nocivos a salde
humana e ao meio ambiente (Tran et al, 2013). Portanto, o desenvolvimento de
métodos de sintese mais seguros se tornou necessario. Dentre as alternativas mais

promissoras, destaca-se a sintese bioldgica ou sintese verde.
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1.2.2 Sintese verde

A sintese biolégica, também conhecida como “sintese verde”, consiste em formular
nanossistemas metalicos a partir da reducdao de um metal utilizando-se organismos
bioldgicos (plantas, bactérias, fungos, algas entre outros) ou parte deles, bem como
biomoléculas ou metabdlitos isolados (Iravani, 2011; Jeyaraj et al, 2013; Silva et al,
2015) (Figura 8). Esse tipo de sintese apresenta diversas vantagens tais como uma
maior biocompatibilidade dos nanossistemas e um menor custo de produc¢do. Além
disso, os processos de sintese verde sdo livres do uso de reagentes quimicos e da

formacao de residuos téxicos (Kharissova et al, 2013).

Redugdo do metal

Nucleagao Crescimento Estabilizacdo

Nanoparticulas
metdlicas

Figura 8: Mecanismo de formagdo de nanoparticulas metélicas por sintese verde. A primeira
etapa é a redugdo dos sais metdlicos por biomoléculas ou metabdlitos, formando atomos
neutros. A segunda parte refere-se a nucleagdo onde os atomos colidem e formam um nucleo
estdvel. A terceira fase é a de crescimento na qual mais dtomos colidem e formam particulas
maiores. Por fim, a estabilizacdo ocorre pelo esgotamento dos ions metdlicos na solugdo ou
pelo recobrimento da particula por compostos presentes em extratos material bioldgico
impedindo a aglomeracdo. (Adaptado de Albernaz, 2014).

Os microrganismos tais como bactérias, virus, fungos, actinomicetos e leveduras
possuem a capacidade natural de reduzir metais formando assim nanoparticulas

intracelulares ou extracelulares. Entretanto, devido a complexidade de uso desses
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organismos (cultivo e manutengdao das culturas em laboratdrio), e a dificuldade de
purificar e separar as NPMs posteriormente (para as sinteses intracelulares), materiais
derivados de plantas tém sido preferencialmente utilizados no processo de sintese

verde (Akhtar et al, 2013).

1.2.2.1Uso de extratos vegetais para produgao de NPMs

O grupo do laboratério de Nanotecnologia (LNANO) da Embrapa liderado pelo
Prof. Dr. Luciano Paulino da Silva apresenta uma linha de pesquisa na area de sintese
verde de AgNPs a partir de extratos vegetais. O grupo investiga o potencial de sintese
de vdrias plantas do bioma Cerrado tais como Anacardium occidentale L (castanha),
Brosimum gaudichaudii (folha), Hancornia speciosa (casca, polpa, semente e folha)
entre varias outras. Além de demonstrar grande experiéncia na parte de sintese e
caracterizacdo, o grupo procura aplicar essas AgNPs em diversas areas como na
biomedicina (antitumoral, antifungico,  antibacteriano), no  diagnéstico
(nanobiossensores) e/ou na agricultura (anti-nematoide). Portanto, o grupo participa
ativamente no entendimento e na superacdo dos desafios dessa nova area (Bonatto e

Silva, 2014; Albernaz, 2014; Da Silva, 2014, Silva et al, 2015).

O reino vegetal reune dois grupos de plantas: as avasculares, como algas,
bridfitas e pteridofitas; e as vasculares, como gimnospermas e angiospermas. A
selecdo da planta a ser utilizada para a sintese de NPMs pelo método de sintese verde
pode ser baseada em alguns critérios. Uma planta que apresenta uma distribuicdo
geografica mundial possui um maior interesse, pois possibilita uma maior
acessibilidade a seus extratos. Por isso, de acordo com a literatura, as angiospermas

sdo o grupo de maior interesse para o uso na sintese verde (Das e Brar, 2013). Além
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disso, é importante conhecer as possiveis propriedades medicinais da planta
(antimicrobiana, antitumoral, antidiabética, entre outros) para determinar os objetivos
do estudo.

O perfil fitoquimico de uma planta fornece informag¢des cruciais para
determinar o seu poder redutor (Das e Brar, 2013). As biomoléculas e os metabdlitos
presentes nos extratos de plantas servem como agentes redutores de metal assim
como agentes estabilizadores da sintese (Mittal et al, 2013). Dentre essas moléculas
destacam-se aminodcidos, flavonoides, grupos funcionais (dlcool, aldeido, aminas),
NADP redutase, peptideos, fenois, polifenois, polissacarideos, saponinas, terpenoides
entre outros (Akhtar et al, 2013). Dessa forma, as NPMs formuladas a partir de
extratos de plantas podem ser estaveis, de sintese rdpida e produzidas em larga escala
(Iravani, 2011; Mittal et al, 2013).

As folhas sao preferencialmente utilizadas na sintese de NPMs (Akhar et al,
2013; Albernaz, 2014), entretanto, as outras partes da planta como raizes e tubérculos
(Rathi Ser et al, 2015; Shameli et al, 2014), latex (Thakore et al, 2015), caule
(Paulkumar et al, 2014), flores (Nayak et al, 2015), frutas (Chowdhury et al, 2015; Da
Silva, 2014; Bonatto e Silva, 2014), casca (lbrahim et al, 2015; Da Silva, 2014) e
sementes (Ismail et al, 2014; Da Silva, 2014) também apresentam moléculas de grande
potencial para a biossintese e vém sendo cada vez maisinvestigadas.

Cada parte de uma planta apresenta moléculas distintas que podem afetar as
caracteristicas das NPMs tais como o tamanho, a distribuicdo de tamanho, a forma e o
rendimento da sintese (Kumar et al, 2010). Abbasi e collaboradores (2014) observaram
a diferenca de tamanho e forma de nanoparticulas de ouro (AuNPs) sintetizadas a

partir de extratos aquosos de caule, raiz ou folha da planta Ipomoea carnea. Foram
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observadas estruturas anisotrépicas (triangulares e hexagonais) de 25 a 100 nm e de
10 a 40 nm, respectivamente, e de estruturas esféricas de 3 a 40nm.

Apesar das diferencas fisicoquimicas, as NPMs obtidas a partir de extratos
distintos de uma mesma planta podem apresentar um potencial similar em uma
atividade bioldgica especifica. Paulkumar e collaboradores (2014) investigaram o uso
de extrato de folha ou de caule de Piper nigrum para a sintese de AgNPs. As analises
por microscopia eletrénica de transmissao (MET) mostraram estruturas em filamento
de 7 a 50 nm e 9 a 30 nm, respectivamente. As duas estruturas apresentaram um
grande potencial para controlar as fitobactérias Citrobacter freundii e Erwinia cacticida
apos 24 horas de exposicdo na mesma concentragao.

Plantas coletadas em locais e periodos diferentes podem apresentar perfis
fitoquimicos distintos o que pode influenciar nas caracteristicas da sintese de NPMs.
Albernaz (2014) observou que folhas de Brosimum gaudichaudii coletadas no verao
(periodo umido do Cerrado) possuem um maior potencial para formar AgNPs em
comparacao com as folhas coletadas no inverno (periodo seco do Cerrado). Dessa
forma, a reprodutibilidade da sintese verde de NPMs é um grande desafio devido as
acdes do estresse abiodticos e bidticos bem como as condi¢des edaficas, localizagao

entre outros.

A sintese verde de nanoparticulas utiliza, preferencialmente, a prata, mas
outros metais e dxidos de metais também podem ser explorados. As caracteristicas
das NPMs podem variar de acordo com a escolha do metal. O extrato aquoso de raiz
de Plumbago zeylanica foi utilizado para a sintese de AgNPs, AuNPs e Ag/AuNPs onde
foram obtidas estruturas esféricas de 60 nm, triangulares de 20 a 30 nm e hexagonais

de 90 nm, respectivamente (Salunke et al, 2014). O extrato de casca de Annona

21



squamosal apresentou um expressivo potencial para sintetizar NPs esféricas de dioxido
de titanio (TiOy), de prata (Ag) e de paladio (Pd) de 23, 35 e 80 nm, respectivamente
(Roopan et al, 2012; Kumar et al, 2012; Roopan et al bis, 2012). A otimizagao das
condicdes de sintese tais como a temperatura, o pH, o tempo de sintese, a
concentracdo do extrato e do metal podem melhorar as caracteristicas, a

reprodutibilidade e o rendimento das NPMs (lbrahim et al, 2015).

A escolha do solvente a ser utilizado para a extracdo de moléculas da planta
pode ser considerada. Vdrios estudos investigaram o uso de diversos solventes
(hexano, cloroférmio, acetato de etilo, acetona, metanol) com o objetivo de comparar
a eficiéncia no rendimento da sintese e na atividade biolégica das NPMs (Zahir e
Rahuman, 2012). Entretanto, a extracdo aquosa é preferencialmente utilizada na
maioria dos trabalhos de sintese verde para garantir uma tecnologia limpa e uma

maior biocompatibilidade das NPMs (Kumar et al, 2010).

As AgNPs s3ao preferencialmente aplicadas como agentes antimicrobianos e
antifungicos (lravani, 2011). Entretanto, varios estudos relacionados ao cancer estao
demonstrando o grande potencial antitumoral de AgNPs obtidas via sintese verde

(Tabela 2).
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Tabela 2: Sintese verde de AgNPs e sua atividade antitumoral in vitro.

Planta Tipo de Diametro (nm) e Tipo celular Referéncias
(Parte da planta) extragdo  formato das AgNPs (Atividade
antitumoral)
Acor lam L Carcinoma
co u,s calamus Aquosa 60 nm / esférico . Nayak et al,
(rizoma) espinocelular - CE 2015
Calotropis gigantea L. .. Carcinoma cervical  Rajkuberan et
. Aquosa 5—-30nm / esférico
(Iatex) g / humano - Hela al, 2014
Cucurbita maxima L Carcinoma Nayak et al,
) Aquosa 76 nm / esférico .
(pétala) espinocelular - CE 2015
Eucalyptus AQUOSa 60 nm Leucemia humana -  Sulaiman et al,
chapmaniana (folha) g HL60 2013
Gymnema sylvestre Aquosa 26-33nm/ Carcinoma laringeo  Nakkala et al,
(folha) esférico humano - Hep-2 2015
Morinda citrifolia - Carcinoma cervical Suman et al
Aquosa 30 - 55 nm / esférico ’
(raiz) g / humano - Hela 2013
Moringa oleifera Aquosa 40 nm / esférico e Carcinoma cervical  Vasanth et al,
(casca) pentagono humano - Hela 2014
Moringa oleifera Carcinoma Nayak et al
Aquosa 95 nm / rectangular ) ’
(folha) . / 8 espinocelular - CE 2015
Podophyllum , . Carcinoma cervical i
pay Aquosa 14 nm / esférico leyaraj etal,

hexandrum (folha)

humano - Hela

2013

Os estudos relacionados a atividade antitumoral de AgNPs obtidas por sintese

verde ainda sdo escassos em relagdao ao nimero de publicacdes na area e existem

poucas

informacdes

referentes aos mecanismos de acao.

Portanto,

novas

investigacOes sao necessarias para contribuir para o conhecimento dos mecanismos de

acdo anticancerigenos e a especificidade das AgNPs.
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1.2.2.2 Planta de interesse para sintese verde de AgNPs: Curcuma longa

A Curcuma longa L., também conhecida como acafrdo da india, circuma ou
turmérico, é uma planta herbacea da familia Zingiberaceae originaria de Asia (Figura
9). Existem aproximadamente 133 espécies de Curcuma identificadas no mundo. A C.
longa é constituida por mais de 200 componentes identificados e pertencentes aos
grupos dos fendlicos, terpenos, esteroides, acidos graxos entre outros (Li et al, 2011).
Ao longo dos anos, a cultura de C. longa se espalhou para diversas regides tropicais e
subtropicais do mundo. Entretanto, a india permanece como o maior produtor e

exportador com 78% do mercado mundial (Salimath et al,2014).

Figura 9: Curcuma longa L. Partes aéreas (A), tubérculo (B) e tubérculo em pé (C). (Imagens
obtidas de Shameli et al, 2012).

Os primeiros registros do uso da planta provém da cultura Védica na india ha
mais de 4000 anos, onde costumava ser usada como tempero na culindria local e
durante as cerimonias religiosas (Prasad and Aggarwal, 2011). Na medicina tradicional
chinesa e na medicina Ayurvédica, a C. longa é empregada como agente antibacteriano
(em feridas e queimaduras), como agente anti-inflamatério (para purificar o sangue e a
pele), no tratamento de doencas respiratérias, nos problemas de figado entre outros

(Prasad and Aggarwal, 2011).
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Na medicina convencional, estudos in vitro e in vivo confirmaram as suas
atividades anti-inflamatoéria, antibacteriana, antiséptica, antimutagénica,
anticancerigena, antioxidante e digestiva (Prasad and Aggarwal, 2011). Em 2012,
Hishikawa e colaboradores demonstraram o seu efeito neuroprotetor melhorando os
sintomas e as atividades de vida didrias de pacientes com Alzheimer. Essas
propriedades estdo associadas as moléculas que compdem a C. longa, e
principalmente a classe dos curcumonoides representados pela curcumina (71,5%),
pela demetoxicurcumina (19,4%) e pela bisdemetoxicurcumina (9,1%) (Li et al, 2011). A
curcumina, ou diferuloilmetano, é um polifenol extraido do rizoma da C. longa e é o
pigmento responsavel pela coloracdo amarelada do extrato (Figura 10). Este composto
foi isolado e identificado pela primeira vez em 1815 sendo considerado o principal
principio ativo da planta possuindo propriedades anticancerigena, anti-inflamatoria,
antioxidante, antibacteriana, antiviral e antidiabética (Joe et al, 2013). Em 2015, um
grupo de pesquisa da Universidade de S3o Paulo (USP) da cidade de S3o Carlos,
coordenado pelo doutor Vanderlei Bagnato, mostrou com sucesso o efeito téxico da
curcumina contra larvas de Aedes aegypti, vetor transmissor da dengue. Na area do
tratamento do cancer, a curcumina apresenta um grande potencial e seus mecanismos
de acdo sdo frequentemente investigados (Shishodia et al, 2007). Em estudo
relacionado ao CPM, a curcumina mostrou o potencial de promover o processo de
apoptose em células tumorais (Chinembiri et al, 2014). Varios estudos relatados em
uma revisdo de Yallapu e colaboradores (2011) mostram que o potencial antitumoral

da curcumina foi otimizado quando associada a nanocarreadores.
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curcumina

Figura 10: Estrutura quimica da curcumina (Li et al, 2011).

Devido as suas amplas propriedades e ao seu perfil fitoquimico, estudos ja
investigaram o potencial da C. longa para sintetizar AgNPs. Sathishkumar e
colaboradores (2011) avaliaram a sintese de AgNPs a partir do extrato aquoso de
tubérculo de C. longa. A sintese resultou na formacdo de AgNPs esféricas e
homogéneas de 25 nm. Em varios estudos, Shameli e colaboradores (2012; 2014)
relataram o sucesso da formacgdao de AgNPs a partir do extrato aquoso do tubérculo de
C. longa. Nadagouda e colaboradores (2014) relataram a obtencdo de AgNPs e AuNPs
a partir de extrato de C. longa. A escolha por esta planta foi devido aos componentes
antioxidantes e antitumorais presentes no extrato como os polifenois e a curcumina.
Entretanto, nenhum estudo ainda foi relatado a respeito da atividade antitumoral em

CE dessas AgNPs obtidas a partir de C. longa.

1.3 MODIFICAGAO DA SUPERFICIE DE NPMS — ASSOCIAGAO COM POLIMEROS

Uma estratégia amplamente empregada para melhorar as propriedades das NPMs
ou para torna-las mais biocompativeis é a associacdo de NPMs com polimeros naturais
e/ou sintéticos. A funcionalizagdo da superficie de NPMs utilizando polimeros
biocompativeis como o polietilenoglicol ou a quitina contribui para impedir a

agregacao das estruturas e prolongar o tempo de vida na circulagdo in vivo,
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possibilitando assim um melhor rendimento na entrega e na eficdcia do medicamento

(Conde et al, 2012; Venkatesham et al, 2012).

2.1 Quitosana

A quitina é o segundo polimero natural mais abundante na natureza apods a
celulose. Além disso, é o principal componente do exoesqueleto de crustdceos, insetos
e alguns fungos (Dash et al, 2011). A rea¢dao de desacetilacgdo da quitina gera a
guitosana, um copolimero constituido por unidades {(1,4)-2-amino-2-desoxi-
Dglucopiranose e B(1,4)-2-acetamido-2-desoxi-Dglicopiranose (Dias et al, 2013) (Figura

11).
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Figura 11: Estrutura quimica da quitina e da quitosana (Dias et al 2013).

A quitina foi identificada no inicio de século XIX pelo professor francés Henri
Braconnot enquanto os primeiros relatos da quitosana foram descritos por Rouget em
1859. Apds a sua descoberta, a quitosana passou a ser mais utilizada devido a baixa
solubilidade de quitina (Dias et al 2013).

A quitosana possui propriedades fisicas e quimicas distintas de acordo com o
seu grau de desacetilacdo e a sua massa molecular (Wang et al, 2011). Ambas sao

influenciadas por varias condi¢bes tais como temperatura, tempo, concentracdo e
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outras condi¢des atmosféricas envolvidas no processo de desacetilacdo da quitina
(Dias et al 2013; Dash et al, 2011).

A quitosana apresenta trés grupamentos funcionais: dois grupos hidroxila e um
grupo amina primaria. Este ultimo é responsdvel pelas propriedades catibnica,
hemostatica e de insolubilidade da quitosana em pH acima de 6,5 (Dash et al, 2011). O
seu carater catidnico é responsdvel pelo uso da quitosana em diversas aplicacdes
(Bernkop e Dunnhaupt, 2012). Suas propriedades de biodegradabilidade,
biocompatibilidade e bioadesividade permitem a sua aplicagdo como base de liberagao
de farmacos e na interagdo/adesdo de estruturas na superficie de células. Além disso,
a FDA (Food and Drug Administration) aprovou o seu uso em formulacdo destinada a
aplica¢Oes farmacéuticas (Ferreira et al, 2012).

O modo de administracdo da quitosana pode ser feita de diversas formas: oral,
ocular, nasal, bucal, vaginal, parenteral, intravesical, por vacinas (Berkop et al 2013) e
tépica (Sezer e Cevher, 2012). Estudos relataram que a quitosana melhora a absorcdo
cutanea de medicamentos devido a combinacdo da sua propriedade de bioadesividade
e do seu carater catidnico que favorece as interagdes com as jungdes presentes entre
as células dérmicas (Sezer e Cevher, 2012). Popat e colaboradores (2014) investigaram
o uso de nanoparticulas de quitosana para a aplicagao tépica de curcumina modificada
em linhagem de CPNM (SCC25). A quitosana melhorou a solubilidade do composto
assim como permitiu uma melhor eficdcia no tratamento do CPNM devido a sua carga
positiva que interage como os componentes celulares (Popat et al, 2014). Em um outro
estudo, o recobrimento de lipossomo com quitosana permitiu otimizar a permeacao

dérmica do medicamento resveratrol. O estudo relatou que a bioadesividade da
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guitosana e a sua carga positiva foram diretamente ligadas a esta melhora da
eficiéncia terapéutica (Park et al, 2013).

A quitosana é um dos polimeros mais utilizados como estabilizante na sintese
de NPMs (Venkatesham et al, 2012). Boca e colaboradores (2011) recobriram AgNPs
obtidas por sintese quimica com quitosana (CH-AgNPs) para prevenir a possivel
agregacao entre as particulas e relataram o seu efeito antitumoral em células de
cancer de pulmao de nao-pequenas células humanas (NCI-H460). Além disso, as CH-
AgNPs mostraram biocompatibilidade em células saudaveis, sugerindo que a aplicagao
de CH-AgNPs é uma alternativa no tratamento de cancer de pulmao de células nado-
pequenas, in vitro (Boca et al, 2011).

