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RESUMO

Nanoparticulas (NPs) tém sido produzidas em larga escala devido ao grande
avanco da nanotecnologia nos ultimos anos. NPs de prata (AgNP) e ouro
(AuNP) sdo amplamente utilizadas para fins industriais e biomédicos. As AgNP
destacam-se por sua atividade antimicrobiana e as AuNP sdo usadas para fins
estéticos e terapéuticos. Contudo, estudos tém mostrado que essas moléculas
podem iniciar toxicidade ao nivel subcelular, celular e tecidual em diversos
modelos experimentais. O melanoma cutaneo € um tipo de cancer ocasionado
pela transformacdo de melandcitos, representando 4% das neoplasias
malignas de pele no Brasil. Embora a incidéncia ndo seja alta, o melanoma
apresenta alta capacidade metastatica. As AQNP e AuNP sdo empregadas em
muitos produtos que sdo aplicados diretamente sobre a pele, como bandagens
e cosmeéticos, mas h& poucos estudos do efeito destas NPs sobre células
tumorais, como as de melanoma. Assim, este estudo objetivou determinar os
efeitos das AQNP e AuNP sobre a malignidade de células de melanoma murino
B16F10, através das analises de Ciclo celular, Morte Celular e Scratch. As
células foram cultivadas em meio DMEM, alta glicose, com 10% de soro fetal
bovino e antibidticos, a 37°C e 5% pCO.. Para exposicdo, o meio de cultura foi
substituido por novo meio contendo 10 e 100 ng.ml* de AUNP e AgNP e as
células foram mantidas sob as mesmas condicbes durante 24 e 48 h. Apos
exposicao, as ceélulas foram fixadas em etanol 70%, incubadas com lodeto de
propidio (Pl) e analisadas em citometria de fluxo para o ensaio de Ciclo Celular.
Para o ensaio de Morte Celular as células foram incubadas com anexina V e
Pl, e analisadas em citometria de fluxo. Para o ensaio Scratch, um risco na
monocamada celular foi realizado com uso de ponteira de 10 ul, as células
foram mantidas por 48 h e o fechamento do risco foi analisado com uso do
software Imaged. As AQNP e AuNP alteram o ciclo celular, particularmente apos
48 h de exposicdo, com aumento do percentual de células na fase S (249%) e
reducdo na fase G1 (=14%). Como houve reducédo da proliferacdo das células
B16F10 apds exposicdo a estas concentracbes de ambas NPs (ensaio de
Cristal Violeta) em estudo anterior, acredita-se que esteja havendo retencéo
das células em fase S. A exposicdo as AgNP na maior concentracdo (100
ng.ml?) resultou em aumento de células em final de apoptose/necrose de 26%
(24 h) e 7% (48 h). AuNP, na menor concentracdo (10 ng.ml?), parecem ter
efeito protetor em 24 h (aumento de células viaveis e reducdo de células em
apoptose/necrose), enquanto que aumento de células no inicio de apoptose
ocorre para ambas as NPs em 48 h. A exposi¢cdo a concentracdo 100 ng.ml™*
também reduziu a a capacidade de fechamento do risco. Com base nesses
resultados, ndo ha evidéncias de que as AgNP e AuNP provoguem aumento da
malignidade das células B16F10.

Palavras-chave: Melanoma. Nanoparticulas de ouro. Nanoparticulas de prata.
Ciclo celular. Morte celular. Scratch.