Além de agir como agente estabilizante na sintese de NPMs, a quitosana pode
ser utilizada também como agente redutor. Venkatesham e colaboradores (2012)
obtiveram AgNPs estdveis e homogéneas utilizando a quitosana como agente redutor
e estabilizante. Sanpui e colaboradores (2011) desenvolveram um nanocarreador a
base de quitosana para a liberacdo de baixa concentracdo de AgNPs. A sintese de
AgNPs ocorreu simultaneamente com a formacdo do nanocarreador de quitosana que
serviu como coagente redutor e agente estabilizante. O sistema promoveu uma
expressiva toxicidade em células de adenocarcinoma humano (HT 29) agindo no
mecanismo de apoptose (Sanpui et al, 2011). De acordo com este estudo, a utilizacdo
de AgNPs associadas a nanocarreadores de quitosana representa uma melhor
abordagem no tratamento do cancer quando comparado ao uso de AgNPs livres. Este
fato pode ser explicado pelas propriedades de biocompatibilidade e bioadesividade da
quitosana que podem melhorar a interacdo com as células tumorais e,

consequentemente, otimizar o efeito da Ag* liberada pelas AgNPs.
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Neste caso, até o momento, ndo foi encontrado nenhum estudo referente ao
recobrimento de AgNPs a base de C. longa por quitosana e sua aplicacdo em linhagens
de CE. A associagao da quitosana com AgNPs ja demonstraram possuir propriedades
promissoras contra células cancerigenas. Portanto, investigacOes precisam ser

ampliadas para explorar os efeitos das CH-AgNPs sintetizadas a base de C. longa.
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2. JUSTIFICATIVA

O CP é o tipo de cancer de maior incidéncia no Brasil e no mundo. O CPNM
desenvolve-se em queratindcitos presentes na epiderme e, apesar da baixa
mortalidade, representa 97% dos casos de CP. O subtipo CE é o mais agressivo e estd
associado a 70% das mortes dentre os CPNM. Os tratamentos convencionais tais como
a cirurgia, a terapia fotodinamica e a quimioterapia tdpica, entre outros, apresentam
grandes chances de cura do CE. Entretanto, varios efeitos colaterais localizados e
sistémicos sdo relatados na literatura (Bahner e Bordeaux, 2013) limitando a sua
aplicacdo. Dessa forma, é necessdria a investigacdo para tratamentos e terapias
inovadoras. Essas novas abordagens a serem desenvolvidas para combater o cancer
podem ser utilizadas como alternativas ou servirem como adjuvantes aos tratamentos

convencionais.

A prata é conhecida principalmente por sua atividade antimicrobiana. Contudo,
alguns estudos mais recentes relataram o seu potencial antitumoral (Tan et al, 2010).
Jd se sabe que os ions Ag* livres apresentam uma baixa seletividade e uma alta
toxicidade em células saudaveis ndo alvo uma vez que sdo liberados de uma vez no
local da aplicacdo. Dessa forma, neste contexto, o uso da nanotecnologia pode
minimizar esses efeitos indesejados e potencializar a atividade antitumoral. A
formacdao de AgNPs por sintese quimica ja demonstrou o seu grande potencial para
controlar a proliferacdo celular em CE in vitro (Arora et al, 2008). Os ions Ag* que
compdem as AgNPs podem ser liberados de forma sustentada e lenta, possibilitando
um maior acumulo em células tumorais. Deste modo, os efeitos adversos podem ser
reduzidos, a acdo pode ser mantida por mais tempo sem a necessidade de aplicar

elevadas concentracdes de Ag*.
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A sintese verde de AgNPs estd sendo cada vez mais empregada uma vez que
essa abordagem pode estar livre do uso de solventes organicos e da formacdo de
residuos toxicos prejudiciais para o ser humano e o meio ambiente. Além disso, a
sintese verde apresenta um baixo custo de producdo podendo ser empregada em
industrias e em larga escala. Dentre os organismos bioldgicos utilizados, as plantas
possuem um grande destaque por serem de facil acesso e por conter uma variedade
muito significativa de biomoléculas/metabdlitos biorredutores capazes de formar
AgNPs. A planta de interesse deste estudo é a Curcuma longa, conhecida por suas
propriedades anti-inflamatdria, antibacteriana, antisséptica, antimutagénica,
anticancerigena, antioxidante e digestiva (Prasad e Aggarwal, 2011). O principal agente
ativo da C. longa é a curcumina, também muito estudada, por apresentar atividade
antitumoral (Chinembiri et al, 2014). Shameli e colaboradores (2014) demonstraram o
potencial da C. longa para a sintese de AgNPs a partir do EA do tubérculo. Entretanto,
ndo foram investigados os seus mecanismos de acdo em células de CE. O
conhecimento desses mecanismos permitird direcionar melhor o tratamento e/ou

redefinir os processos de sintese e de aplicacdo.

Por fim, o recobrimento da superficie das AgNPs com polimeros pode ser de
grande relevancia tanto na estabilidade das estruturas quanto na funcionalizagao
destas. A quitosana é um polimero natural catidnico, biodegradavel, biocompativel e
bioadesivo. Portanto, o seu uso como agente estabilizante pode melhorar as
interacdes das AgNPs obtidas a partir de EA de C. longa com as células cancerigenas e

assim, potencializar o seu efeito biolégico.
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Diante desse cendrio, a hipdtese deste trabalho é que as AgNPs sintetizadas a
partir do EA do tubérculo de C. longa e recobertas por quitosana apresentam um
potencial no controle da proliferacdo de células do CE in vitro. Essa estratégia podera

representar no futuro uma alternativa para o tratamento do CE em aplicagao topica.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar os efeitos citotdxicos e alguns mecanismos de a¢do de
nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas a partir de extrato aquoso do tubérculo de C.
longa, recobertas ou ndo por polimeros de quitosana, em linhagem de células de cancer

de pele ndo melanoma (A431) in vitro.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar diferentes métodos para preparacao de extratos de C. longa;

- Otimizar a sintese de AgNPs (temperatura, concentracdo e tempo) a partir de
extratos aquosos de tubérculo da C. longa por métodos de sinteseverde;

- Revestir a superficie de AgNPs com polimeros de quitosana;

- Caracterizar os parametros fisicoquimicos como didmetro hidrodinamico, indice de
polidispersdo (Pdl), carga de superficie e absorcdo na regido do visivel das
nanoestruturas obtidas;

- Investigar a morfologia das nanoestruturas obtidas por microscopia eletrénica de
transmissao (MET) e microscopia de forca atdmica (MFA);

- Avaliar a estabilidade das nanoestruturas desenvolvidas em fun¢dao do tempo e de
diferentes condi¢des de armazenamento;

- Analisar os efeitos das nanoestruturas na viabilidade celular em células de

qgueratindcitos, in vitro;
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- Analisar os efeitos das nanoestruturas na viabilidade celular, na morfologia, na
integridade de membrana e na proliferacdio de células de cédncer de pele nao
melanoma da linhagem A431, in vitro;

- Analisar os efeitos das nanoestruturas na fragmentacdao de DNA, no ciclo celular, no
potencial de membrana mitocondrial e na exposi¢ao de fosfatidilserina (marcador de
morte celular por apoptose) de células de cancer de pele ndo melanoma da linhagem

A431, in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Extragao aquosa do tubérculo em p6 de Curcuma longa:
Agitacdo 4 horas a temperatura ambiente e fervido por 3 minutos

4

Sintese verde das nanoparticulas de prata (AgNPs):
Extrato aquoso (EA) de C. Longa + AgNOs

v v v
Variagao das condicdes de sintese Cinética Nanoestrutura de
(concentragdo de EA e AgNOs, quitosana
temperatura de sintese e (CH-AgNPs) CH-TPP
armazenamento...) e CH-AgNOs3

4

Caracterizagao:
Espectrofotometria luz vis, DLS — Zeta (estabilidade), MFA, MET, FTIR, MALDI/TOF

$

Teste bioldgico in vitro:
Viabilidade celular (células A431, HaCAT)
Ensaio de proliferacao celular e lesdo de membrana
Citometria de fluxo

Figura 12: Esquema do desenho experimental
4.2 SINTESE VERDE DE NANOPARTICULAS DE PRATA (AgNPs) A PARTIR DO
TUBERCULO DA C. longa
4.2.1 Preparagao do extrato aquoso (EA) de C. longa

Tubérculos de C. longa foram coletados em uma plantacdo ndo comercial em
uma propriedade privada (Fazenda Coqueiro) no municipio de Colinas do Sul, Goias,
Brasil. Antes da sua utilizagdo, o tubérculo foi lavado com agua corrente, seco ao ar
por 10 dias, triturado e moido até se obter um pd fino e mantido em temperatura
ambiente.
A preparacdo dos extratos foi realizada no Laboratdério de Prospeccdo de Compostos
Bioativos (LPCB) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia coordenado pela Dra

Vera Lucia Perussi Polez e pelo Dr. Thales Lima Rocha. O extrato aquoso (EA) foi
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preparado com base em protocolo de Shameli e colaboradores (2012, 2014) no dia da
sintese na concentragdo de 2 mg/mL adicionando-se 40 mg de C. longa (em pd) em 20
mL de dgua ultrapura (pH=7).

Dois métodos de obtencao do EA foram testados a fim de se determinar o mais
eficiente para a sintese. No primeiro método, o EA permaneceu sob agitacdo
magnética durante 4 horas no escuro a temperatura ambiente. Parte da amostra foi
filtrada em papel filtro (poros de 14 um) e a outra parte foi centrifugada a 3083 g por 5
minutos a temperatura ambiente. No segundo método, o EA de C. longa foi fervido por
3 minutos e filtrado em papel filtro (poros de 14 um). Ambos foram utilizados na

sintese de AgNPs como descrito abaixo.

4.2.2 Sintese verde de AgNPs

A sintese verde de AgNPs foi realizada no Laboratdrio de Nanobiotecnologia
(LNANO) da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia com base em protocolo de
Shameli e colaboradores (2012, 2014) e em protocolos de sintese verde de AgNPs
estabelecidos no Grupo de Pesquisa liderado pelo Dr. Luciano Paulino da Silva a partir
de uma solucdo de nitrato de prata (AgNOs) a 1 mM (concentracdo final) adicionada ao
EA filtrado ou centrifugado de C. longa em varias concentragdes. A reacao da sintese
foi realizada em tubos de ensaio de vidro (volume final da reagcdo = 5 mL) os quais
foram colocados em banho-maria (Quimis, Brasil) por 24 horas para o controle da
temperatura de sintese. Os tubos foram tampados com papel aluminio para minimizar
a evaporacdo. Durante a sintese, os ions prata sdao reduzidos em uma forma neutra

(metalica) por compostos redutores presentes no EA. A sintese ocorreu ao abrigo da
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luz e foi monitorada por 24 horas em diferentes temperaturas. Solugdes contendo

apenas AgNOsa 1 mM ou EA foram testados como controles da reagao.

Apds o tempo da reacdo de sintese, 50 uL de cada amostra diluidos em 100 plL
de agua ultrapura foram colocados em uma placa de 96 pocos e a absorbancia foi
medida em uma ampla faixa de comprimento de onda (350-750 nm) utilizando um
espectrofotdémetro de luz na regido do visivel (Molecular Devices, EUA) no Laboratério

de Nanobiotecnologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

Diferentes condicdes foram testadas para determinar a mais adequada para a
sintese de AgNPs. Essas condicdes estdo apresentadas a seguir e as caracteristicas das
amostras foram avaliadas por espectrometria de luz UV-visivel e por Espalhamento de

luz dindmico (DLS) descrito no item 4.6.1.

4.2.2.1 Efeito da temperatura de sintese

A sintese de AgNPs foi avaliada ao abrigo da luz em diferentes temperaturas:
0°C, 25°C, 50°C e 75°C durante 24 horas com EA na concentracdo final de 1 mg/mL e
solugdo aquosa de AgNOs na concentracao final de 1 mM com base em modificagao de
protocolo estabelecido por Bonatto e Silva (2014). O volume final da reacdo foi de 5
mL.
4.2.2.2 Efeito da concentragao do extrato aquoso e do nitrato de prata (AgNO3)

Para avaliar o efeito da concentracdo do extrato no processo de sintese,
diferentes concentragdes do EA (0,25 / 0,5 / 1,0 e 2,0 mg/mL) foram incubadas
juntamente com uma solucdo de AgNOs (concentracdo fixa de 1 mM) a 75°C durante
24 horas. Para avaliar o efeito da concentracao final de AgNOs no processo de sintese,

diferentes concentra¢cdes de AgNOs (0,25 / 0,5 e 1 mM) foram adicionadas a
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concentracdo fixa de 0,25 mg/mL de EA e incubadas a 75°C durante 24 horas. O

volume final de cada reagdo foi ajustado para 5 mL com agua ultrapura.

4.2.2.3 Efeito da temperatura de armazenamento do tubérculo em pé

O EA da C. longa foi preparado a 2 mg/mL como descrito no item 4.2.1 apds
armazenar o p6 por 30 dias a temperatura ambiente ou a -20°C. Em seguida, 2,5 mL de
amostras foram adicionadas a 2,5 mL de uma solucdo de nitrato de prata AgNOs ao
abrigo da luz e incubadas a 75°C durante 24 horas para avaliar a influéncia da
temperatura de armazenamento do pé na sintese de AgNPs. As concentragdes finais

de EA e de AgNOs foram de 1,0 mg/mL e 1 mM, respectivamente.

4.2.2.4 Efeito da influéncia de gases atmosféricos

O uso de um frasco reator hermeticamente fechado (HJ usinagem, Brasil)
(Figura 13) impede os gases atmosféricos de penetrar e influenciar nos processos de
sintese. Portanto, a formacao de AgNPs foi monitorada a partir do uso do reator para
avaliar a importancia da presenca de oxigénio durante a reducdo da prata. Dessa
forma, 2,5 mL de EA foram adicionadas a 2,5 mL de uma solucdo de AgNOs, de 1
mg/mL e 1 mM, respectivamente. A sintese ocorreu ao abrigo da luz a 75°C em uma
estufa durante 24 horas. Uma sintese controle foi realizada nas mesmas condigées em

tubos de ensaio tampados por papel aluminio

Figura 13: Frasco reator utilizado na sintese verde de AgNPs a partir de 1 mg/mL de EA
de C. longa e 1 mM de AgNO:s.
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4.2.3 Cinética da sintese

A cinética da sintese de AgNPs (1 mg/mL de EA e 1 mM de AgNOs) foi realizada
em tubos de ensaio de vidro a 75°C durante 48 horas, ao abrigo da luz. A cada duas
horas, 1 mL de cada amostra foi retirado para medir a absorbancia a 450 nm via
espectrofotémetro (Molecular Devices, EUA) e colocado de volta para o tubo de ensaio
para manter o volume final de 5 mL. Apds 0, 6, 12 e 24 horas de sintese, 50 uL das
amostras diluidas em 100 pL de d4gua ultra pura foram analisados por
espectrofotdémetro de luz visivel em uma ampla faixa de comprimentos de onda (350-

750nm).

4.3 EFEITO DA SECAGEM DAS AgNPs

As AgNPs sintetizadas foram congeladas em nitrogénio liquido para serem em
seguida secas a partir dos métodos de liofilizagao (Liotop) e centrifugo tipo Speed vac®
(Labconco SPV). Apds a secagem, as AgNPs foram ressuspendidas em 5 mL de agua
ultra pura para manter o volume inicial e as suas propriedades fisicoquimicas foram

avaliadas pela técnica de espalhamento de luz dinamico descrita posteriormente.

4.4 RECOBRIMENTO DA SUPERFICIE DAS AgNPs COM QUITOSANA PELO METODO DE
GELEIFICACAO IONICA

Uma solucdo de quitosana de baixa massa molecular (Sigma, EUA) foi
preparada a 2,5 mg/mL contendo 0,3 % de acido acético (Vetec, EUA). A solugdo foi
colocada em recipiente fechado e permaneceu sob agitacdo por 1 hora a temperatura
ambiente até a dissolucdo da quitosana. Logo apds, a solucdo foi filtrada em
membrana de 0,22 um. Em paralelo, uma solucdo estoque de tripolifosfato de sddio

(TPP) (Sigma, EUA) foi preparada a 16 mg/mL. Esses passos foram realizados de acordo
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com o protocolo descrito por Fabregas e colaboradores (2013). Em seguida, 875 pL de
AgNPs previamente sintetizadas e 125 pL de TPP (16 mg/mL) foram misturados em um
microtubo antes de serem adicionados a 2 mL de solugdao de quitosana. A mistura foi
mantida sob agitagdo magnética por 15 minutos a temperatura ambiente com as
concentracoes finais de 49 ug/mL de AgNPs (considerando a concentracdo de AgNOs);
1,6 mg/mL de quitosana e 0,6 mg/mL de TPP. Nanoparticulas de quitosana sem AgNPs
(CH-TPP) e nanoparticulas de quitosana associadas a AgNOs livre (CH-Ag) foram
também sintetizadas. As concentragdes finais de quitosana, TPP e AgNOs foram de 2

mg/mL, 1 mg/mL e 49 pug/mL, respectivamente.

4.5 ESTABILIDADE DAS AgNPs e CH-AgNPs

As AgNPs que apresentaram um pico de ressonancia plasmoénica na regidao do
visivel foram selecionadas para a avaliacdo da estabilidade a temperaturas de
armazenamento de -20°C, 4°C ou 25°C. A estabilidade das AgNPs foi monitorada de ao
longo do tempo (1, 7, 15 e 30 dias) pelos métodos de caracteriza¢do descritos no item

4.6.1.

4.6 CARACTERIZAGAO DAS NANOESTRUTURAS
4.6.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e Potencial Zeta

As AgNPs, as CH-AgNPs e os controles (extrato livre, AgNO3 livre, CH-TPP e CH-
AgNO3) foram analisados por espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta de
superficie (ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern,UK)) no Laboratério de Nanobiotecnologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia (UnB). Estas técnicas
fornecem informacGes referentes ao diametro hidrodinamico (DH) a partir do

movimento Browniano de particulas dispersas em meio liquido. Uma camada de
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solvatacdo se forma ao redor dessas particulas, o que resulta em uma superestimacao
do DH. O tamanho é obtido de acordo com a distribuigdo em intensidade. A partir
dessa informacao, as distribuicdes em numero e em volume s3o geradas considerando
uma solugdo contendo duas populagdes de particulas de tamanho diferente em igual
proporcdo (Figura 14). O indice de polidispersao (Pdl) é um dado importante e
corresponde a variagdao do tamanho dentro de uma amostra relativa a sua distribuigao
em intensidade. O seu valor varia de 0 a 1, sendo que quanto menor o valor, mais
monodispersa é a amostra. Além disso, o DLS determina a carga de superficie

(potencial Zeta) das particulas, indicando a estabilidade coloidal desta.
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Figura 14: Representacdo das distribuicdes de particulas em numero, volume e
intensidade a partir de analise por Espalhamento de luz dindmico (DLS). Adaptado de
Malvern, 2004.

As amostras foram analisadas apds diluicdo em agua ultrapura (1:10, v/v). As
medidas foram realizadas em triplicata, em um angulo de espalhamento fixo de 90° e a
25°C. A representacdo dos resultados foi feita a partir do DH em numero e em
intensidade (Z-average), do Pdl e do potencial Zeta utilizando a versdao 7.04 do

software ZetaSizer. Os valores foram representados pela média + desvio padrao da

média e os graficos foram plotados no programa Prism®5.
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4.6.2 Microscopia de for¢a atomica (MFA)

As AgNPs e CH-AgNPs foram analisadas por MFA no Laboratério de
Espectrometria de Massa — Sala de Nanobiotecnologia, atualmente Laboratério de
Nanobiotecnologia da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Um microlitro (uL)
de AgNPs e 1 puL de CH-AgNPs diluidas em agua ultra pura (1:10 e 1:20 (v/v),
respectivamente) foram depositados na superficie de uma mica muscovita recém
clivada. As amostras foram cobertas com uma placa de Petri e secas em condi¢Ges
ambientais. As analises foram realizadas utilizando o MFA SPM-9600 (Shimadzu, Japao)
com um escaner de 125 um x 125 um em modo dinamico-fase. Este modo fornece
informacdo sobre a altura, o formato e a topografia das amostras. Um cantilever
associado a uma ponteira conica de silicio foi utilizado para as analises usando uma
constante de mola de aproximadamente 42 N/m e uma frequéncia de 1 Hz. Varias
areas de 10 um x 10 um foram avaliadas em uma resolucdo de 512 x 512 e as imagens
foram processadas utilizando o software (SPM Manager 3.0 Off-line, Shimadzu) que

acompanha o microscépio.

4.6.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

As AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP e CH-AgNOs; foram analisadas por MET no
Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia com o auxilio do Dr. Claudio Afonso Pinho Lopes. Esta técnica
fornece informacbes sobre o tamanho e formato das AgNPs. Apés diluicdo das
amostras em agua ultrapura (1:10, v/v), 2 pL de cada uma delas foram aplicados em
um suporte de cobre recoberto por uma resina de Formvar. Apds 24 horas de secagem

a temperatura ambiente, o suporte contendo a amostra foi introduzido no
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microscopio JEM-1011 (Jeol, Japao). As imagens foram obtidas em um aumento de
250.000 x. Cada imagem foi analisada com o auxilio do software Image Pro Plus para
determinar as faixas de tamanho das particulas e gerar um histograma de distribuicao

de didmetros.

4.6.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As AgNPs, CH-AgNPs e os controles foram liofilizados (Liotop) e analisados por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (modelo IR
Prestige 21, Shimadzu, Japdo) no Laboratério de Instrumentagdo Analitica (UnB,
Campus Ceilandia) com auxilio do técnico Diego Juscelino Santos Dias. Esta
metodologia permite determinar os grupamentos quimicos presentes em cada
amostra e identificar quais possiveis classes de biomoléculas sdo responsaveis pelo
processo de reducdo de ions Ag+ e pelo recobrimento das AgNPs. Todo o material
utilizado para o preparo das amostras foi previamente lavado com uma solugdo de
acetona para evitar o processo de oxidacdo. Durante o preparo das amostras para a
analise, a proporc¢ao de brometo de potdssio (KBr, Shimadzu, Japao) e de amostra deve
ser de aproximadamente 95 e 5 % (m/m), respectivamente. Dessa forma, 70 mg de KBr
foram misturados a 3,5 mg de amostra previa. As misturas foram prensadas a 80,0 kN
por 3 minutos e as pastilhas obtidas foram mantidas em estufa a 100°C até a andlise.
Durante a leitura de cada amostra, 45 scans foram registrados com uma resolucao de
4,0 cm™ na escala de onda de 400,0 e 4.000,0 cm™ no modo de porcentagem de
transmitancia. Os espectros obtidos foram processados utilizando-se o programa Prism

5 (EUA).
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4.6.5 Espectrometria de massa de ionizagao e dessorg¢ao a laser assistida por matriz e

analise por tempo de voo (MALDI/TOF)

As AgNPs, as CH-AgNPs e os controles foram diluidos em agua ultrapura (1:100,
v/v). Um microlitro (uL) de cada amostra diluida foi em seguida aplicado em triplicata
em uma placa AnchorChip var/96 MALDI (Bruker Daltonics, Alemanha). Apds secagem
a temperatura ambiente, 1 uL de uma solugdo saturada de matriz a-ciano-4-
hidroxicinamico (10 mg/mL), previamente preparada, foi depositada. Logo apods
secagem, as amostras cristalizadas foram analisadas em um espectrometro de massa
MALDI-TOF MicroFlex (Bruker Daltonics) em modo refletido/positivo na faixa de m/z
100-1000 no laboratério de Espectrometria de Massa da Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia com auxilio da aluna de doutorado Cinthia Caetano Bonatto. Os ions
tipicos da matriz foram utilizados para realizar a calibracdo externa. A aquisicdo dos
espectros ocorreu automaticamente utilizando-se procedimento padrdo com

acumulacdo de 1000 disparos de laser a 60 Hz.

4.7 CULTURA DE CELULAS EUCARIOTICAS

A linhagem de CPNM utilizada (A431) foi comprada da American Type Culture
Collection (ATCC). A linhagem de queratinécitos humanos (HaCAT) foi adquirida do
Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil). Ambas sdo linhagens isoladas de humano.
Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Nanobiotecnologia da
Universidade de Brasilia. As células foram cultivadas em garrafa de cultura de 75 cm?
contendo 10 mL de meio de cultura completo: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM) (Life, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) (Life, EUA) e 1%
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de antibidtico (Penicilina — Streptomicina, Life, EUA) (v/v), e mantidas em estufa

umidificada (Thermo Scientific, EUA) a 37°C e 5% de CO..

4.7.1 Tripsinizacao das células

As linhagens celulares utilizadas (A431 e HaCAT) sdo aderentes. Dessa forma, a
tripsina, uma enzima que hidrolisa as liga¢Ges peptidicas, foi utilizada para soltar as
células da superficie de garrafa de cultura. Para a realizacdao dos experimentos, o meio
de cultura foi descartado e 5 mL de tripsina (Tripsina 0,25%, Life, EUA) foram
adicionados. As células foram incubadas por 7 a 10 minutos na estufa a 37°C e 5% de
CO;. Apds observar por microscopia de luz que todas as células estavam soltas, 5 mL
de meio de cultura completo foram adicionados para neutralizar o efeito da tripsina. O
conteudo da garrafa de cultura foi transferido para um tubo tipo Falcon de 15 mL.
Apds 3 minutos de centrifugacdo a 1341 g a temperatura ambiente, o sobrenadante
foi descartado. O pellet formado foi ressuspendido em 1 mL de meio de cultura e

utilizado nos passos descritos a seguir.

4.7.2 Plaqueamento das células

Dez microlitros (uL) das células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura
foram separados em um microtubo de 0,6 mL e 90 pL de azul de tripan foram
adicionados. Apds homogeneizacdo, 10 plL foram colocados em uma camara de
Neubauer e as células foram contadas em microscdpio de luz invertido. O nimero de
células foi calculado utilizando-se a formula abaixo:
N° de células/mL = N° de células contadas / N° de quadrantes contados x fator de

diluicdo x 10000
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Foram adicionadas 3000 células/pogo em placa de 96 pocos de fundo achatado.
Apds o plagueamento, as placas contendo as células foram incubadas por 24 horas em

estufa a 37°C e 5% de CO,.

4.7.3 Tratamento
Os grupos dos tratamentos experimentais estao descritos na tabela 3.

Tabela 3: Siglas de identificagdo dos grupos de tratamentos experimentais.

SIGLAS AMOSTRAS REFERENTES
AgNPs Nanoparticulas de prata sintetizadas a partir do EA de C. longa
AgNO3 Nitrato de prata livre — controle da sintese de AgNPs

Extrato livre Extrato aquoso de C. longa - como controle da sintese de AgNPs

EA Extrato aquoso de C. longa livre estoque

CH-AgNPs Nanoparticulas de prata associada a quitosana

CH-TPP Nanoparticulas de quitosana

CH-AgNO; Nanoparticulas de quitosana associada ao nitrato de prata livre

As AgNPs, as CH-AgNPs e os controles (extrato livre, AgNO3 livre, CH-TPP e CH-
Ag) foram previamente preparados em microtubos de polipropileno de 2 mL e diluidas
em meio de cultura completo para obter as concentracées de 20 — 40 — 50 — 60 e 80
UM, referente a concentracdo do AgNOs. Devido a presenca de acido acético nas
formula¢Ges de CH-AgNPs, CH-TPP e CH-Ag, o ajuste do pH para 7 foi feito utilizando-
se uma solucdo de NaOH 10 M e confirmado com fita indicadora de pH. Com o pH
ajustado o meio deveria mudar da coloracdo amarelada a uma coloracdo rosa parecida
com a do controle negativo. A amostra de controle negativo foi preparada com dagua
ultrapura em meio de cultura completo adicionando-se volumes equivalentes aos

volumes acrescentados para os grupos experimentais.
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Para a aplicagao do tratamento nas células, o meio de cultura de cada pogo foi
descartado na medida em que eram adicionados 200 pL das diferentes amostras
citadas acima (20 — 40 — 50 — 60 e 80 uM). As placas foram incubadas na estufa a 37°C

e 5% de CO, por 24 e 72 horas.

4.8 TESTES EM CELULAS EUCARIOTICAS

4.8.1 Teste de viabilidade celular — ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazol)

Apds 24 e 72 horas de exposicao das células as diferentes concentra¢des das
amostras, o ensaio colorimétrico de viabilidade celular MTT foi realizado. Este método
avalia a atividade metabdlica das células quantificando a reducdo do MTT (amarelo)
pela acdo de desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH em cristais de formazan
(azul). O meio de cultura contendo as diferentes amostras foi retirado da placa e 150
uL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura completo — 15 uL de MTT (Life,
EUA) com 135 uL de meio de cultura) foram adicionados a cada poco. Apds 2 horas na
estufa a 37°C e 5% de CO; a solucio de MTT foi descartada e 150 upL de
dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, EUA) foram acrescentados em cada poco da placa
para dissolver os cristais de formazan formados. A absorbancia dos pocos foi avaliada
por espectrofotometro (Molecular devices, EUA) a 595 nm. Os resultados foram
apresentados em porcentagem de viabilidade celular considerando a absorbancia do

controle negativo (agua ultrapura) como 100% de viabilidade.
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4.8.2 Avaliacao da morfologia das células por microscopia de luz

A mudanca da morfologia das células apds exposicdo a um tratamento é um
sinal importante de que houve citotoxicidade. O processo de plagueamento descrito
acima (item 4.7.2) foi realizado para o teste de morfologia celular utilizando-se placa
de 24 pogos com fundo achatado. Um volume de 500 pL de meio de cultura contendo
10% células foi colocado em cada poco. Apds 24 horas na estufa a 37°C e 5% de CO3, o
tratamento com AgNPs, CH-AgNPs, AgNOs livre e controle negativo foi realizado em
triplicata na concentracdo de 50 uM e em tempos diferentes até completar 24 horas. A
concentracdo de 50 uM foi escolhida por apresentar uma diminuicdo da viabilidade
celular de aproximadamente 50% em linhagem de CE (A431). Cada triplicata
corresponde aos tempos de 0,5-1—-2-3-4-6—12 - 24 horas de tratamento. Apds
24 horas, a avaliacdo da morfologia das células foi realizada em microscépio invertido
com contraste de fase (Zeiss, Axio, Alemanha) utilizando o programa AxioCam MRC3
S/N 4166 no Laboratério de Biologia de Peixe-Biopieces do Instituto de Ciéncias

Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

4.8.3 Citometria de fluxo (FACS)

A citometria de fluxo é uma técnica que permite contar, examinar e classificar
particulas microscopicas em suspensdo. Varios parametros fisicos, quimicos e
biolégicos podem ser avaliados simultaneamente (Carvalho et al, 2010). As andlises
foram realizadas no citdmetro (BD FACSVerse™ EUA) do Departamento de Biologia
Celular no Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia. Para a realizacdo
dos experimentos, placas de 12 pocos com fundo achatado foram utilizadas. As células

em cultura foram tripsinizadas e contadas de acordo com os procedimentos descritos
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nos itens 3.5.1 e 3.5.2. O volume de 1 mL de meio de cultura contendo 5x10* células
foi adicionado em cada poco das placas. Apds 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C
e 5% de CO;, o tratamento das células foi realizado com as AgNPs, CH-AgNPs, AgNOs
livre, CH-TPP na concentra¢dao de 50 uM, o controle negativo (dgua ultrapura) e o
controle positivo (perdéxido de hidrogénio — H20;). Apds 24 horas de incubagdao na
estufa a 37°C e 5% de CO;, o sobrenadante de cada pogo foi coletado em microtubos
de polipropileno de 1,5 mL correspondentes a cada um dos pogos. As células foram
tripsinizadas com 400 L de tripsina e a placa foi incubada na estufa por 5 minutos. O
sobrenadante coletado previamente foi colocado novamente em cada pogo
correspondente da placa para neutralizar o efeito da tripsina. As células foram
ressuspendidas e coletadas novamente nos microtubos correspondentes para
centrifugacdo a 3083 g, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressupendido em PBS 1x e centrifugado novamente para retirar o excesso de meio
de cultura e tratamento. Em seguida, as células foram processadas de acordo com
cada experimento conforme descrito abaixo. Durante as andlises por citometria de

fluxo (FACS), 10000 eventos foram adquiridos para cada amostra e cada experimento.

4.8.3.1 Fragmentacdao de DNA e ciclo celular

A avaliagdao de fragmentagao de DNA e ciclo celular das células tratadas foi
determinada com a adicdo de iodeto de propideo (Pl). O Pl é um dos corantes com
afinidade por DNA mais utilizados em citometria de fluxo (FACS) por ser capaz de se
intercalar entre pequenas sequéncias de nucleotideos (Carvalho et al, 2010).

O pellet de células tratadas foi ressuspendido em 1 mL de etanol 70% gelado e

armazenado a — 20°C por pelo menos 24 horas ou até o dia da analise. Nodia da
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analise, cada microtubo foi centrifugado a 3083 g, por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas com PBS 1x e centrifugadas
novamente. Apds descartar o sobrenadante, 100 uL de PBS 1x contendo RNAse (50
M) foram adicionados ao pellet. As amostras foram incubadas na estufa a 37°C por 30
minutos protegidos da luz. Em seguida, 100 uL de Pl (20 pg/mL) (Probes — Thermo
Fisher, EUA) preparado em PBS foram adicionados a temperatura ambiente por 30
minutos protegidos da luz. Apds esse procedimento, as células foram analisadas por
FACS.
4.8.3.2 Potencial de membrana mitocondrial

A avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial foi determinada pela
adicdo de Rodamina 123 (Probes — Thermo Fisher, EUA). A Rodamina 123 é um
composto cationico de fluorescéncia verde que se associa as membranas das
mitocondrias de acordo com a sua polarizacdo (TermoFisher, 2015). A solucdo estoque
de Rodamina 123 foi preparada em etanol na concentracdo de 5 mg/mL. O volume de
300 pL de Rodamina 123 (5 ug/mL) em PBS foi adicionado ao pellet das células tratadas
e incubado por 15 minutos protegido da luz a temperatura ambiente. As amostras
foram centrifugadas a 3083 g, por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e
300 plL de PBS foram acrescentados. Este processo de lavagem foi realizado duas vezes
para retirar o excesso de Rodamina 123. Em seguida as amostras foram colocadas em

gelo e analisadas por FACS imediatamente.

4.8.3.3 Exposi¢ao de fosfatidilserina
A fosfatidilserina é um fosfolipideo presente na superficie interna da

membrana plasmatica das células. Durante o processo de apoptose, ela é translocada
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para a camada externa da membrana funcionando assim como sinalizador para a
fagocitose. A Anexina V é uma proteina utilizada para identificar as células em fase
inicial de apoptose por possuir uma alta afinidade a fosfatidilserina. Nas andlises por
FACS, a Anexina estd associada a um fluorocromo tipo FITC e é usada simultaneamente
com o Pl. Somente as células mortas ou com membrana danificada sdo permeaveis ao
Pl que é um indicador de apoptose tardia e/ou de morte celular por necrose (BD
Pharmigen™).

O paclitaxel (PTX) e peréxido de hidrogénio (H202), na concentracao de 50 nM e
29,4 uM, respectivamente, foram utilizados com controles positivos de mortes
celulares por apoptose e necrose, respectivamente. O PTX é um medicamento que se
liga a tubulina, proteina do citoesqueleto das células, reduzindo a proliferacdao celular
e levando a morte celular por apoptose. Em paralelo, o H,0, é um agente oxidante que
age diretamente na membrana lipidica e no DNA, levando a ruptura da membrana,
ocasionando morte celular por necrose.

O pellet das células tratadas foi ressuspendido em 500 uL de PBS gelado e
centrifugado a 3083 g, por 5 minutos a 4°C. Apds descartar o sobrenadante, 100 uL de
tampado de ligacdo (0,1 M de Hepes (pH 7,4), 1,4 M de NaCl e 25 mM de CaCl;) foi
adicionado ao pellet. Em seguida, 5 pL de solucdo de Anexina V (BD, EUA) e 10 ulL de
solugdo de Pl (50 pg/mL) foram acrescentados em cada microtubo. A mistura foi
deixada por 15 minutos protegida da luz a temperatura ambiente. Logo em seguida,
300 plL de tampao de ligacdo foram acrescentados. As amostras foram colocadas em

gelo e analisadas por FACS imediatamente.
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4.8.4 Avaliagao da integridade de membrana e proliferagao celular

O processo de plagueamento descrito acima (item 4.7.2) foi realizado para o
teste de avaliagdo da integridade de membrana e proliferagcdo celular utilizando-se
placa de 12 pocos com fundo achatado contendo 5x10% células/poco. Apds 24 horas de
exposi¢do aos diferentes tratamentos, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e o
pellet obtido foi ressuspendido em 100 pL de meio de cultura completo (item 3.6.4).
Dez plL de suspensdo de células foram retirados e adicionados a uma solug¢ao de azul
de tripan (0,4% em PBS — Sigma, EUA) na proporg¢do de 1:1 (v/v). O nimero de células
totais foi determinado em cadmara de Neubauer, conforme descrito no item 4.7.2,
contando-se células com coloragdo azul e ndo azuis. Este ensaio permite diferenciar as
células viaveis ou ndo vidveis de acordo com o estado da membrana plasmatica. O azul
de tripan penetra nas células que apresentam membrana plasmatica danificada e as
coram de azul. As células vidveis com membrana intacta nao apresentam coloragao.
4.9 TESTES ESTATISTICOS

Todos os resultados de caracterizacdo e ensaios celulares foram obtidos em
triplicata e apresentados como a média * desvio padrao da média. As analises
estatisticas foram realizadas pelo programa Prism 5.01 (EUA). As possiveis diferencas
estatisticas entre os grupos foram avaliadas pela andlise de variancia (ANOVA) de um
fator e pelo post teste Bonferroni, considerando-se estatisticamente significativo P
<0,05. Os graficos foram plotados no programa Prism 5.01.
4.10 REFERENCIAS

As referéncias deste trabalho foram organizadas e processadas utilizando o

programa Mendeley® (Reino Unido).
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5 RESULTADOS

5.1 SINTESE VERDE DE AgNPs

5.1.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DA SINTESE DE AgNPs

O EA de tubérculo de C. longa foi utilizado como fonte de moléculas redutoras e
estabilizantes para a sintese de AgNPs. O AgNOs foi escolhido como sal precursor.
Sabe-se que a variacdo de alguns parametros fisicoquimicos durante a sintese de
NPMs pode influenciar a eficiéncia da sintese e as caracteristicas das particulas (Akhart
et al, 2013; Bonatto e Silva, 2014; Albernaz, 2014). Portanto, diferentes parametros
foram testados com a finalidade de otimizar a sintese de AgNPs a partir de EA de C.

longa.

O método de extracdo, a temperatura de sintese, a concentracdo de EA, a
concentragcdao de AgNOs, a temperatura de armazenamento de C. longa e o uso de
frasco reator (hermeticamente fechado) foram os parametros avaliados e

apresentados a seguir.

5.1.1.1 Efeitos da preparagdo do extrato aquoso (EA) da Curcumalonga

O primeiro método de extracdo foi realizado sob agitacdo magnética por 4 horas a
temperatura ambiente. Metade do EA obtido foi centrifugada e a outra metade foi
filtrada em papel filtro. Em seguida, cada extrato (1 mg/mL) foi misturado a uma
solugcdo de AgNOs na concentracdo de 1 mM. Apds 24 horas de sintese a 75°C, foi
possivel detectar visualmente a mudanca de coloracdao da solucdo contendo AgNPs
gue passou de um amarelo claro (cor do EA) a um marrom-alaranjado. Essa mudanca
de coloracdo foi observada nos tubos (1) e (3) da foto ilustrada na figura 15 indicando

gue os componentes da C. longa reduziram os ions prata. Os tubos (2), (4) e (5)
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correspondentes ao extrato centrifugado, extrato filtrado e AgNOs, respectivamente,

permaneceram transparentes (Figura 15).

2.0
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< l ' — AgNPs (Extrato filtrado)
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2 0s5- — EAfiltrado
400 500 600 700
Comprimento de onda(nm)

Figura 15: Espectro de absorcdo de luz visivel de AgNPs sintetizadas a partir de EA de

C. longa (1mg/mL) centrifugado ou filtrado em papel filtro. A sintese foi realizada a
75°C durante 24 horas com 1 mM de AgNO3. Legenda da foto: (1) AgNPs (extrato
centrifugado) com precipitado (seta); (2) extrato centrifugado + H,O; (3) AgNPs
(extrato filtrado); (4) extrato filtrado + H,0 e (5) AgNO3.

A figura 15 apresenta um espectro de absorbancia das amostras apds a sintese
obtido por espectrometria de luz na regido da luz visivel. No presente trabalho, um
pico mais intenso no comprimento de onda de 425 nm foi observado para o EA de C.
longa filtrado adicionado a solugdo de AgNOs (Figura 15 - tubo 3). Pode-se observar na
foto da figura 15 que o EA da C. longa centrifugado e misturado com AgNOs (tubo 1)
apresentou um precipitado (seta) que pode interferir na formacdo e na estabilidade
das AgNPs. Além disso, a amostra apresentou um pico de ressonancia plasmonica de

superficie (RPS) de menor intensidade quando comparado com o EA filtrado (tubo 3).

O segundo método de extracdo aquosa foi realizado por aquecimento do

tubérculo de C. longa a 100°C por 3 minutos. O EA obtido foi em seguida filtrado por
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papel filtro e utilizado imediatamente para a sintese verde de AgNPs nas mesmas
condicdes citadas acima. A figura 16 representa o espectro de absorcdo de luz visivel
das amostras diluidas em agua ultrapura (1:3, v/v) apds 24 horas de sintese. A RPS das
AgNPs sintetizadas (tubo 1) esta representada por um pico de absorbancia a 425 nm. A
diluicdo realizada na proporgdo de 1:3 (v/v) em agua ultrapura para a analise por
espectrometria de luz visivel foi necessdria devido a coloragdo intensa da amostra
contendo as AgNPs. A sintese apresentou, consequentemente, uma maior eficiéncia
comparando com a sintese realizada com o primeiro método de extracdao. Os tubos (2)
e (3) correspondentes ao extrato e AgNOs, respectivamente, ndo apresentaram

mudanca de coloracdo e pico de absorcao.
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Figura 16: Espectro de absorgao de luz visivel de AgNPs sintetizadas a partir de EA de

C. longa (1Img/mL) fervido e filtrado em papel filtro. A sintese foi realizada a 75°C
durante 24 horas com 1 mM de AgNO3. Legenda da foto: (1) AgNPs; (2) extrato e (3)
AgNO3.