ABSTRACT

Nanoparticles (NP) have been produced in large scale due to the recent
advance of nanotechnology. Silver NP (AgNP) and gold NP (AuNP) are widely
used in industrial and biomedical fields. AQNP are notable for their antimicrobial
activity and AuNP are used for aesthetic and therapeutic purposes. However,
studies have shown that these particles can initiate toxicity at the subcellular,
cellular and tissue levels in several experimental models. Skin melanoma is a
type of cancer caused by the transformation of melanocytes, representing 4% of
malignant neoplasms of skin in Brazil. Although the incidence is not high,
melanoma has high metastatic capacity. AQNP and AuNP are used in many
products that are applied directly on the skin, such as bandages and cosmetics,
but there are few studies about the effect of these NP on tumor cells, such as
melanoma cells. Thus, this study aimed to determine the effects of AgNP and
AuNP on the malignancy of murine melanoma cells B16F10, through the Cell
Cycle, Cell Death and Scratch assays. Cells were cultured in DMEM medium,
high glucose, 10% fetal bovine serum and antibiotics, at 37 °C and 5% pCO..
For exposure, the culture medium was replaced with a new medium containing
10 and 100 ng.ml* of AUNP and AgNP and the cells were kept under the same
conditions for 24 and 48 h. For the Cell Cycle assay, the cells were fixed in 70%
ethanol, incubated with propidium iodide (PI) and analyzed in flow cytometry.
For the Cell Death assay the cells were incubated with annexin V and Pl and
analyzed in flow cytometry. For the Scratch assay, the cell monolayer was
scratched with a 10 pl micropipette tip, the cells were kept for 48 h in the
incubator and the area of scratch was analyzed at t=0 and t=48 h using ImageJ
software. AgQNP and AuNP affected the cell cycle, particularly after 48 h of
exposure, with an increase of the percentage of cells in S phase (=249%) and
decrease in G1 phase (=14%). We had observed a decrease of cell proliferation
(Violet Crystal assay) in a previous study, so cells may be arrested in phase S.
Exposure to AgNP at the highest concentration (100 ng.ml?) resulted in
increased percentage of cells in late apoptosis/necrosis by 26% (24 h) and 7%
(48 h). AuNP at the lowest concentration (10 ng.ml™*) appears to have protective
effect at 24 h (increase of viabilibity and a reduction of cells in
apoptosis/necrosis), while increase of cells in early apoptosis occurs for both
NPs at 48 h. Exposure to 100 ng.ml* concentration also reduced scratch
closing. Based on the results, there is no evidence that AQNP and AuNP lead to
increased malignancy of B16F10 cells.

Keywords: Melanoma. Gold nanopatrticles. Silver nanoparticles. Cell cycle. Cell
death. Scratch.
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1. INTRODUCAO

Durante a dultima década, as nanoparticulas (NPs) tém sido muito
estudadas devido as suas potenciais aplicacbes na medicina, industria e
produtos de consumo gracas as suas propriedades fisico-quimicas vantajosas
(MADDEN e HOCHELLA JR, 2005; VANCE et al.,, 2015). O avanco da
nanotecnologia para uso terapéutico tem incitado interesse pelo conhecimento
das possiveis consequéncias toxicologicas das NPs em sistemas bioldgicos e
para o ambiente, visto que estudos tém mostrado que essas particulas podem
iniciar toxicidade a nivel subcelular, celular e tecidual em diversos modelos
experimentais (MAYNARD ET AL., 2011; STEBOUNOVA ET AL., 2012; STERN
ET AL., 2012; DUAN E LI, 2013; LARSON ET AL., 2014). As AgNP e AuNP séo
empregadas em muitos produtos que sdo aplicados diretamente sobre a pele,
como bandagens e cosméticos, de modo que o contato dérmico € a principal
via de exposicdo (VANCE et al., 2015). Contudo h& poucos estudos do efeito
destas NPs sobre células tumorais, como as de melanoma. Tendo em vista
este problema, este estudo avaliou se a exposicdo as AgNP e AuNP causam

algum efeito sobre a malignidade de células de melanoma.