Diante desses resultados, todas as sinteses descritas a seguir foram realizadas

utilizando-se o EA de C. longa fervido por 3 minutos e filtrado em papel filtro.
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5.1.1.2 Efeitos da temperatura na formagao de AgNPs

Para determinar a temperatura mais adequada para a formagao de AgNPs a partir
de EA filtrado de C. longa a 1 mg/mL e AgNOs a 1 mM, a sintese foi realizada a 0, 25, 50
e 75°C durante 24 horas. Pode-se observar na foto da figura 17 uma gradacao de
coloragdo de acordo com a temperatura de sintese indicando que este fator é
relevante para a formacao de AgNPs. Entretanto, apenas a sintese realizada a 75°C
apresentou um pico de RPS a 425 nm (Figura 17), referente a presenca de AgNPs em

suspensao. Dessa forma, a temperatura de 75°C foi utilizada para as demaissinteses.

<
2 — AgNPs75°C
g — AgNPs50°C
§ — AgNPs25°C
§ — AgNPs0°C
<

—_—

0.0

T T T
400 500 600 700
Comprimento de onda(nm)

Figura 17: Espectro de absorc¢do de luz visivel das AgNPs a base de C. longa obtidas
apos 24 horas de sintese em diferentes temperaturas: 75°C; 50°C; 25°C e 0°C utilizando
o EA fervido e filtrado (1 mg/mL) e AgNO3 (1 mM). Legenda da foto: AgNPs obtidas a
(1) 75°C; (2) 50°C; (3) 25°C e (4) O°C.

5.1.1.3 Efeitos da concentragao do EA na sintese de AgNPs

A quantidade de agentes redutores presentes no EA pode influenciar o

rendimento da sintese e as caracteristicas das AgNPs. Dessa forma, a sintese foi
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realizada a 75°C durante 24 horas variando a concentragdo final de EA de C. longa a

0,25/0,5/1,0 e 2,0 mg/mL. A concentracgdo final de AgNOs foi mantidaa 1 mM.

Apds o tempo de sintese, as caracteristicas macroscdpicas foram inicialmente
avaliadas. Pode-se observar na foto ilustrada na figura 18 a diferenca de coloracdo das
amostras contendo diferentes concentra¢des de EA (0,25 / 0,5/ 1,0 e 2,0 mg/mL),
passando de um amarelo a um marrom-alaranjado cada vez mais escuro. Portanto,
visualmente ja foi possivel ressaltar que o aumento da concentracdo de EA mostrou

um maior rendimento do processo de sintese.

A analise por espectrometria de luz visivel confirmou essa primeira observagao
(Figura 18). O pico caracteristico da RPS das AgNPs foi observado a 425 nm em todas
as amostras contendo o sal precursor AgNO3z a 1 mM com diferentes concentragdes de
EA. Entretanto, foi possivel notar que, de acordo com o aumento da concentragao de

EA, os picos de RPS apresentaram absorbancias maiores.
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Figura 18: Espectro de absorc¢do de luz visivel das AgNPs obtidas apds 24 horas de
sintese a 75°C com diferentes concentracdes de extrato aquoso (EA) de C. longa,
mantendo fixa a concentracdo de AgNO3 a 1 mM. Legenda da foto: AgNPs obtidas com
(1) 0,25; (2) 0,5; (3) 1,0 e (4) 2,0 mg/mL de EA e (5) o controle AgNOs.

Em termo de caracterizacdo, as amostras sintetizadas com diferentes
concentracdes de EA de C. longa foram analisadas para a determinacdo do diametro
hidrodinamico em numero, do Z-average (didametro hidrodindmico médio em
intensidade), do Pdl e do potencial Zeta. A distribuicdo de subpopulacées de AgNPs em
nUmero estd representada na figura 19. E possivel observar que as AgNPs obtidas com
0,25 e 2,0 mg/mL de EA apresentaram uma populagdo Unica de 105,7 e 141,8 nm,
respectivamente. As AgNPs obtidas com 0,5 e 1 mg/mL de EA apresentaram duas
subpopulacdes de diametro hidrodinamico de 105,7 e 458,7 nm e 105,7 e 220,2 nm,

respectivamente.
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Figura 19: Curvas de distribuicdo de classes de didmetro hidrodindmico em numero
das AgNPs obtidas a partir de concentracdes diferentes de EA de C. longa (0,25 - 0,5 —
1,0 e 2,0 mg/mL).

As informacgdes sobre Z-average, Pdl e potencial Zeta das AgNPs e dos controles
dos extratos foram organizadas na tabela 4. Pode-se observar que as AgNPs obtidas
com 0,25 e 2,0 mg/mL de EA apresentaram caracteristicas similares entre si, e que o
mesmo foi notado para as AgNPs obtidas com 0,5 e 1 mg/mL. Estas duas
concentracgdes intermedidrias de EA levaram a obtencdo de estruturas maiores (700,8
+48,3 e 750,6 + 42,5 nm respectivamente) e polidispersas (Pdl de 0,658 + 0,038 e
0,640 *+ 0,130 respectivamente). Em comparacdo, as concentracdes de 0,25 e 2,0
mg/mL de EA permitiram a formacdo de AgNPs menores (212,9 + 4,5 e 255,2 + 4,6 nm
respectivamente) e moderadamente homogéneas (Pdl de 0,257 + 0,063 e 0,331 +
0,050, respectivamente). As AgNPs obtidas com a concentra¢do de 0,25 mg/mL de EA
apresentaram uma boa estabilidade coloidal de acordo com o potencial Zeta de -31,7
mV. As AgNPs obtidas com as concentrac¢des de 0,5 — 1 e 2 mg/mL de EA apresentaram

uma moderada estabilidade coloidal (Tabela 4).
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Tabela 4: Diametro hidrodinamico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs obtidas a partir de diferentes concentra¢des de EA de C. longa.
Os valores estdo representados como média + desvio padrdao da média das medidas realizadas
em triplicata.

Z-Ave (nm) Pdi Potencial Zeta (mV)
AgNPs 0,25mg/mL 212,9+4,5 0,257 £ 0,063 -31,7+0,8
AgNPs 0,5mg/mL 700,8 £ 48,3 0,658 + 0,038 -29,3+0,2
AgNPs 1,0 mg/mL 750,6 +42,5 0,640 +0,130 -26,5+0,8
AgNPs 2,0 mg/mlL 255,2+4,6 0,331 £ 0,050 -26,7+0,5

5.1.1.4 Efeitos da concentracdo de nitrato de prata (AgNO3)

A maioria dos estudos utilizam a concentracdo padrdo de AgNOs de 1 mM.
Entretanto, o resultado anterior (Figura 18) demonstrou que a sintese utilizando 0,25
mg/mL de EA ndo foi completa apds 24 horas. Para avaliar o efeito da concentracdo de
AgNOs na sintese de AgNPs foi realizada uma incubacgao a 75°C por 24 horas utilizando
a concentrac¢do de EA a 0,25 mg/mL e variando a concentracdo de AgNOs para 0,25 /

0,5e1,0 mM.

Apds o tempo de sintese, foi possivel observar a diferenca de coloracdo de cada
solucdo contendo AgNPs (Figura 20). A reducdo da concentracdo de AgNOsde 1,0 -0,5
e 0,25 mM esta representada pelos tubos 1 — 2 e 3, respectivamente, onde pode-se
observar uma diminuicao de coloracdo. A andlise por espectrometria de luz visivel
confirmou que a reducdo da concentracdao de AgNOs na solucdo reacional resultou em
uma maior formacdo de AgNPs de acordo com o aumento da absorbancia do pico de

RPS.
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Figura 20: Espectro de absorgdo de luz visivel das AgNPs obtidas a partir de 0,25 mg/mL de EA
de C. longa e variando a concentragdo de AgNOs (1,0 — 0,5 e 0,25 mM). A sintese ocorreu a
75°C por 24 horas. Os controles AgNO; (1,0 — 0,5 e 0,25 mM) e EA foram representados.
Legenda da foto: (1) AgNPs (AgNOs 1 mM); (2) AgNPs (AgNOs 0,5 mM); (3) AgNPs (AgNOs 0,25
mM); (4) controle AgNO3 1 mM; (5) controle AgNOs0,5 mM e (6) controle AgNO30,25 mM.

Com relacdo as propriedades fisicoquimicas, as AgNPs obtidas a partir de AgNOs a
0,5 e 1,0 mM apresentaram uma Unica populacdo de 24,36 e 91,28 nm,
respectivamente, e as AgNPs obtidas a partir de AgNOs a 0,25 mM apresentaram duas

subpopulac¢des de 13,54 e 91,28 nm (Figura 21).
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Figura 21: Curvas de distribuicdo de classes de diametro hidrodinamico em ndmero das AgNPs
obtidas a partir de 0,25 mg/mL de EA variando a concentracdo de AgNOs (1 —0,5 e 0,25 mM).
A sintese ocorreu a 75°C por 24 horas.

A tabela 5 agrupa os dados de Z-average, Pdl e potencial Zeta das AgNPs
obtidas com as diferentes concentracdes de AgNOs assim como o controle do extrato.
Pode-se observar que as AgNPs obtidas com 1 mM de AgNOs apresentaram
caracteristicas mais interessantes como um Z-average e um Pdl menores (180,5+ 2,8 e
0,294 + 0,046, respectivamente) e uma maior estabilidade coloidal de acordo com o
valor do potencial Zeta de -32,8 + 0,3 mV. O valor do Z-average das AgNPs tende a
reduzir de acordo com o aumento da concentracdo de AgNOQOs. Entretanto, os valores

do Pdl e do potencial Zeta ndo parecem ser associados a diferenca de concentracdo de

AgNOs (Tabela 5).
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Tabela 5: Diametro hidrodinamico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs obtidas a partir de diferentes concentra¢des de AgNOs (0,25 —
0,5 e 1 mM). Os valores estdo representados como média + desvio padrdo da média das
medidas realizadas em triplicata.

Z-Ave (d-nm) Pdi Potencial Zeta (mV)
AgNPs (AgNO3 1,0 mM) 180,5+2,8 0,294 + 0,046 -32,8+0,3
AgNPs (AgNO3 0,5 mM) 192,7 £ 56,6 0,403 + 0,057 -21,1+2,3
AgNPs (AgNO30,25 mM) | 208,1 35,7 0,394 + 0,033 -29,8+0,8

5.1.1.5 Efeitos da temperatura de armazenamento da C. longa na sintese de AgNPs

O material primdrio de C. longa (tubérculo seco em pd) foi armazenado a
temperatura ambiente (TA) e a -20 °C protegido da luz para determinar a condicdo
mais adequada para preservar as caracteristicas redutoras dos componentes da
amostra. A sintese de AgNPs foi realizada por 24 horas a 75°C apds 30 dias de
armazenamento em cada uma das condig¢des utilizando 1 mg/mL de EA e 1 mM de

AgNO:s.

Pode-se observar na figura 22 (foto) uma pequena diferenca de coloragdo entre o
frasco (1) (amarelo) e o frasco (3) (marrom-alaranjado), representando as AgNPs
obtidas a partir da C. longa armazenada a -20 °C e a TA, respectivamente. O espectro
de absorcdo apresentou um pico caracteristico de RPS a 425 nm de menor intensidade

para as AgNPs obtidas a partir de C. longa previamente congelada (Figura 22).
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Figura 22: Espectro de absorcdo de luz visivel representando a RPS de AgNPs sintetizadas
por 24 horas a 75 °C a partir de p6 de C. longa armazenado a -20°C ou a temperatura
ambiente (T.A.). Os controles da sintese como extrato e AgNOs, assim como os EA
obtidos a partir de C. longa a -20°C e TA foram analisados. Legenda da foto: (1) AgNPs
(C. longa -20°C); (2) C. longa -20°C; (3) AgNPs (C. longa T.A.); (4) C. longa T.A. e (5)
Controle AgNOs.

5.1.1.6 Efeitos da presenga de ar atmosférico

A sintese de AgNPs foi realizada a 75°C por 24 horas a partir de 1 mg/mLde EAe 1
mM de AgNOs. Pode-se observar que o pico referente a RPS das AgNPs foi de maior
intensidade na sintese que foi realizada em tubo de ensaio onde ha presenca de ar
atmosférico. Em contrapartida, a sintese de AgNPs que ocorreu em frasco reator,
hermeticamente fechado, apresentou um pico de absorbancia menor (Figura 23).
Portanto, a presenca de ar atmosférico é primordial para que ocorra a formacdo de

AgNPs.
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Figura 23: Espectro de absorgdo de luz visivel representando a FRP de AgNPs sintetizadas
por 24 horas a 75°C em tubo de ensaio (com presenca de ar atmosférico) e em frasco
reator (sem presenca de ar atmosférico).

Em termo de caracteristicas, o Pdl foi a medida que diferenciou mais as duas
amostras. De fato, as AgNPs sintetizadas em frasco reator apresentaram um Pdl muito
elevado (0,883 + 0,126) em comparacdao com as AgNPs obtidas na presenca de ar
atmosférico (0,331 + 0,050). O valor do potencial Zeta ndo mudou de maneira
expressiva entre as AgNPs. Entretanto, as AgNPs apresentaram um didmetro
hidrodinamico menor quando a sintese ocorreu na presenca de ar atmosférico (Tabela

6).

Tabela 6: Didmetro hidrodindmico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs obtidas em tubos de ensaio (presenga de ar atmosférico) e em
frasco reator (sem presenca de ar atmosférico). Os valores estdo representados como média +
desvio padrdo da média das medidas realizadas em triplicata.

Z-average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
AgNPs - tubo de ensaio 76,3+11,7 0,331 +£0,050 -29,8+3,3
AgNPs — frasco reator 104,7 +13,1 0,883 £+ 0,136 -33,2+2,3
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Em suma, a investigacdo da influéncia dos fatores listados acima (itens 4.1.1.1 a
4.1.1.6) na formulacdo de AgNPs a partir de EA de C. longa permitiu determinar quais
seriam as condi¢cdes mais adequadas para a otimizacdao do rendimento da sintese.
Portanto, as AgNPs empregadas nos experimentos a seguir foram obtidas a partir da
utilizacdo de tubérculo de C. longa armazenado a TA, o EA fervido e filtrado, EA na
concentracdo de 2 mg/mL e AgNOs a 1 mM por 24 horas a 75°C na presenca de ar

atmosférico.

5.1.2 Cinética da sintese de AgNPs

A cinética da sintese de AgNPs foi monitorada durante 48 horas a 75°C com EA a 2
mg/mL e AgNOs3 a 1 mM (Figura 24A). Pode-se observar que a sintese ocorreu de
forma lenta durante as primeiras 9 horas e em seguida, acelerou para estabilizar
aproximadamente 22 horas apds seu inicio. O monitoramento da sintese apds 24 horas
ndo demonstrou um aumento expressivo da absorbancia. Os controles de AgNOs e do

EA ndo resultaram em aumento da absorbancia.
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Figura 24: Curva de cinética da sintese de AgNPs utilizando extrato aquoso filtrado de
C. longa (2,0 mg/mL) e AgNO3 (ImM) a 75°C durante 48 horas (A). Foto: 1- AgNPs; 2-
Extrato e 3- AgNOs apds 24 horas de sintese (B). Espectro de absorcdo de AgNPs apds
0, 6, 12 e 24 horas de sintese a 75°C representando a frequéncia de ressonancia
plasmoénica a 425 nm das AgNPs (C).

No presente trabalho, a analise em ampla faixa de comprimentos de onda (350 —
600 nm) por espectrofotometria de luz visivel foi realizada apés 0, 6, 12 e 24 horas da
sintese (Figura 24C). E possivel observar um pico de absorbancia a 425 nm
caracteristica da presenca de AgNPs em suspensdo apenas no tempo de 24 horas.
Adicionalmente, apds 24 horas, as AgNPs obtidas apresentaram propriedades dpticas
caracteristicas da formacao de AgNPs mostrando mudanca de coloracdao da solugao

reacional que passou de um amarelo claro (cor do extrato) para um marrom-
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alaranjado (Figura 24B). De acordo com os dados apresentados na figura 24, a sintese
das AgNPs obtidas ocorreu de forma lenta e gradual, sugerindo a formacdo de
estruturas mais homogéneas e estdveis. Para avaliar tais caracteristicas, andlises de
diametro hidrodinamico, indice de polidispersao, potencial Zeta e morfologia das

AgNPs a base de C. longa foram realizadas e apresentadas a seguir.

As AgNPs foram submetidas aos processos de secagem por liofilizacdo ou
centrifugacdo (tipo Speed-vac®) para determinar se as amostras mantém as suas
propriedades fisicoquimicas iniciais. Contudo, apds serem ressuspendidas em dagua
ultrapura, as AgNPs ndo preservaram as suas caracteristicas iniciais. Os valores de
diametro hidrodinamico e de Pdl aumentaram. O potencial Zeta manteve-se estavel
(Tabela 7).

Tabela 7: Didmetro hidrodindmico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs secas por liofilizagdo ou centrifugacdo (tipo Speed-vac®) e
ressuspendidas em agua ultra pura.

Z-AVE (nm) PDI Potencial Zeta (mv)
AgNPs iniciais 210,3+57,1 0,319 £+ 0,043 -24,8+2,2
AgNPs secas por liofilizagao 722,8 +43,8 0,680 + 0,050 -21,1+4,7
AgNPs secas por 1862,0 + 548,5 1,0+0 -28,0+3,3
centrifugagao tipo Speed vac®

5.1.3 Associagao das AgNPs a quitosana

Apds o processo de otimizacdo dos parametros de sintese, as AgNPs obtidas e
caracterizadas foram misturadas a uma solucao aquosa de quitosana de baixa massa
molecular para formar as AgNPs associadas a quitosana (CH-AgNPs). O espectro de

absorbancia das amostras esta representado na figura 25. E possivel detectar o pico
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correspondente a RPS da prata reduzida na amostra CH-AgNPs (Figura 25), mas em
menor intensidade de que as AgNPs livres. Este fato estd associado a diluicdo das
AgNPs na solugdo de quitosana. As demais amostras controle ndao apresentaram pico

de absorbéancia.
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S 04 — CH-AgNPs
S — CH-TPP
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Figura 25: Espectro de absorcdo de luz visivel representando a FRP de AgNPs
sintetizadas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de AgNOs por 24 horas a 75
°C e utilizadas para a formacdo de CH-AgNPs. As demais amostras ndao apresentaram
pico de FRP. Legenda da foto: (1) AgNPs; (2) Extrato de C. longa; (3) AgNOs; (4) CH-
AgNPs; (5) CH-TPP e (6) CH-AgNOs.

Ao longo do estudo, as AgNPs e as CH-AgNPs foram analisadas por DLS-Zeta
para determinar o didmetro hidrodindmico, o Pdl e o potencial Zeta. O didmetro
hidrodinamico das AgNPs e das CH-AgNPs foram representados em distribuicdo de
classe em numero, intensidade e volume (Figura 26). As AgNPs apresentaram uma
populacdo unimodal na distribuicdo de classe em nimero e em intensidade de 105,7 e
190,1 nm, respectivamente (Figura 26A). As CH-AgNPs tendem a apresentar duas
populacdes de 78,8 + 9,7 e 122,4 + 8,6 nm com a curva em numero e uma unica

populacdo de 295,3 £ 9,5 nm com a curva em intensidade (Figura 26B).
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Figura 26: Curvas de distribuicio de classes de didametro hidrodindmico em nudmero,
intensidade e volume das AgNPs obtidas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de
AgNOs(A) e das CH-AgNPs (B). A sintese ocorreu a 75°C por 24 horas.

A tabela 8 reagrupa as caracteristicas das AgNPs e CH-AgNPs obtidas por DLS-
Zeta. O Z-average das particulas aumentou com a presenca da quitosana de 210,3 +

57,1 para 328,0 £ 61,6 nm. Os valores de Pdl se mantiveram parecidos, representando
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uma homogeneidade moderada. As AgNPs foram carregadas negativamente. Contudo,
a presenca da quitosana tornou a superficie das particulas positiva devido ao carater

cationico.

Tabela 8: Didmetro hidrodindmico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs e CH-AgNPs. Os valores estdo representados como média +
desvio padrao da média das medidas realizadas em triplicata.

Z-average (nm) Pdl Potencial Zeta (mv)
AgNPs 210,3+57,1 0,319+ 0,043 -24,8+2,2
CH-AgNPs 328,0+ 61,6 0,372 £ 0,059 53,9+3,1

Os controles da sintese de CH-AgNPs, as nanoparticulas de quitosana livres (CH-
TPP) e quitosana com AgNOs (CH-AgNO3s), também foram analisados por DLS-Zeta. As
curvas de distribuicdo de classe dessas amostras foram representadas em numero,
intensidade e volume (Figura 27). Essas curvas representam a média de todos os dados

obtidos por DLS-Zeta ao longo deste trabalho.

As CH-TPP apresentaram uma distribuicdo bimodal de 37,84 + 8,1 e 91,28 +
10,3 nm de acordo com a curva em numero e uma populagao de 220,2 + 10,1 nm
segundo a curva em intensidade (Figura 27A). O controle CH-AgNOs foi ilustrado por
uma Unica populagao de 91,2 £ 11,2 nm e de 220,2 + 9,8 nm nas distribuicdes em

numero e intensidade, respectivamente (Figura 27B).
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Figura 27: Curvas de distribuicdo de classes de didametro hidrodindmico em nimero,
intensidade e volume de CH-TPP (A) e CH-AgNOs (B).

As CH-TPP e as CH-AgNOs apresentaram caracteristicas similares entre si

(Tabela 9).



Tabela 9: Didmetro hidrodindmico médio (Z-average, nm), indice de polidispersdo (Pdl) e
potencial Zeta (mV) das AgNPs e CH-AgNPs. Os valores estdo representados como média +
desvio padrao da média das medidas realizadas em triplicata.

Z-average (nm) Pdl Potencial Zeta (mV)
CH-TPP 215,1+12,9 0,327 £ 0,062 51,9+2,6
CH-AgNO3 219,1+31,0 0,361 + 0,062 52,8+2,1

5.1.4 Aspectos topograficos e morfométricos das AgNPs e das CH-AgNPs

A técnica de MFA é frequentemente utilizada para determinar as caracteristicas
topograficas de superficies de NPMs secas. O seu uso é favorecido pelo fato de
apresentar um preparo rdpido das amostras e uma aquisicdo das imagens dispensada
de aplicacdo de vacuo. As AgNPs diluidas em &agua ultrapura (1:10, v/v) foram
analisadas em modo dindmico-fase. A imagem representativa das AgNPs secas (Figura
28A) mostrou uma populacdao homogénea de particulas amorfas de 23,22 + 9,78 nm de
altura média (Figura 27B). O diametro seco e o formato das CH-AgNPs foram avaliados
por MFA. As CH-AgNPs foram diluidas em agua ultrapura (1:20, v/v) para poder
observar estruturas isoladas. Entretanto, as estruturas analisadas na figura 27
apresentam um tamanho em altura menor (inferior a 10 nm) em comparagdo com o
tamanho das AgNPs de 23,22 £ 9,78 nm de altura analisadas pelo mesmo método
(Figura 28A). A imagem ilustrada na figura 28 apresenta, provavelmente, apenas a
quitosana livre e nanoestruturada sem AgNPs devido ao tamanho observado. Ndo foi
possivel observar as AgNPs devido a diluicdo da amostra necessaria para ver as

nanoestruturas isoladas.
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Figura 28: Imagem topografica obtida por microscopia de forca atdbmica (MFA) em
modo fase das AgNPs sintetizadas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de
AgNOs3(A) e das CH-AgNPs a base de C. longa diluidas em agua ultrapura (1:20, v/v) (B).
Diagrama de faixa de distribuicdo de tamanho das AgNPs (C) observadas por MFA.

A técnica de MET é amplamente empregada na literatura para determinar o
didmetro seco e o formato de nanoestruturas. As AgNPs foram preparadas de forma
simples e rapida, em uma Unica etapa de diluicdo em agua ultrapura (1:10, v/v). A
partir da figura 29A, é possivel observar uma populacdo homogénea de AgNPs
esféricas com didmetro médio de 18,78 + 5,50 nm. Os dados observados na analise
por MFA para as amostras de CH-AgNPs foram confirmados pelas imagens obtidas pelo

MET. As imagens obtidas estdo representadas nas figuras 29C e 29D onde é possivel
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observar poucas AgNPs e varias nanoestruturas de quitosana sem AgNPs. Pode-se
notar uma eletrodensidade maior ao redor destas AgNPs, sugerindo que a quitosana

(catidnica) pode estar recobrindo as AgNPs negativamente carregadas.
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Figura 29: Imagens de microscopia eletrénica de transmissdao (MET) de nanoparticulas
de prata (AgNPs) sintetizadas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de AgNOs
no aumento de 250 kV (A) e 500 kV (B) e imagens das CH-AgNPs obtidas a partir das
AgNPs no aumento de 120 kV (C) e 250 kV (D). Diagrama de frequéncia dos didmetros
das AgNPs observadas por MET (E).
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As imagens de CH-TPP e CH-AgNOs obtidas pelo MET apresentaram estruturas
esféricas de aproximadamente 20 nm (Figura 30). Essas estruturas foram semelhantes
as estruturas observadas na amostra CH-AgNPs, com excecdo das AgNPs livres (Figura
30A — seta amarela e 30B). Pode-se observar que ha presenca de material livre
correspondendo, provavelmente, a quitosana que ndo foi nanoestruturada (Figura 30A

— seta vermelha e 30B).

Figura 30: Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de CH-TPP no
aumento de 100 kV (A) e CH-AgNOs3 no aumento de 80 kV (B).

5.2 ESTABILIDADE DAS NANOESTRUTURAS

As AgNPs, CH-AgNPs e CH-TPP obtidas apds sintese foram armazenadas a 4°C e a
temperatura ambiente (TA), protegidas da luz. A estabilidade dessas amostras foi
avaliada por DLS-Zeta, registrando o diametro hidrodinamico em nimero, o Z-average,
o PDI e o potencial Zeta, em intervalos ao longo de 30 dias. Inicialmente, as amostras
foram armazenadas também a -20°C. Entretanto, foi observado que as estruturas

precipitaram e ndo mantiveram suas caracteristicas iniciais nesta condi¢ao (dados nado
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mostrados). Todos os resultados de estabilidade a seguir representam uma compilagdo

do todas as sinteses realizadas.

5.2.1 AgNPs

As AgNPs armazenadas a 4°C apresentaram uma populacdo de 105,7 nmno diale
uma populagao de 91,28 nm apds 7, 15 e 30 dias. Observando os dados da distribuigdo
em numero na figura 31A, é possivel detectar a tendéncia de formacdo de uma
segunda subpopulacdo de 28,21 nm apdés 7 dias. Contudo, a presenca de outra
subpopulacdo de 50,75 nm e 43,82 nm foi evidente apdés 15 e 30 dias,
respectivamente. As AgNPs mantidas a TA apresentaram uma populac¢do de 105,7 nm
no dia 1 e apds 7 e 30 dias. Apds 15 dias, a Unica populagao existente tende a se dividir

em duas subpopulagbes de 78,82 e 122,4 nm (Figura 31B).
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Figura 31: Curvas de distribuicdo de classes de didametro hidrodindmico em numero das
AgNPs obtidas a partir de 2 mg/mL de EA 1 mM de AgNO; de acordo com o tempo de
armazenamento (1—7—15e 30 dias) a4°C (A) e T.A. (B).

Os valores de Z-average, Pdl e potencial Zeta das AgNPs armazenadas a 4°C ndo
apresentaram diferenca significativa apds os 30 dias de monitoramento. Contudo, é
possivel observar um discreto aumento do valor do Z-average ao longo do tempo que
passou de 210,3 + 57,1 (Dia 1) a 268,9 + 54,8 nm apds 30 dias (Figura 31A). O PdI
permaneceu estavel com os valores de 0,319 + 0,043 no dia 0; 0,138 £ 0,056 apds 7

dias; 0,319 + 0,057 apds 15 dias e 0,403 + 0,056 apds 30 dias. As AgNPs a 4°C
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apresentaram um potencial Zeta estavel de -23,98 + 2,3 no dia 0; -23,7 £ 1,9 apds 7
dias; -23,1 + 2,4 ap6s 15 dias e -22,4 + 4,6 apds 30 dias (Figura 32A).

As AgNPs armazenadas a TA ndao possuiram uma estabilidade similar a das
AgNPs guardadas a 4°C. De fato, apesar de apresentar uma boa estabilidade do
diametro hidrodinamico em numero (Figura 31B), as estruturas demonstraram um
aumento significativo do Z-average e do Pdl ao longo dos dias (Figura 32B). Os valores
de Z-average passaram de 210,3 + 57,1 a 488,6 + 57,6 nm apdés 1 e 30 dias,
respectivamente. O aumento estd provavelmente associado a agregacao das proprias
AgNPs ou a agregacdo de material do extrato e/ou ions livres. Os valores de Pdl,
consequentemente, aumentaram também de 0,319 + 0,043 a 0,681 + 0,069 apds 1 e
30 dias (Figura 32B). Contudo, as AgNPs mantiveram valores de potencial Zeta estaveis

de-23,9+2,3e-25,6 +4,3 mV, respectivamente (Figura33).
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Figura 32: Grafico representando da distribuicdo de Z-Average (nm) (nm) e indice de
polidispersdo (Pdl) das AgNPs obtidas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de AgNO3
de acordo com o tempo de armazenamento (1- 7 — 15 e 30 dias) a 4°C (A) e T.A. (B). Teste
ANOVA e post test Bonferroni, *** diferenca significativa de Z-average e Pdl do dia 30 em
comparac¢do com o dia 1 (P < 0,0001).
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Figura 33: Potencial Zeta (mV) das AgNPs obtidas a partir de 2 mg/mL de EA de C. longa e 1
mM de AgNOs de acordo com o tempo de armazenamento (1 -7 — 15 e 30 dias) a4°Ce T.A.

5.2.2 CH-AgNPs

Ndo houve diferenca significativa nos valores de Z-average, Pdl e potencial Zeta
das CH-AgNPs armazenadas a 4°C e TA (Figuras 34 — 36). Os valores de Z-average das
CH-AgNPs a 4°C e TA variaram de 328,0+ 61,6 a 346,1 + 32,2 nm e 328,0 + 61,6 a 253,8
+ 80,8 nm apds dia 1 e 30, respectivamente. E possivel detectar uma discreta
diminuicdo do Z-average das CH-AgNPs a TA apés 30 dias. As CH-AgNPs apresentaram
um potencial Zeta estavel ao longo dos dias nas duas condi¢des de armazenamento

(Figura 36).
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Figura 34: Curvas de distribuicdo de classes de diametro hidrodindmico em nimero das CH-
AgNPs obtidas a partir das AgNPs livres e solucdo de quitosana de acordo com o tempo de
armazenamento (1 -7 —15 e 30 dias) a 4°C (A) e T.A. (B).
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Figura 35: Grafico representando a distribuicdo de Z-Average (nm) e Pdl das CH-AgNPs
obtidas a partir de AgNPs sintetizadas com 2 mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de AgNOs; de
acordo com o tempo de armazenamento (1 —7 — 15 e 30 dias) a 4°C (A) e T.A. (B).
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Figura 36: Potencial Zeta (mV) das CH-AgNPs obtidas a partir de AgNPs sintetizadas com 2
mg/mL de EA de C. longa e 1 mM de AgNOs de acordo com o tempo de armazenamento (1— 7

—15e30dias)a4°CeT.A.
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5.2.3 CH-TPP

As CH-TPP a 4°C e TA apresentaram uma evolu¢do similar do diametro
hidrodinamico ilustrado na figura 37. Contudo, o fendbmeno parece ser mais claro
guando as amostras sdao armazenadas a 4°C. Pode-se observar que nos dias 1 —7 e 15,
as CH-TPP demonstraram duas populagdes de aproximadamente 37,8 + 8,1 e 105,7
14,6 nm. Apds o dia 30, a distribuicdo se tornou unimodal, e apenas uma populagao de
78,8 £ 14,4 nm foi observada (Figura 37A). A mesma tendéncia ocorreu para as CH-TPP
armazenadas a TA. Entretanto, a amostra apresentou a presenga de 4 subpopulacdes
apos 15 dias de armazenamento a TA, e foi possivel observar um pico mais largo no dia
30, sugerindo a formacgdo de uma nova popula¢do de particulas em comparagdo com a

amostra armazenada a 4°C (Figura 37B).

Ao observar a figura 37, pode-se observar que as CH-TPP foram estdveis a 4°C e
nao apresentaram diferenca significativa entre os tempos de analises (Figura 38A). Em
comparacao, as CH-TPP armazenadas a TA apresentaram um aumento significativo do
tamanho apéds 30 dias (Figura 38B). O Pdl e o potencial Zeta ndo sofreu alteracdo ao
longo do tempo de monitoramento em nenhuma das duas condigdes de

armazenamento (Figuras 38 — 39).
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Figura 37: Curvas de distribuicdo de classes de diametro hidrodindmico em nimero das CH-
TPP obtidas a partir da solugdo de quitosana e de acido tripolifosfato de sddio (TPP) de acordo
com o tempo de armazenamento (1 —7 — 15 e 30 dias) a 4°C (A) e T.A. (B).
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Figura 38: Grafico representando a distribuigdo de Z-AVE (nm) e Pdl das CH-TPP de acordo
com o tempo de armazenamento (1 — 7 — 15 e 30 dias) a 4°C (A) e T.A. (B). Teste ANOVA, post
teste Bonferroni, *** diferenca significativa de Z-average do dia 30 em comparacdo com o dia

0 (P <0,0001).
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Figura 39: O potencial Zeta (mV) das CH-TPP de acordo com o tempo de armazenamento (1 —
7-15e30dias)a4°CeT.A.
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5.2.4 CH-AgNO3

A estabilidade das AgNOs foi monitorada ao longo de 30 dias armazenadas a
4°C. As curvas de distribuicdo do didmetro hidrodindmico apresentam uma Unica
populacdo de 91,2 + 11,2 nm no dia 1. Essa populacdo se mantém ao longo dos dias,
mas a amostra tende a formar uma segunda populacdo de particulas menores apds os
7 dias de monitoramento (Figura 40A). Os valores de Z-average, Pdl e potencial Zeta

ndo apresentaram diferenca significativa entre os dias de andlise (Figuras 40B -C).
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Figura 40: Estabilidade das CH-AgNOs ao longo de 30 dias armazenadas a 4°C. Curvas de
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e Pdl (B) e potencial Zeta (mV) (C).
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5.3 AVALIACAO DA PROPRIEDADES MOLECULARES DAS ESTRUTURAS
5.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As AgNPs e o EA de C. longa foram analisados por FTIR a fim de investigar a
presenga ou auséncia de alguns grupos funcionais possivelmente envolvidos na
formacao das AgNPs (Figura 41). As amostras contendo quitosana também foram

analisadas (Figura 42). Os espectros foram normalizados para facilitar a visualizagao

comparativa de cada um.
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Figura 41: Espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR) das AgNPs sintetizadas com o EA de C. longa e dos controles extrato
de C. longa e AgNOs.

Os espectros de FTIR das AgNPs e do extrato de C. longa estdo mostrados na
figura 41. Pode-se observar a grande semelhanca entre as duas amostras. Ambas

apresentaram bandas principais de intensidade similar a 3370, 2930, 1643 e 1030 cm™.
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Figura 42: Espectros obtidos por espectroscopia de infravermelho com transformada

de Fourier (FTIR) das CH-AgNPs e

CH-TPP.

As amostras CH-AgNPs e CH-TPP estdo ilustradas na figura 42. Os dois espectros

sdo muito parecidos entre si. Uma Unica banda apresentou-se consistente para

diferenciar os dois espectros. Dessa forma, a regido dos espectros de 2000 a 500 cm™

foi destacada (Figura 42). De fato, uma banda foi observada apenas no espectro das

CH-AgNPs a 1384 cm™.

A tabela 10 reagrupa os modos de vibra¢des dos grupamentos observados nas

figuras 41 e 42.
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Tabela 10: Modo de vibragdao das amostras AgNPs e extrato analisadas por FTIR.

MODO DE VIBRACAO FREQUENCIA IR (cm™) REFERENCIAS
Estiramento OH 3370 Shameli et al, 2014
Estiramento C-H 2930 Shameli et al, 2014
Estiramento C=0 1643 Lietal, 2011
Estiramento C-O 1311 Shameli et al, 2014

Estiramento C-O-H 1030 Lietal, 2011
Estiramento N-O de NO; 1384 Santos et al, 2005
Estiramento N=0O de NO3 830 Santos et al, 2005

5.3.2 Espectroscopia de massa MALDI/TOF

Os espectros obtidos das AgNPs e dos controles AgNOs e extrato estdo
ilustrados na figura 43. As amostras CH-AgNPs, CH-TPP e CH-AgNOs apresentaram
apenas picos referentes a matriz e dessa forma, nao foram representados. Na figura
43, é possivel observar varios picos semelhantes em todas as amostras. Ja se sabe que
esses picos correspondem a matriz: m/z 172,0; 190,1; 212,1; 234,1; 250,1; 295,2;
335,2; 379,1; 417,1 e 665,8. Entretanto, é possivel ressaltar a presenca de dois picos a

m/z 485,0 e 487,0 na amostra de AgNPs.
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Figura 43: Espectros obtidos por espectroscopia de massa MALDI-TOF das AgNPs _a
base de C. longa e dos controles extrato e AgNOs. Picos correspondentes da matriz:
m/z 172,0; 190,1; 212,1; 234,1; 250,1; 295,2; 335,2; 379,1; 417,1 e 665,8. A seta
vermelha corresponde aos picos de m/z 485,0 e 487,0 observado apenas no espectro
de AgNPs.

5.4 ENSAIOS BIOLOGICOS EM CELULAS EUCARIOTICAS

5.4.1 Determinacgao da Viabilidade Celular - MTT

As células da linhagem A431 foram tratadas com AgNPs, CH-AgNPs e os seus
respectivos controles nas concentragdes de 20 — 40 — 50 — 60 e 80 uM, considerando a
concentracdo inicial de AgNOs (de 1 mM). O controle com agua ultrapura representou
100 % de viabilidade celular. Apds 24 horas de exposicdo, foi possivel observar a
atividade dose-dependente das AgNPs e das CH-AgNPs (Figura 44). A acdo citotoxica
dessas duas amostras foi muito similar entre si com valor de viabilidade celular de 50,1

+ 12,8e 57,8 + 24,3%, respectivamente, na concentracdo intermediaria de 50 pM.
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Esses valores foram significativamente diferentes em comparagao com o controle com
agua ultrapura. As AgNOs; e CH-AgNOs foram os dois tratamentos mais agressivos,
apresentando uma atividade parecida entre si com valores da viabilidade celular
inferiores a 10% a partir da concentracao de 40 uM. Nao houve diferenga significativa
entre esses valores. As células expostas as CH-TPP apresentaram uma diminui¢do
significativa da viabilidade celular de até 20% a 60 uM. O extrato e o EA fresco
representados na figura 44 correspondem ao controle da sintese (extrato que passou
24 horas a 75°C) e ao extrato estoque armazenado a 4°C, respectivamente. Pode-se
observar que houve uma diferenca significativa da atividade citotdxica entre essas
duas amostras. O extrato controle da sintese ndo apresentou atividade dose-
dependente, mantendo a viabilidade celular de 90%. Em paralelo, o EA fresco

demonstrou uma atividade dose-dependente.
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Figura 44: Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de carcinoma epidermoide (A431)
expostas a diferentes concentra¢des de AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP, CH-AgNQs, AgNOs, extrato
e EA fresco, equivalentes a concentragdo de AgNOs, por 24 horas. O controle com agua (H,0)
foi realizado. Representacdo da média + desvio padrdo da média de 10 experimentos
independentes. Teste ANOVA e post-teste Bonferroni, diferenca significativa em comparagao
com o controle H,0O: * P <0,05; ** P < 0,001 e *** P <0,0001.
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Os diferentes tratamentos foram avaliados também em linhagem de
gueratindcitos normais (HaCAT) para determinar a especificidade da atividade em
células tumorais. Entretanto, de acordo com a figura 45, pode-se observar que as
AgNPs e as CH-AgNPs foram mais citotoxicas em células sauddveis. Essa diferenca é
principalmente visivel na concentracdo de 50 uM que reduziu em torno de 50% da
viabilidade celular das células cancerigenas contra quase 90% em células saudaveis. As
amostras AgNOs3 e CH-AgNOs apresentam uma expressiva citotoxicidade compardvel
com a atividade observada em células de CE (A431). As CH-TPP ndo demonstraram
atividade significativa contra as células HaCAT e o extrato e EA fresco apresentaram

atividade similar entre si (Figura 45).
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Figura 45: Ensaio de viabilidade celular (MTT) em células de queratindcitos (HaCAT) expostas
a diferentes concentra¢gdes de AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP, CH-AgNOs;, AgNOs, extrato e EA
fresco, equivalentes a concentracdo de AgNOs, por 24 horas. O controle com agua (H,0) foi
realizado. Representacdo da média * desvio padrdo da média de 10 experimentos
independentes. Teste ANOVA e post-teste Bonferroni, diferenca significativa em comparagao
com o controle H,0: * P<0,5 e *** P <0,0001.

Nao foi observada diferencga significativa da atividade citotéxica em células de
CE (A431) e queratinécitos (HaCAT) apds 72 horas de exposicdo aos diferentes

tratamentos (dado ndo mostrado).
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5.4.2 Avaliagao da integridade de membrana e proliferagao celular

O ensaio de azul de tripan foi utilizado para investigar os efeitos das AgNPs, CH-
AgNPs, CH-TPP e AgNOs, na concentragao de 50 uM, na integridade de membrana
plasmatica e na proliferacdao celular das células de CE (A431) apds 24 horas de
exposicdo. A dgua ultrapura (H20), o paclitaxel (PTX) e perdxido de hidrogénio (H20>)
foram empregados como controles.

O grupo controle H,O apresentou 96,9 + 14,0% de células com membrana
plasmatica integra e 3,0 £ 1,7% de células com membrana lesionada. O grupo
paclitaxel (PTX) apresentou 21,3 + 1,0% de células com membrana lesionada, mas a
diferenca com o controle nao foi significativa. O perdxido de hidrogénio (H20:) e o
AgNOs apresentaram 100% de lesdo de membrana. Apds a exposicao as AgNPs e CH-
AgNPs pode-se observar que 53,4 + 11,7% e 43,4 + 2,7% das células sofreram lesdo de
membrana, respectivamente. As CH-TPP ndo induziram alteracdes na integridade da
membrana plasmatica das células A431 (Figura 46), embora, foi possivel observar
atividade citotdxica por meio do ensaio de viabilidade celular nesta concentracdo

(Figura 44).
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Figura 46: Porcentagem de células de Carcinoma epidermoide com e sem lesdo de
membrana plasmatica apds exposi¢do por 24 horas as AgNPs, CH-AgNPs a 50 uM e aos
controles Paclitaxel (PTX) a 50 nM, perdxido de hidrogénio (H,02) a 29,4 uM e agua
ultra pura (H20). Teste ANOVA, post-teste Bonferroni: membrana intacta (#: P <
0,0001) e membrana lesionada (*: P < 0,5; **: P < 0,001 e ***: P <0,0001)

O ensaio de azul de tripan permitiu também determinar se os diferentes
tratamentos possuiam um efeito na proliferacdo celular apds 24 horas de exposicao.
De acordo com a figura 47, todos os tratamentos, na excecdo da CH-TPP, induziram
uma redugdo significativa dos numeros totais de células em comparagao com o

controle H;0. As AgNPs e CH-AgNPs ndo apresentaram efeito significativamente

diferente entre si.
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Figura 47: Avaliagdao por Azul de tripan do numero total de células de carcinoma
epidermoide apds exposicdo por 24 horas as AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP e AgNOs a 50
UM e os controles Paclitaxel (PTX) a 50 nM, peréxido de hidrogénio (H20;) a 29,4 uM e
agua ultra pura (H20). Contagem das células em camara de Neubauer. Diferenca
significativa quando comparado com o H,O (**: P< 0,001 e ***: P<0,0001).
5.4.3 Avaliagao da morfologia das células por microscopia com contraste de fase

A morfologia das células foi avaliada logo apds o tratamento e depois das 24
horas de exposicao em microscépio invertido com contraste de fase. A agua ultrapura
foi utilizada como controle. A figura 48 ilustra as imagens obtidas por microscopia no
aumento de 200 x. Nao foi possivel observar modificacdao nitida na morfologia das
células apds exposicdo as AgNPs e CH-AgNPs em comparac¢dao com o controle com H;O.
Entretanto, foi observado um aumento do ndmero de células isoladas apds 24 horas
de exposicao as estas amostras. Além disso, as imagens das células tratadas com CH-
AgNPs apresentam um precipitado (seta vermelha) correspondente a prépria

qguitosana em excesso (Figura 48). As células tratadas com AgNQOs apresentaram uma

mudanca drastica de morfologia logo apds a exposicado (seta azul - Figura48).
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CH-AgNPs

Figura 48: Imagens de microscopia com contraste de fase das células de Carcinoma
epidermoide (A431) logo apds o tratamento (Oh) e depois 24 horas de exposi¢do ao
controle H,O, as AgNPs, CH-AgNPs e ao AgNOs na concentracdo de 50 uM. Setas
vermelhas: quitosana precipitada; setas azuis: células lesionadas apds exposicdao ao
AgNOs. Barra de escala = 100 um.

5.4.4 Citometria de fluxo (FACS)

A técnica de Citometria de fluxo foi empregada para determinar os mecanismos
de acdo das amostras testadas em linhagem de CE— A431. Além desses dados, o
método permite determinar a morfologia das células de acordo com o tamanho (FSC-
H) e a granulosidade (SSC-H) (Figura 49). Os Dot plot ilustrados na figura 48
representam a morfologia das células apds tratamento por AgNPs (Figura 49B), CH-
AgNPs (Figura 49C), AgNOs (Figura 49D) e CH-TPP (Figura 49E). As células do grupo
controle foram utilizadas como referéncia para dividir os Dot plot em quatro
guadrantes.

As fotomicrografias representadas na figura 48 ndao mostraram uma nitida

mudanca da morfologia celular apés 24 horas de exposi¢cdo as AgNPs e CH-AgNPs em

100




relagao ao controle. Entretanto, por analise no FACS pode-se observar que as células
expostas as AgNPs e CH-AgNPs tenderam a diminuir de tamanho (FSC) e reduzir sua
granulosidade (SSC), em comparagao com o controle (Figura 49). A exposi¢do a solugao
de AgNOs diminuiu drasticamente o tamanho das células, confirmando os resultados

de avaliagao da morfologia por microscopia invertida (Figura48D).
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Figura 49: Avaliagao de parametros morfolégicos da suspensao de células da linhagem
de Carcinoma epidermoide (A431) por Citometria de fluxo apds 24 horas de
tratamento com AgNPs (B), AgNOs (C) e CH-AgNPs (D) na concentracdo de 50 puM.
Grupo controle (A). Legenda: FSC —tamanho; SSC- granulosidade.
5.4.4.1 Fragmentagao de DNA e ciclo celular

As células de CE (A431) foram expostas as AgNPs, CH-AgNPs e AgNOs na
concentracdo de 50 uM. Apds 24 horas, foi possivel observar um aumento significativo
de proporg¢ao de DNA fragmentado em comparagdo com o grupo controle em torno de
30 para as células expostas as AgNPs e CH-AgNPs, e 90% para o AgNOs. A exposicao as

CH-TPP na concentracdo de 50 uM apresentou o mesmo perfil que o controle (Figura

50).
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Figura 50: Avaliacao da fragmentacdo de DNA por Citometria de fluxo apds 24 horas de
exposicdo as AgNPs, CH-AgNPs, AgNOs e CH-TPP a 50 uM em linhagem de Carcinoma
epidermoide (A431). Teste ANOVA e pds-teste Bonferroni, diferenca significativa

guando comparado com o grupo controle (***: DNA integro e #: DNA fragmentado
(P<0,0001)).

De acordo com a figura 51, é possivel observar que as AgNPs e CH-TPP nado
modificaram de forma significativa o perfil do ciclo celular. Entretanto, o nimero de
células expostas as CH-AgNPs diminuiu na fase G2 (10%) para aumentar na fase G1
(15%) de forma significativa em comparacdo com o grupo controle. O aumento de 15%
das células na fase G1 também foi observado apds a exposicdo ao AgNOs, contudo,

houve diminuicdo do niumero de células na fase S também de 15%. (Figura 51).
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Figura 51: Avaliacdo do ciclo celular por Citometria de fluxo apds 24 horas de
exposicdo as AgNPs, CH-AgNPs, AgNOs; e CH-TPP na concentracdo de 50 uM em
linhagem de carcinoma epidermoide (A431). Test ANOVA e post-teste Bonferroni,
diferenca significativa quando comparado com o grupo controle (*: P <0,05).

5.4.4.2 Potencial de membrana mitocondrial (Aym)

As células de CE (A431) foram expostas por 24 horas as AgNPs, CH-AgNPs,
AgNOs e CH-TPP na concentracdo de 50 uM. A partir da figura 52, é possivel
determinar se houve modificacdo do Aym observando o deslocamento das curvas
referentes aos diferentes tratamentos AgNPs, AgNOs, CH-AgNPs e CH-TPP em
comparagdao com a curva controle representada pela cor preta (Figuras 52 A-B-C-D). A
maioria das células expostas as AgNPs ndo apresentaram mudanca de Agm.
Entretanto, é possivel notar que uma pequena proporc¢ao das células foi representada
pelo deslocamento da curva vermelha em compara¢dao com a curva preta, referente ao
controle (Figura 52A). Esse deslocamento para direita da curva corresponde ao

aumento do AYm. A exposicao das células ao AgNOs3 e as CH-AgNPs resultou em um
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aumento significante do Am (Figura 52B-C). As CH-TPP ndo apresentaram atividade

significativa no Aym apds 24 horas de exposicao (Figura 52D).
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Figura 52: Potencial de membrana mitocondrial (Aym) avaliado por Citometria de fluxo apds
24 horas de exposi¢do das células de Carcinoma epidermoide (A431) as AgNPs (A), AgNOs (B),
CH-AgNPs (C) e CH-TPP (D) na concentra¢do de 50 uM. Representacdo do AYm a partir da
média geométrica apds os diferentes tratamentos (E). Test ANOVA e post-teste Bonferroni,
diferenca significativa em comparagdo com o grupo controle (*: P<0,001 e **: P <0,0001).
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A figura 52E corresponde a outra representagao da influéncia dos tratamentos
no Aym utilizando-se a média geométrica. Pode-se observar que a exposi¢cdo ao
AgNOs e as CH-AgNPs aumentou de forma significativa o valor da média geométrica
em aproximadamente 47%, correspondendo ao aumento do Aym. As AgNPs
apresentaram também um aumento do valor da média geométrica de forma
significante em torno de 24%, entretanto, nao tanto quanto as CH-AgNPs e AgNOs. As
CH-TPP ndo apresentaram atividade significativa no Am. Esses dados confirmam os

resultados observados na figura 52A—-B—-CeD.

5.4.4.3 Exposicao de fosfatidilserina

Apds 24 horas de exposicdo as AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP e AgNOs, as células
foram marcadas por Anexina-V e Pl e analisadas por citometria de fluxo. O ajuste dos
parametros do equipamento para a deteccdo adequada dos dois marcadores foi
realizado utilizando células marcadas apenas com Anexina-V (Figura 53A) e células
marcadas apenas com Pl (Figura 53B) apds o tratamento com o perdxido de hidrogénio
(H202) por 24 horas. A deteccdo da marcacao por Anexina-V é representada pelo eixo X
(FTIC-A) e a deteccdo do PI corresponde ao eixo Y (Propidium lodide—A). Cada Dot plot
estd dividido em quatro quadrantes. O quadrante 1 (Q1) representa as células
marcadas apenas com o Pl; o Q2 representa as células marcadas com o Pl e com a
Anexina-V; o Q3 representa as células marcadas apenas com a Anexina-V e o Q4
representa as células ndo marcadas (Figura 53). Essa divisdo foi utilizada como padrao

para determinar a marcagdo das células apds os diferentes tratamentos (Figura 54).
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Figura 53: Dot plot dos ajustes dos parametros para a detec¢dao dos marcadores apds o
tratamento das células de Carcinoma epidermoide (A431) com perdxido de hidrogénio
(H202) e a marcacao apenas com Anexina-V (A) e apenas com lodeto de propideo (PI)

(B).

O Paclitaxel (PTX), um antimicrotubulo associado a morte celular por apoptose,
e o perdxido de hidrogénio (H202), um agente oxidante ligado a morte celular por
necrose, foram utilizados como tratamentos controles positivos do ensaio. A maioria
das células expostas ao PTX ndo apresentaram marcacao (1) e é possivel observar uma
populacdo de células marcadas principalmente por Anexina-V (2). Em paralelo, a
maioria das células expostas ao H,0, apresentaram uma dupla marcagdao Anexina-V e

PI (Figura 54A e B).
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Figura 54: Dot plot da avaliacido de morte celular das células de Carcinoma
epidermoide-A431 marcadas com Anexina-V e lodeto de propideo (Pl) apods
tratamento com Paclitaxel (PTX) (A) e perdxido de hidrogénio (H203)(B).

O grupo controle com &gua ultrapura, como esperado, ndao apresentou
marcacao e serviu como referéncia para analisar os demais tratamentos (Figura 55A).
As células expostas as AgNPs foram marcadas tanto por Anexina-V quanto por PI. E
possivel notar a presenca de trés populacdes de células. A (1) permaneceu ndo
marcada representando as células vidveis, a (2) apresentou marcacao por Anexina-V e
Pl, referentes as células em fase inicial de apoptose, e a (3) foi marcada por Anexina-V
e PI. Entretanto, é possivel observar que a marcacdo por Pl foi maior em comparacao
com a populacdo (2), o que pode sugerir que as células se encontram em fase de
apoptose tardia ou em necrose (Figura 55B — setas vermelhas). As células tratadas por
CH-AgNPs apresentaram duas populacdes; a (1) foi marcada apenas por Anexina-Ve a
(2) marcada por ambos marcadores. A presenca de células vidveis ndo marcadas é
muito menor em comparacdo com o tratamento com AgNPs (Figura 55C — setas
vermelhas). A maioria das células expostas ao AgNOs foram marcadas principalmente

por ambos marcadores (Figura 55D — seta vermelha).
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Figura 55 Dot plot da avaliagdo de morte celular de células Carcinoma epidermoide-
A431 através da marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de propideo (PI), por
Citometria de fluxo apds 24 horas de exposicdo ao controle com H,O (A), AgNPs (B),
CH-AgNPs (C) e AgNO3 (D) na concentracdo de 50 uM.

A influéncia das CH-TPP no processo de morte celular foi avaliada em um
experimento independente com o préprio controle com agua ultrapura e os préprios
ajustes dos parametros de marcacdao por Anexina-V e Pl. Dessa forma, o resultado foi
apresentado separadamente na figura 56. E possivel notar que a exposi¢do as CH-TPP
ndo levou a deteccao de nenhum dos dois marcadores, sugerindo que o tratamento

ndo levou a morte celular apds 24 horas.
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Figura 56: Dot plot da avaliagdo de morte celular de células Carcinoma epidermoide-
A431 através da marcacdo com Anexina V-FITC e lodeto de propideo (Pl), por
Citometria de fluxo apds 24 horas de exposicdo ao controle com H,O (A) e CH-TPP (B)
na concentrag¢ao de 50 uM.

Cada um dos graficos ilustrados na figura 57 representa um dos quadrantes dos
Dot plot expostos nas figuras 55 e 56. E possivel notar que houve um aumento
significativo de mais de 100% da marcacdo de Pl para as células tratadas com AgNPs,
CH-AgNPs, CH-TPP e os controles positivos PTX e H,O; (Figuras 57A). A deteccdo de
células duplamente marcadas aumentou de forma significativa de 44% apds exposicao
as AgNPs, CH-AgNPs, de 87% apds exposicdo ao AgNOs e de 22 e 80 % apds tratamento
com os controles positivos PTX e H;0,, respectivamente (Figuras 57B). A marcac¢do por
Anexina-V aumentou com o tratamento por AgNPs (20%), CH-AgNPs (51%) e PTX (37%)
(Figuras 57C). Apenas o tratamento por CH-TPP ndo reduziu de forma significativa a

guantidade de células viaveis ndo marcadas (Figuras 57D).
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Figura 57: Avaliagao da morte celular em linhagem de Carcinoma epidermoide-A431
através da marcacdao com Anexina V-FITC e lodeto de propideo (IP), por Citometria de
fluxo apds exposicao as AgNPs, CH-AgNPs, AgNOs e CH-TPP na concentragdo de 50 uM.
Marcacgao positiva por Anexina-V: A+; marcagao negativa por Anexina-V: A-; marcagao
positivo por lodeto de propideo: Pl+ e marca¢ao negativo por Pl: Pl-. Os graficos
representam cada quadrante: Q1-células mortas (A-, Pl+) (A); Q2-células em estégio de
apoptose tardia (A+, Pl+) (B); Q3-células em estagios iniciais de apoptose (A+, PI-) (C) e
Q4-células ndo apoptadticas ou viaveis (A-, PI-) (D). A agua ultrapura (H20), o Paclitaxel
(PTX) e o perdxido de hidrogénio (H20;) foram utilizados como controles. Diferenga
significativa quando comparado com controle (***: P<0,0001).

Os resultados dos ensaios bioldgicos em células de CE (A431) apds 24 horas de

exposicdo as AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP e AgNOs foram compilados na tabela 11.
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Tabela 11: Compilacdo dos resultados dos ensaios bioldgicos em células de Carcinoma
epidermoide (A431) apds 24 horas de exposicdo as AgNPs, CH-AgNPs, CH-TPP e AgNOs
a 50 uM. NA: n3o alterado (em comparacao com controle).

H.O AgNPs CH-AgNPs CH-TPP AgNO;
Viabilidade celular - o Dose Dose o o
MTT 100% dependente dependente >80% <19,1%
Lesdao de membrana 3,0% 53,4% 43,4% 0,5% 100%
. ~ Considerado Diminuigdo  Diminuigdo Diminuicdo
Prolif lul NA
roliieragac cellar | omo 100%  de 57,5% de 36% de 56,7%
Fragmentagao de DNA 3,0% 34,6% 34,0% NA 95,6%
G1: 46% G1:52% G1:61,3% G1:58% G1:63%
Ciclo celular S:26% S:22% S:19% S:21% S:13%
G2:28% G2: 25% G2:20,7% G2:20% G2:23%
Potencial de
membrana Normal Aumentado Aumentado NA Aumentado
mitocondrial
Marcagao por Pl 0,5% 1,8% 2,1% NA 8,1%
Marcacao F:;xr Anexina- 4,3% 20,5% 51.8% NA NA
Marcacgdo por 0 o o o
PI/Anexina-V 2,1% 44,7% 36,9% NA 87,1%
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado tendo como principal objetivo sintetizar AgNPs
a partir de extrato aquoso de C. longa, recobri-las com o biopolimero quitosana e
avaliar as suas caracteristicas e mecanismos de acdo em linhagem de CE (A431). A
primeira fase do trabalho consistiu na investigacdo dos fatores que influenciam o
processo de sintese para a producao de AgNPs a base de C. longa. Em seguida, a
associacao dessas AgNPs com quitosana foi realizada para determinar se o biopolimero
influenciou nas propriedades das nanoparticulas e nos mecanismos de a¢do em células

tumorais.

Durante a definicdo dos pardmetros para sintese verde de AgNPs, o método de
extracdo aquosa do tubérculo de C. longa demonstrou ser de grande importancia. O
EA obtido apds fervura por 3 minutos apresentou uma maior formacdo de AgNPs
(Figura 16) em comparacdo com o extrato obtido apds agitacdo por 4 horas a
temperatura ambiente (Figura 15). E possivel que a temperatura elevada permitiu
extrair compostos em maior quantidade e/ou classes diferentes de moléculas
envolvidas nos processos de sintese. A investigacdao do potencial do EA obtido a partir
do tubérculo de C. longa na sintese de AgNPs ja foi reportada na literatura. Shameli e
colaboradores (2012; 2014) utilizaram a EA de C. longa sob agitacdo magnética por 4
horas a temperatura ambiente. Em outro estudo, Nadagouda e colaboradores (2014)
avaliaram o uso de EA de C. longa fervido por 12 minutos para a sintese de AgNPs. Os
dois grupos relataram o sucesso da sintese de AgNPs, devido a mudanca de coloragao
das solucdes contendo as AgNPs e pela observacao de um pico de absorbancia na faixa
de 410 — 430 nm por espectrometria de luz visivel. Esta técnica é amplamente utilizada

para detectar a presenca de NPMs. As medidas para a deteccdo de AgNPs sdo

113



realizadas na faixa de comprimentos de onda entre 400 e 450 nm (Mittal et al, 2013)
onde é analisada a presenca de um pico de absorbancia. Esse pico corresponde a
ressonancia plasmonica de superficie (RPS) tipica da formagao de AgNPs a qual estd
relacionada ao tamanho e a forma das estruturas (Mittal et al, 2013; Bonatto e Sliva,
2014). Este fendbmeno esta associado a oscilagdo dos elétrons em superficies metdlicas
apo6s uma total reflexdo da luz incidente (Liu et al, 2012). Entretanto, as condi¢des de
sintese empregadas por Nadagouda e colaboradores (2014) foram diferentes das
condigdes utilizadas nos estudos de Shameli e colaboradores (2012; 2014) e neste
presente trabalho. Portanto, ndo é possivel comparar diretamente os dados do
presente estudo com os descritos na literatura. Entretanto, observa-se que o método
de extracdo por fervura é o mais utilizado nos trabalhos de sintese verde de NPMs
(Suman et al, 2013; Mittal et al, 2013; Bonatto e Silva, 2014; Albernaz, 2014). De
acordo com as metodologias encontradas na literatura, o tempo de fervura depende
da escolha do préprio autor. Entretanto, é relevante lembrar que a temperatura de
evaporacdo da agua é de 100°C. Portanto, a preparacao de EA fervido por muito
tempo pode levar a uma perda de componentes mais voldteis que poderiam
apresentar um papel importante nos processos de reducdo e estabilizacao das NPMs.
Além disso, o presente estudo sugere que a centrifugacdo do extrato ndo foi suficiente
para separar particulas maiores que favorecerem a formacgao de agregados durante o

processo de sintese (Figura 15).

O presente estudo, inspirado por outros estudos realizados pelo Grupo de Pesquisa
do Laboratério de Nanobiotecnologia (LNANO) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, investigou o efeito da temperatura no rendimento da sintese. Foi

possivel observar que o aumento da temperatura de sintese de 0 —25-50e 75 °C
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induziu uma maior eficiéncia na formacdo de AgNPs. Contudo, apds 24 horas de
monitoramento, apenas a solucdo submetida a temperatura de 75 °C apresentou o
pico de absorbancia referente a RPS das AgNPs em suspensdo (Figura 17). Este
fendmeno foi bem estudado na literatura e a mesma tendéncia foi observada em
varios trabalhos que utilizaram diversos extratos (folha, tubérculo, fruto, raiz, entre
outros) (Ghosh et al, 2012; Bonatto e Silva, 2014; Velmurugan et al, 2014). Contudo, o
EA de C. longa coletada na india demonstrou um grande potencial na sintese de NPMs
a 25 °C, utilizando uma concentrac¢do préxima do presente estudo (Shameli et al, 2012;
2014). Os autores ndo testaram temperaturas mais elevadas. Em contrapartida, o
presente trabalho mostrou que ndo houve formacdo de AgNPs a partir do EA de
tubérculo de C. longa cultivada no Brasil apds 24 horas de sintese a 25°C e 50°C (Figura
17). Dessa forma, uma mesma espécie cultivada em locais distintos pode apresentar
um perfil fitoquimico variado em termos de quantidade de biomoléculas/metabdlitos
levando, consequentemente, a um rendimento diferente na sintese de NPMs. O
trabalho de Ashraf e colaboradores (2012) investigou exatamente a variabilidade do
perfil fitoquimico de C. longa em vérias regides da india e confirmou que ha diferenca
entre as plantas de localidades diferentes. Adicionalmente, Albernaz (2014) em sua
dissertacdo desenvolvida na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia observou
gue folhas de B. gaudichaudii coletadas no verao (periodo Umido do Cerrado) possuem
um maior potencial para formar AgNPs em comparacdao com as folhas coletadas no
inverno (periodo seco do Cerrado). Portanto, o periodo de coleta é também de grande
relevancia, e pode influenciar o rendimento da sintese e as caracteristicas das
estruturas. Das e Brar (2013) ressaltaram que os processos de reducdo e estabilizacdo

das NPMs sdo provavelmente dependentes da acdo de todas as biomoléculas
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presentes no extrato utilizado. Além disso, a influéncia dessas biomoléculas sobre os
mecanismos de sintese é préopria a cada planta (Das e Brar, 2013). Portanto, os
resultados do presente trabalho e os dados da literatura mostram que o perfil
fitoquimico (diferenca de classe e proporg¢do de biomoléculas) da planta e da parte da
planta escolhida sdo fatores relevantes a serem considerados no processo de sintese

de NPMs.

Em seguida, foi demonstrado que a concentracao do EA de C. longa também
influenciou o rendimento da sintese. De acordo com o aumento da concentragdo de
EA de 0,25 -0,5 -1 e 2 mg/mL, houve um aumento da formagdo de AgNPs observada
pela mudanca de coloragdo das solugbes contendo as particulas e pelo pico de RPS
detectado por espectrometria de luz visivel (Figura 18). Shameli e colaboradores
(2014) avaliaram o efeito da concentracdo de EA do tubérculo de C. longa na formacao
de AgNPs a 25°C. O rendimento da sintese foi maior de acordo com o aumento da
concentragdao de EA como foi observado neste presente estudo. Albernaz (2014)
também estudou a variacdo da concentracdo de EA de folhas de B. gaudichaudii de 10
— 20 e 50% (v/v). O melhor rendimento na sintese de AgNPs foi observado na menor
concentracdo (10%). Em contrapartida, ndo houve formacdo de AgNPs na maior
concentracdo (50%) devido provavelmente a uma reducdo muito rapida do sal
precursor, levando a um processo de crescimento desordenado e resultando em
particulas aglomeradas (Albernaz, 2014). Geethalakmi e Sarada (2012) observaram
também que a sintese de AgNPs a partir de extrato de raiz de Trianthema decandra foi
melhor na concentracdo intermedidria testada. Pode-se sugerir que cada planta e
parte da planta possuem biomoléculas distintas e em quantidades diferentes, o que

leva a um comportamento varidvel durante a sintese de NPMs.
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O efeito da concentracdo de sal precursor na eficiéncia de sintese de NPMs foi
avaliado por alguns estudos da literatura. Apesar disso, a maioria dos trabalhos de
sintese verde de AgNPs relataram a utilizagdo de AgNOs na concentragdo padrao de 1
mM (Mittal et al, 2013). O grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Luciano Paulino da
Silva optou também para esta concentra¢cdo padrao nos estudos de sintese verde
realizados (Bonatto e Silva, 2014; Albernaz, 2014; Da Silva, 2014). O presente trabalho
observou que a sintese de AgNPs utilizando a concentragdao menor de EA de C. longa
(0,25 mg/mL) e 1 mM de AgNOs ndo apresentou uma taxa expressiva de formacdo de
nanoparticulas apds 24 horas a 75°C (Figura 18). Este dado sugeriu que provavelmente
ainda havia restado Ag* livre na solugdo reacional e que por isso o rendimento da
sintese foi melhor com concentra¢gdes maiores de EA. Contudo, a diminuicdo da
concentracdo de AgNOs de 0,25 e 0,5 mM, mantendo a concentragdo de 0,25 mg/mL
de EA, ndo melhorou a eficiéncia da sintese (Figura 20). Esses dados demonstram que,
dentre as concentracdes de AgNOs testadas, o uso de 0,25 mg/ml de EA e 1 mM de
AgNO; apresentaram o melhor rendimento na sintese apdés 24 horas a 75 °C. E
importante ressaltar que a concentracdo de 0,25 mg/mL de EA foi menos eficiente na
formacdo de AgNPs em relacdo a adicdo de maiores concentracoes de EA
provavelmente devido a falta de moléculas biorredutoras e estabilizantes no meio
reacional. Salunke e colaboradores (2014) estudaram o efeito da concentracdo de sal
precursor, variando de 0,1 a 5 mM, na sintese e AgNPs, AuNPs e AgAuNPs a partir de
EA de raiz de Plumbago zeylanica. A formacao de AgNPs e AuNPs foi mais eficiente
utilizando a concentracdo madaxima testada de AgNOs e HAuCls a 5 mM. Em
contrapartida, a sintese de AgAuNPs apresentou um melhor rendimento quando a

concentracdo intermediaria de 0,7 mM foi utilizada. Velmurugan e colaboradores
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(2014) avaliaram o efeito da concentracdo de AgNOs (0,25 a 4 mM) na sintese de
AgNPs a partir do extrato de raiz de Z. officinale e observaram o melhor rendimento
com a concentracdo intermediaria de AgNOs de 1 mM (Velmurugan et al, 2014). Esses
resultados sugerem que, se hd biomoléculas suficientes no extrato para agir como
agentes redutores, quanto maior a disponibilidade de sal precursor melhor é o
rendimento da sintese de NPMs. Contudo, um excesso de sal precursor pode inibir a
formacao de particulas estdveis, aumentar as aglomeragdes e diminuir o rendimento
da sintese.

O presente trabalho relatou a influéncia da temperatura de armazenamento do
material primario (pé de C. longa) na sintese de AgNPs. O tubérculo de C. longa
armazenado a -20 °C perdeu, ao longo dos dias, a capacidade de reduzir o AgNOs e
produzir AgNPs (Figura 22). Este resultado pode indicar que moléculas envolvidas nos
processos de sintese ndao foram estdveis a -20°C. Além disso, um descongelamento
rapido pode levar a oxidacdo de moléculas reduzindo o potencial redutor do material
para a sintese de AgNPs. N3o foi encontrado trabalho referente ao congelamento da C.
longa e manutencdo das suas capacidades redutoras e estabilizantes para sintese
verde de NPMs. Entretanto, alguns estudos demonstraram que o congelamento de
folhas ndo interfere na formacdo de NPMs. A sintese de AgNPs foi realizada a partir de
folhas intactas de B. gaudichaudii congeladas por 1 — 12 — 26 e 47 semanas. As
caracteristicas fisicas dessas AgNPs foram avaliadas por DLS-Zeta e foi concluido que
ndo houve diferenca significativa entre as diferentes sinteses. Portanto, as folhas de B.
gaudichaudii armazenada a -20°C mantiveram o potencial redutor e estabilizante
(Albernaz, 2014). Essa variedade de comportamento de dois extratos expostos a

mesma condicdo de congelamento pode ser explicada pela diferenca de perfil
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fitoquimico da planta e/ou parte de planta. Poucos estudos avaliam e/ou relatam, até
o momento, os efeitos do congelamento do material vegetal no rendimento da sintese

de NPMs.

A avaliacdo do efeito da presenga de ar atmosférico durante a sintese de AgNPs é
pouco investigada. O presente estudo demonstrou que o rendimento da sintese
melhora na presenca de ar atmosférico. De fato, a formacdo de particulas em um
frasco reator, onde ha um contato restrito com o ar atmosférico, ocorreu de forma
mais lenta em comparagdo com a sintese em tubos de ensaio (Figura 23). A maioria
dos estudos de sintese verde de AgNPs relatados na literatura avalia a formacdo de
particulas na presenca de ar atmosférico. Dessa forma, as moléculas presentes no ar
atmosférico possuem um papel importante para a sintese de AgNPs. Entretanto, o
ensaio realizado no presente estudo ndo permite determinar quais moléculas
participam ativamente no processo de sintese. Assim, outros testes adicionais

precisam ser realizados.

Resumindo os resultados encontrados no presente trabalho, a sintese verde de
AgNPs a partir de EA de C. longa foi dependente de varios parametros. As melhores
condi¢Oes para a sintese foi: 0 armazenamento do material primario a temperatura
ambiente, o método de extracdo por fervura por 3 minutos, a temperatura de sintese
de 75°C, as concentragdes de EA e AgNOs de 2mg/mL e 1mM, respectivamente, e a
presenca de ar atmosférico. De acordo com a literatura, cada planta, ou parte da
planta utilizadas apresentam um perfil fitoquimico diferente. Portanto, essa
otimizacdo das condi¢Oes de sintese é de grande relevancia e deve ser investigado

para cada planta empregada na sintese verde de NPMs.
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O recobrimento de NPMs por polimeros é mais reportado em estudos
relacionados a sintese quimica de que a sintese verde (Boca et al, 2011; Sanpui et al,
2011). Venkatesham e colaboradores (2012) ressaltaram que a quitosana é um dos
biopolimeros mais utilizados como agente estabilizante de NPMs prevenindo assim a
aglomeragdo das estruturas. Além disso, a quitosana mostrou um grande potencial
para agir como agente redutor na sintese de AgNPs (Venkatesham et al, 2012). O
efeito estabilizante de tal biopolimero foi confirmado no presente estudo, com a maior
estabilidade coloidal das CH-AgNPs armazenadas a temperatura ambiente em
comparag¢ao com as AgNPs livres a TA (Figuras 32 e 35). O método de geleificagao
ibnica utilizado para sintetizar as CH-AgNPs e as CH-TPP é um dos mais empregados na
literatura e ja se sabe que o tamanho das particulas obtidas pode variar de acordo com

o grau de desacetilacdo da quitosana (Kumar et al,2014).

No presente estudo, o indice de Polidispersao (Pdl) das AgNPs e das CH-AgNPs foi
de 0,319 + 0,043 e 0,372 *+ 0,059, respectivamente, correspondendo a uma
homogeneidade moderada das estruturas de acordo com o tamanho (Malvern, 2004).
Esses resultados estdo de acordo com a faixa de valor de Pdl encontrados na literatura
para nanoparticulas obtidas por sinteses verde (Bonatto e Silva, 2014; Albernaz, 2014).
Uma boa homogeneidade das estruturas é importante, pois, permite uma melhor
uniformidade em termo de caracteristicas fisicoquimicas de cada estrutura e,
consequentemente, uma melhor uniformidade da solucdo contendo as AgNPs em
termos de propriedade e atividade. A estabilidade coloidal de uma solucao também é
de grande relevancia para manter a uniformidade das estruturas. Uma suspensao de
nanoparticulas é considerada como estavel quando o valor do potencial Zeta é

superior a 30 mV em médulo (Nayak et al, 2015). Portanto, as AgNPs obtidas possuem
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uma moderada estabilidade coloidal por apresentar um potencial Zeta de -24,8 £ 2,2
mV. Os estudos referentes a sintese de AgNPs demonstram na maioria dos casos um
potencial Zeta negativo (Bonatto e Silva, 2014; Albernaz, 2014; Da Silva, 2014).
Entretanto, alguns estudos relatam que as nanoparticulas com um potencial Zeta
neutro ou inferior a 30 mV em maddulo também podem ser estaveis por varios meses.
Assim, o potencial Zeta ndo é o Unico parametro para determinar a estabilidade
coloidal das nanoestruturas, mas também é importante considerar a composi¢ao
guimica da superficie das estruturas como, por exemplo, a presenca de polimero
(Venkatesham et al, 2012). As CH-AgNPs, CH-TPP e CH-AgNOs apresentaram uma
expressiva estabilidade coloidal em termos de valores de potencial Zeta (acima de +50
mV) (Tabelas 7 e 8) podendo sugerir, no caso de CH-AgNPs, o recobrimento das AgNPs
por quitosana. Boca e colaboradores (2011) observaram também um potencial Zeta
positivo de +39 mV para as CH-AgNPs sintetizadas por método quimico.

Em termo de estabilidade, todas as amostras armazenadas a 4°C mantiveram as
suas caracteristicas (Pdl, Potencial Zeta e DH) apds 30 dias de avaliacdo. Entretanto, as
AgNPs, assim como as CH-TPP, foram estaveis a TA apenas por 15 dias. Essa diferenca
entre o armazenamento a 4°C e TA mostrou que a temperatura influencia a
estabilidade das estruturas ao longo do tempo. Este fen6meno pode estar associado as
menores interacdes entre moléculas e/ou ions presentes em solugBes quando
expostas a temperaturas baixas. Em paralelo, as CH-AgNPs foram estaveis por 30 dias
nas duas condicdes de armazenamento. A avaliacdo da estabilidade pode ser
prolongada por mais tempo, contudo, é possivel sugerir que as CH-AgNPs tendem a
apresentar uma melhor estabilidade a 4°C (Figura 35). A avaliacdo da estabilidade de

nanoparticulas é pouco encontrada na literatura. Albernaz (2014) observou a
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estabilidade de AgNPs obtidas a partir de EA de B. gaudichaudii e armazenadas a 4°C
durante um ano de analise (Albernaz, 2014).

A variagdao de diametro hidrodinamico entre as AgNPs e CH-AgNPs foi ressaltada
apos analises por DLS (Tabela 7). As AgNPs apresentaram uma populagdo em
distribuicdo em numero de 105,7 nm. Em contrapartida, as CH-AgNPs apresentaram
duas subpopulagdes, uma maior de 122,4 nm, podendo representar as AgNPs
recobertas por quitosana, e uma outra de 78,82 nm, podendo corresponder as
nanoparticulas de quitosana livre ou nanoestruturada sem AgNPs (Figura 26). A
maioria dos estudos que investigam AgNPs recobertas por polimeros ndo avaliam as
caracteristicas das AgNPs livres. Além disso, o método de DLS é pouco relatado para

medir o tamanho de AgNPs.

As analises por MET sao principalmente empregadas na literatura para avaliar o
tamanho, assim como o formato de AgNPs. No presente estudo, foi possivel observar
AgNPs esféricas com didametro médio de 18,78 + 5,50 nm (Figura 29A-B). Este
resultado corroborou com outros estudos referentes as andlises por MET de AgNPs
sintetizadas a partir de EA de C. longa previamente realizados (Nadagouda et al, 2014,
Shameli et al, 2014). As imagens das CH-AgNPs obtidas por MET revelaram o excesso
de quitosana livre. Pode-se observar a presenca de AgNPs isoladas, contudo, ndo ha
possibilidade de determinar se elas foram recobertas ou ndo pela quitosana, apesar de
observar uma maior eletrodensidade ao redor delas (Figura 29C-D). A técnica de MFA
é também frequentemente utilizada para analisar o tamanho em altura e o formato
das AgNPs. Na maioria dos casos, particulas esféricas sdo observadas (Bonatto e Silva,
2014; Albernaz, 2014, Da Silva, 2014). Contudo, as imagens obtidas das AgNPs

apresentaram particulas de 23,22 + 9,78 nm, ndo nitidamente esféricas (Figura 28A).

122



Até o momento, nenhum estudo de investigagdo das caracteristicas de AgNPs
sintetizadas a partir de EA de C. longa por MFA foi encontrado. No presente trabalho,
as CH-AgNPs analisadas por MFA apresentaram uma altura média inferior a 10 nm
(Figura 28B). Foi sugerido que as imagens obtidas ilustraram o excesso de quitosana na
amostra e que devido a diluicdo realizada, nao foi possivel observar AgNPs livres ou
recobertas por quitosana. Dessa forma, ndo pode insinuar se houve ou ndo
recobrimento das AgNPs por quitosana por essa metodologia. O tamanho observado
nas andlises por MFA e por MET corresponde ao diametro seco das AgNPs e, como
esperado, foi menor em comparacdo ao didametro hidrodinamico das AgNPs

observadas por DLS-Zeta onde foi considerada a camada desolvatagao.

Em paralelo as analises de caracterizacdo, dois métodos de secagem foram
empregados nas AgNPs e CH-AgNPs para determinar a influéncia na conservacao das
suas caracteristicas (DH, Pdl e Potencial Zeta). As analises por DLS-Zeta demonstraram
gue as amostras ndo recuperaram as suas caracteristicas. De fato, o DH e o PdI
aumentaram de forma significativa em comparacdo com as particulas iniciais,
sugerindo uma aglomeracdo das particulas e uma elevada heterogeneidade em termo
de tamanho de particulas (Tabela 7). O potencial Zeta foi o Unico parametro a se
manter semelhante.

A sintese verde de AgNPs ocorreu de forma simples e em uma Unica etapa.
Entretanto, os mecanismos quimicos envolvidos na formacdo das AgNPs sdo
complexos devido a presenca de diversas biomoléculas no EA de C. longa tais como
fenois, terpenos, esteroides, acidos graxos entre outros (Li et al, 2011). Essas
moléculas podem interferir nos processos de reducdo e estabilizacdo das particulas.

Dessa forma, a avaliacdo das propriedades moleculares das AgNPs foi realizada
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visando determinar as classes de moléculas envolvidas nos processos de sintese das
AgNPs.

A técnica de FTIR é amplamente utilizada para investigar os grupos de
moléculas que compdem as NPMs sintetizadas a partir de extrato vegetal. As AgNPs e
o EA de C. longa investigados por Shameli e colaboradores (2014) apresentaram um
perfil muito semelhante em comparagdo com o presente estudo. Os autores
demonstraram a presenca de picos e bandas referentes a grupamentos encontrados
em compostos heterociclicos tais como alcaloides e flavonoides (Shameli et al, 2014).
No presente estudo, foi possivel observar uma banda de maior intensidade em 3370
cm! caracteristica do grupamento hidroxila (OH) presente em agua. As bandas em
1643 e 1030 cm™ s3o tipicas de estiramento carbonila C=0 e C-O-H de grupos aldeido,
cetona e acido carboxilico presente em compostos fendlicos, terpenoides e acidos
graxos (Li et al, 2011). O levantamento realizado por Li e colaboradores (2011)
confirma a presenca desses grupos funcionais no extrato de C. longa. A banda em 1311
cm observada apenas no extrato representa o estiramento C-O de compostos
fendlicos. A auséncia desta banda no espectro de AgNPs pode significar que esses
compostos estavam relacionados a formacdao das nanoparticulas. Entretanto, é
possivel observar uma banda de alta intensidade em 1384 cm™ no espectro de AgNPs.
A auséncia da banda em 1311 cm™ pode ser devido a presenca desta nova banda de
maior intensidade. Apesar da grande semelhanca entre as amostras, o espectro das
AgNPs apresenta duas bandas ausentes no extrato mas presentes no AgNOszem 1384 e
830 cm™ tipicos de estiramento N-O e N=0 de NOs (Santos e al, 2005). Portanto, essas
bandas estdo atribuidas ao NO3 residual da solucdo de AgNOs; utilizada durante a

sintese de AgNPs (Figura 41). Em paralelo, ao observar a figura 42, foi possivel ressaltar
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a presenca de uma banda no espectro das CH-AgNPs a 1384 cm™.. E possivel notar que
esta banda estd ausente no espectro das CH-TPP, entretanto, estd presente no
espectro das AgNPs e corresponde ao NOjs residual da solucdo de AgNOs utilizada
durante a sintese de AgNPs. Portanto, esta técnica confirmou a presenca das AgNPs
nas amostras de CH-AgNPs.
O método de espectrometria de massa MALDI/TOF é uma técnica robusta, porém
ainda pouco utilizada para investigar as propriedades moleculares de AgNPs
sintetizadas por sintese verde. O presente trabalho observou apenas uma diferenca
entre os espectros de AgNPs com os controles extrato e AgNOs que foi o surgimento
de dois picos a m/z 485,0 e 487,0. A auséncia desses picos para os controles sugere
gue a associacdo do extrato com o AgNOs leva a reducdo da prata e,
consequentemente, a oxidacdo de algumas moléculas do extrato (Figura 43).
Similarmente Bonatto e Silva (2014) observaram esses picos no espectro de AgNPs
sintetizadas a partir de EA de frutos (castanhas) de A. occidentale. Contudo, esses picos
também foram observados no espectro do extrato em menor intensidade e, portanto,

foi possivel determinar a ligacdo entre as moléculas do extrato e a formacdo de AgNPs.

Em resumo, a caracterizacdo das diferentes estruturas avaliada por varios
métodos é de grande importancia para determinar a consisténcia dos resultados.
Portanto, o didametro hidrodindmico e o didmetro seco foram avaliados,
respectivamente, por DLS e por métodos de microscopia (MET e MFA) e os resultados
corroboraram com os dados da literatura. As técnicas de microscopia também
permitiram determinar a forma das estruturas. Além disso, esses métodos nao
possibilitaram a confirmacdo ou nao do recobrimento das AgNPs por quitosana, mas,

permitiram observar que houve um excesso de polimero na amostra. Por fim, as
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andlises por FTIR e espectrometria de massa MALDI/TOF confirmaram que grupos de
moléculas da C. longa foram envolvidos nos processos de reducdo e estabilizacdo das

AgNPs.

Os ensaios de citotoxicidade in vitro representam estudos primordiais para
entender os efeitos e os mecanismos de a¢cdo de novos nanomateriais sintetizados.
Essa etapa é de grande relevancia e corresponde ao primeiro passo da investigacao da
nanotoxicidade. O ensaio de viabilidade celular é um dos primeiros passos para
investigar a toxicidade de um material na drea da saude. As AgNPs e CH-AgNPs obtidas
no presente estudo apresentaram atividade dose-dependente contra as células de CE
(A431) ap6s 24 horas de exposicao. Apesar de ter demonstrado um papel importante
na estabilidade das AgNPs, a quitosana associada as AgNPs ndo demonstrou possuir
uma acao citotodxica diferente em comparacdo com as AgNPs livres in vitro. De fato, as
CH-AgNPs apresentaram uma atividade semelhante (dose dependente) a das AgNPs
contra as linhagens A431 e HaCAT (Figuras 44 e 45). As CH-AgNPs sintetizadas por Boca
e colaboradores (2011) demonstraram também uma atividade dose-dependente
contra células de cancer de pulmao ndo pequenas NCI-H460. Contudo, as AgNPs livres
nao foram avaliadas para determinar a influéncia da quitosana na atividade citotdxica
(Boca et al, 2011). Estudos relataram que a presenca da quitosana em outros tipos de
nanossistemas pode melhorar a solubilidade de farmacos e a sua absor¢cdo cutanea
(Sezer e Cevher, 2012; Popat et al, 2014). Além disso, AgNPs sintetizadas por método
guimico e associadas a quitosana demonstraram uma atividade citotdxica contra
varios tipos de canceres. Em contrapartida, ndo foi avaliado a atividade antitumoral

das AgNPs livres (Sanpui et al, 2011; Boca et al,2011).
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Até o momento, ndo foi encontrado estudo relacionado a atividade antitumoral
em linhagem de CE (A431) de AgNPs e CH-AgNPs obtidas a partir de C. longa. Contudo,
Nayak e colaboradores (2015) investigaram a atividade antitumoral de AgNPs obtidas
via sintese verde a partir de extratos aquosos de Cucurbita maxima (pétalas), Moringa
oleifera (folhas) e Acorus calamus (rizoma) em linhagem de CE (A431). A atividade
citotdxica dose-dependente também foi observada para essas AgNPs apds 48 horas de

exposicdo (Nayak et al, 2015).

A atividade das CH-TPP (sem presenca de AgNPs) também foi investigada no
presente trabalho, e as estruturas ndo demonstraram efeito tdoxico em células
tumorais e ndao tumorais (Figuras 44 e 45). Neste caso, sdao escassas informagdes
referentes a avaliagdo da atividade e das caracteristicas das CH-TPP sem a presenca de
medicamento apesar do seu emprego frequente como nanocarreador de
medicamentos anticancerigenos tais como 5-FU, doxorubicina, docetaxel e curcumina,
entre outros (Kumar et al, 2014). Popat e colaboradores (2014) mostraram que as
caracteristicas das CH-TPP variam com a presenca da curcumina e que a sua atividade
depende da liberacdo do medicamento (Popat et al, 2014). Portanto, as caracteristicas
e a atividade biolégica das CH-TPP sdo associadas a presenca e a liberacdo do farmaco.
Alguns estudos reportaram a atividade antitumoral da quitosana livre, mas os
mecanismos de acdo ainda ndo sdo bem entendidos (Philippi et al, 2012, Gibot et al,

2014).

Existem poucos estudos relacionados a sintese verde de AgNPs onde relatam a
atividade do extrato e do sal precursor utilizados. Os resultados do presente trabalho

mostraram que o EA estoque de C. longa diminuiu a viabilidade celular de até 30% na
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maior das concentragdes testadas (80pM) mas ndo foi observada no EA mantido a
75°C por 24 horas. Este resultado mostra que a atividade citotdxica do EA de C. longa é
prejudicada quando o material é aquecido por um longo periodo. Pode-se sugerir que
alguns compostos envolvidos na atividade antitumoral s3do termossensiveis.
Thongrakard e colaboradores (2014) relataram que o EA de C. longa demonstrou uma
atividade antitumoral em células de CE (A431) parecida com a atividade da curcumina
isolada, diminuindo a proliferagao celular de aproximadamente 40% e levando a morte
celular por apoptose e autofagia das células tumorais (Thongrakard et al, 2014). Vdrios
estudos de sintese verde reportaram que o extrato vegetal pode ou nado apresentar
atividade anticancerigena em diferentes tipos de cancer, in vitro (Rajkuberan et al,
2014, Krishnaraj et al, 2014, Nakkala et al, 2015). De acordo com a literatura, cada
extrato apresenta atividade distinta, provavelmente, relacionado ao perfil fitoquimico

da planta e do tipo de linhagem celular escolhida.

A maioria dos estudos que investigam a atividade citotéxica de AgNPs ndo
apresentam dados referentes a citotoxicidade em células normais. Contudo, alguns
estudos demonstraram que as AgNPs sintetizadas por sintese quimica ou por sintese
bioldgica apresentam tanto citotoxicidade para células tumorais como para células ndao
tumorais (AshaRani et al, 2009; Albernaz, 2014). O presente estudo relatou a atividade
citotdxica ndo especifica das AgNPs e CH-AgNPs obtidas. De fato, as estruturas
demonstraram uma atividade citotoxica contra as células de CE (A431), mas também

contra as células de queratindcitos normais (HaCAT) apds 24 horas de exposicdo.

Em contrapartida, alguns estudos reportaram o efeito quimo-preventivo de AgNPs

obtidas por sintese quimica contra os danos causados pelos raios UVB em
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gueratindcitos (HaCAT) in vitro (Arora et el, 2015; Palanki et al, 2015). O efeito das
AgNPs apds exposicdo a raios UVB estd, provavelmente, associado as propriedades
Opticas Unicas das estruturas. Essas informac¢Oes sdao de grande relevancia e abrem
varias perguntas a respeito da aplicagcdao das AgNPs sintetizadas no presente trabalho.
Varias investigacOes seriam interessantes para determinar se, na exposi¢cao de raios
UVB, as AgNPs manteriam a sua atividade antitumoral contra as células de CE e agiriam
como agente preventivo para as células de queratindcitos. Adicionalmente, precisa-se

determinar se a presencga da quitosana interferiria ou ndao nessas atividades.

A sintese quimica de AgNPs e seus efeitos citotéxicos suscitou um nimero maior
de investigagdes a respeito dos mecanismos de agao em células tumorais. Esses efeitos
avaliados sdo geralmente o estresse oxidativo, a lesdo de membrana, a fragmentacao
de DNA, a variagdao do potencial de membrana mitocondrial, a ativagao de via como
caspase-3, a morte celular por apoptose e/ou necrose entre outros (Foldbjerg et al,
2011; Avalos et al, 2012). Além disso, a sintese verde de NPMs é relativamente
recente. Dessa forma, a maioria dos estudos encontrados investigaram principalmente
a otimizac¢do da sintese e a caracterizagdo das estruturas. Portanto, poucos estudos de

sintese verde avaliaram os mecanismos de a¢do das NPMs em células tumorais.

No presente estudo, o AgNO3 exposto as células de CE-A431 na concentracdo de 50
UM apresentou a maior atividade citotdxica apds 24 horas de exposicdao. Pode-se
observar que logo apds o tratamento, as células expostas ao AgNOs sofreram mudanca
drastica de morfologia (Figura 48), além de apresentarem 100 % de membrana
lesionada (Figura 46). Por definicdo, a morte celular por necrose é relacionada a lesGes

prematuras causadas por fatores externos e é caracterizada pela ruptura da
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membrana plasmatica resultando no vazamento do conteudo citoplasmatico no meio
extracelular (Pattani et al, 2015). Portanto, esses resultados sugerem que o AgNOs3
induziu morte celular por necrose. Adicionalmente, as analises por Citometria de fluxo
demonstraram uma dupla marcagdo por Anexina-V e lodeto de propideo (PI) e o
aumento da fragmentag¢do de DNA de quase 100%. Além disso, foi possivel observar a
diminui¢do da proliferagdo celular, uma parada das células em fase G1 do ciclo celular

e um aumento do potencial de membrana mitocondrial (Figuras 47, 51 e52).

Em paralelo, as AgNPs e CH-AgNPs demonstraram uma atividade diferente do
AgNOs livre na mesma concentracdo. De fato, ndo foi observado mudan¢a na
morfologia das células de CE-A431 apds 24 horas de exposicdo (Figura 48), e apenas
53,4% e 43,4 % das células apresentaram lesdo de membrana apds tratamento,
respectivamente (Figura 46). Além disso, as andlises realizadas permitiram observar
uma diminuicdo da proliferacdo celular e um aumento da fragmentacdo de DNA e do
potencial de membrana mitocondrial, sugerindo uma hiperpolarizacdo da membrana
mitocondrial. A hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial ocorre quando ha um
acumulo de carga negativa no interior da mitocondria devido, provavelmente, ao
fechamento de canais i6nicos impedindo a entrada de ions sédio (Na*). Este fendmeno
leva a ruptura da membrana mitocondrial liberando sinalizadores pré-apoptéticos e
levando a morte celular por apoptose (Ly et al, 2003). A maioria das células expostas as
CH-AgNPs apresentaram uma simples marcag¢do por Anexina-V sugerindo exposicdo
das fosfatidilserinas, indicativo de morte celular por apoptose, enquanto a maioria das
células expostas as AgNPs apresentaram uma dupla marcacdo por Anexina-V e Pl
sugerindo morte celular por apoptose tardia ou necrose (Figura 56). Além disso, as CH-

AgNPs levaram a parada das células na fase G1 do ciclo celular, sugerindo o bloqueio
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da proliferagdo celular. O mecanismo de morte celular por apoptose é um processo
normal das células envolvendo vias de sinalizacdo intracelulares, receptores
extracelulares e a mitocondria (Pattani et al, 2015). Austin e colaboradores (2014)
relataram que a fragmentagcao de DNA representa também um indice de morte celular
por apoptose. Portanto, com base nesses dados, é dificil determinar com precisao qual
foi o mecanismo de morte celular apds exposicdao as AgNPs. Entretanto, pode-se
sugerir que as CH-AgNPs induziram morte celular por apoptose. Devido a diferenca de
atividade entre as AgNPs e CH-AgNPs, pode-se sugerir que a presenc¢a da quitosana
influenciou na atividade citotdxica. Portanto, mais estudos precisam ser realizados

para determinar com mais clareza o mecanismo a¢dao das AgNPs e CH-AgNPs.

No presente trabalho, os dados de mecanismo de a¢ao sdao mais sugestivos de
morte celular por apoptose, principalmente para as células tratadas por CH-AgNPs.

Entretanto, mais estudos precisam ser realizados para confirmar tal efeito.

As AgNPs obtidas a partir de casca de caule de Moringa oleifera induziram estresse
oxidativo e morte celular por apoptose em células Hela (Vasanth et al, 2014).
Gurunathan e colaboradores (2013) reportaram que as AgNPs obtidas a partir de
extrato de cogumelo (Ganoderma neo-japonicum) induziram diminui¢dao da viabilidade
celular, produgdo de espécies reativas de oxigénios, lesao de membrana, fragmentacgao
de DNA e ativacdo da via da caspase-3 em células tumorais de cancer de mama (MDA-
MB-231) (Gurunathan et al, 2013). Govindaraju e colaboradores (2015) demonstraram
a fragmentacdao de DNA e morte celular por apoptose devido as AgNPs sintetizadas a
partir de extrato de alga Sargassum vulgare. Esses dados revelaram que,

independentemente dotipo de sintese e do tipo de organismo bioldgico utilizados
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para a sintese de AgNPs, as estruturas apresentaram atividade citotdxica e genotodxica

em células tumorais de diversas linhagens.

Neste caso, nao é possivel afirmar se a atividade citotoxica das AgNPs e CH-AgNPs
foi direta, com a penetragao e liberagdo dos ions Ag* no citoplasma das células, ou se a
atividade foi indireta, com a ativacdo de mecanismos de morte celular devido a
presenca de ions Ag* no meio extracelular. A penetra¢do das nanoparticulas dentro
das células eucaridticas geralmente é possivel por endocitose ou por difusdo passiva.
Esses dois métodos sdo dependentes das propriedades das nanoparticulas tais como
tamanho, forma, composicdao quimica entre outros (Lévy et al, 2010). A partir do
método de eletroporacdo, a penetracdo de AgNPs sintetizadas quimicamente foi
observada em células tronco de carcinoma nasofaringeo (C666), células de linfoma de
Burkitt (CA46) e células de CE (A431). As AgNPs se acumularam no citoplasma das
células, e por difusdo passiva (sem uso de eletroporacdo) as AgNPs foram capazes de

entrar no nucleo (Lin et al, 2009).

Em estudos relacionados a pele, a hipdtese é que as AgNPs penetrariam via
intercelular, transcelular e/ou transnexal, dependendo das propriedades das
nanoparticulas, e se acumulariam na juncdo epiderme-derme. (Liang et al, 2013;
Labouta et al, 2013). Dessa forma, o mecanismo de acdo das AgNPs nas células
eucariotas ainda ndo é bem entendido e mais investigacdes precisam ser realizadas

tanto em células tumorais quanto em células ndo tumorais.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

1- A sintese de AgNPs a partir de EA de C. longa depende de varios parametros e
as condi¢cdes otimizadas foram: o armazenamento do tubérculo (seco e
triturado) de C. longa a temperatura ambiente, protegida da luz; a extragao
aquosa por fervura durante 3 minutos; a temperatura de sintese a 75°C por 24

horas e as concentrages EA e AgNOs de 2 mg/mL e 1 mM, respectivamente.

2- As AgNPs sintetizadas nas condicdes otimizadas apresentaram um diametro
hidrodinamico em numero de particulas de 105,6 + 45,5 nm e um diametro
hidrodinamico médio (z-average) de 210,3 * 57,1 nm. As estruturas
demonstraram uma homogeneidade moderada com um Pdl de 0,319 + 0,043 e
uma estabilidade coloidal moderada de acordo com o potencial Zeta de - 24,8 £
2,2 mV. A secagem das AgNPs por liofilizacdo ou centrifugo (tipo Speed-vac®)

ndo permitiu manter essas propriedades iniciais apds a reidratacdo do material.

3- A caracterizagao das AgNPs por MFA e MET mostrou particulas homogéneas
esféricas, formato visivel principalmente por MET. O tamanho seco das AgNPs

foi de 23,22 £ 9,78 nm e 20 nm, respectivamente.

4- As CH-AgNPs apresentaram um diametro hidrodindmico em numero de
particulas de 110,9 + 38,0 nm e um diametro hidrodinamico médio (z-average)
de 328,0 + 61,6 nm. As estruturas demonstraram uma homogeneidade
moderada com um Pdl de 0,372 + 0,059 e uma boa estabilidade coloidal de

acordo com o potencial Zeta de 53,9 + 3,1 mV.

5- As analises das CH-AgNPs por MFA e MET permitiram observar que a propor¢ao
de quitosana utilizada foi muito maior em comparacao com a quantidade de
AgNPs o que levou a formacdo de nanoestruturas de quitosana sem AgNPs e a

presenca de quitosana livre.

133



6

As AgNPs armazenadas a 4°C apresentaram uma melhor estabilidade ao longo
dos 30 dias de monitoramento. As AgNPs mantidas a temperatura ambiente
foram estdveis apenas por 15 dias. As CH-AgNPs demonstraram uma

estabilidade por 30 dias tanto a 4°C quanto a temperaturaambiente.

As andlises por FTIR e espectrometria de massa MALDI/TOF permitiram
observar um perfil molecular distinto para as AgNPs. Os principais grupamentos
encontrados nas analises por FTIR foram C=0 e C-O-H de grupos aldeido,
cetona e acido carboxilico presente em compostos fendlicos, terpenoides e

acidos graxos.

8 As AgNPs e CH-AgNPs apresentaram, in vitro, uma atividade citotéxica nao

O-

especifica e dose dependente contra a linhagem de células cancerigenas de CE
(A431) e contra a linhagem de células normais de queratindcitos (HaCAT) apds
24 horas de exposicdo nas concentra¢des de 20 — 40 — 50 — 60 e 80 uM,

referente a concentracdo de AgNOs.

As AgNPs foram capazes de induzir lesdo de membrana plasmatica, diminuir a
proliferacdo celular, aumentar a taxa de DNA fragmentado, aumentar o

potencial de membrana mitocondrial apds 24 horas de exposi¢ao a 50 uM.

10- As CH-AgNPs foram capazes de induzir lesao de membrana plasmatica, diminuir

a proliferacdo celular, aumentar a taxa de DNA fragmentado, aumentar a
proporcao de células em fase G1 do ciclo celular, aumentar o potencial de
membrana mitocondrial e induzir morte celular por apoptose apds 24 horas de

exposi¢ao a 50 uM.

11- Os mecanismos de acdo das AgNPs e CH-AgNPs foram muito similares entre si,

contudo, os testes estatisticos realizados demonstraram que o aumento do
potencial de membrana mitocondrial, o bloqueio das células em fase G1 do
ciclo celular e a marcacao por Anexina-V apds exposicao as CH-AgNPs foram

significativamente diferentes em comparacdo com a exposicdo as AgNPs,
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sugerindo que a presenca da quitosana pode influenciar essa atividade

citotoxica.
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8 PERSPECTIVAS

A dosagem da prata livre permitiria associar a taxa de sintese com a atividade
bioldgica em células de CE (A431) e queratindcitos (HaCAT);

A biodistribuicdo da AgNPs e CH-AgNPs em células eucariéticas poderia ser
realizada a partir de analises por MET ou outro tipo de microscopia tais como
microscopia confocal;

Os mecanismos de agao das AgNPs e CH-AgNPs poderiam ser avaliados em
células normais (HaCAT);

Outros testes poderiam ser investigados para entender melhor os mecanismos
de acdo tais como a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), a ativacdo
da via da caspase-3 entre outros;

Os efeitos das AgNPs e CH-AgNPs poderiam ser investigados in vivo;

As AgNPs e CH-AgNPs poderiam ser associadas a um creme ou pomada para

futura aplicagdo toépica.
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