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. NANOPARTICULAS
As NPs sdo materiais solidos com tamanho em duas ou trés dimensdes
superior a 1 nanémetro e menor que 100 nanémetros e que podem apresentar
propriedades fisicas e reatividade especificas em funcdo do tamanho
(MADDEN e HOCHELLA Jr, 2005). Sao formadas espontaneamente na
natureza como produtos da combustdo incompleta de combustiveis fosseis e
erupcao vulcanica (NOWACK e BUCHELI, 2007). No entanto, nas duas Ultimas
décadas NPs vém sendo produzidas industrialmente e em larga escala, gracas
ao desenvolvimento da nanotecnologia (EPA, 2007).
Ha uma grande variedade de NPs sendo desenvolvidas e aplicadas.
Estas aplicagbes vao desde a industria eletrdnica, passando pela cosmética e
téxtil, até a biomédica. O “Nanotechnology Consumer Products Inventory”
(CPI), criado em 2005, enumera atualmente 1814 produtos de consumo de 622
empresas em 32 paises. As nanoparticulas de prata sdo utilizadas em 435
produtos, sendo portanto as mais utilizadas (Figura 1). Cerca de 29% do CPI
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(528 produtos) contém nanoparticulas suspensas em uma variedade de meios
liguidos e o contato dérmico € a via de exposi¢cao mais provavel (VANCE et al.,
2015).
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Figura 1. Nanoparticulas encontradas na composi¢cado dos produtos listados no CPI,
divididos em 5 grupos: ndo anunciado, metais, nanoparticulas carbonadas,
nanoparticulas a base de silicio e outros. (b) Nanoparticulas metalicas encontradas na
composi¢do dos produtos, em que AgNP e AuNP aparecem em um grande nimero de
produtos. FONTE: (VANCE et al., 2015).

A industria biomédica tem levantado a possibilidade do emprego das
nanoparticulas de ouro (AuNP) e prata (AgNP), tanto no diagndstico quanto no
tratamento do cancer (RAVINDRAN et al.,, 2013; MUKHERJEE et al., 2016;
PATIL e YAKHMI, 2016; VLASCEANU et al., 2016; ZHANG et al., 2016).
Contudo, o comportamento destas NPs em sistemas biolégicos ainda ndo é
totalmente esclarecido. Devido ao fato dos primeiros trabalhos com
nanotecnologia serem ainda recentes, os efeitos crénicos das nanoparticulas
sobre a saude humana e ambiental sdo quase desconhecidos (YIN et al.,
2015). O que se sabe € que a mesma propriedade que as tornam uteis tem o
potencial para torna-las toxicas. As nanoparticulas sado capazes de atravessar a
membrana plasméatica por endocitose. Além disso, suas propriedades fisico-

guimicas, que variam drasticamente em funcdo do tamanho, permitem
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complexacdo com outros compostos que podem eventualmente ser carregados
para o interior celular (NOWACK e BUCHELI, 2007; RAVINDRAN et al., 2013).

1.1.1. Nanoparticulas de Prata (AgNP)

As AgNP sdo utiizadas em mais de quatrocentos produtos
nanotecnoldgicos sendo comercializados e destacam-se por sua atividade
antimicrobiana (VANCE et al., 2015). Com tantas aplicacfes, a preocupacao
com seus efeitos no organismo faz-se presente. Estudos in vitro demonstraram
gue células expostas a AgNP apresentaram alteracdes morfologicas, sinais
claros de estresse oxidativo (reducéo de niveis de glutationa (GSH) e atividade
da superoxido dismutase (SOD), bem como o aumento da peroxidacéo lipidica,
além de fragmentacdo de DNA), sendo detectada apoptose inclusive em
grupos expostos a concentracdes baixas (ARORA et al., 2008; RINNA et al.,
2015).

1.1.2. Nanoparticulas de Ouro (AuNP)

Solucdes coloidais de ouro para fins estéticos e terapéuticos vém sendo
usadas had muitos anos e atualmente AuNP também tém sido usadas para
tratamento de agua e em produtos tecnolégicos (LEE et al., 2011). O uso
potencial de AuNP na medicina, especialmente para imagens, diagnostico e
terapia requer, no entanto, que sua toxicidade seja cuidadosamente
examinada. A citotoxicidade de AuNP tem sido de fato examinada por diversos
grupos de pesquisa (BOISSELIER e ASTRUC, 2009; PAN et al., 2012; NAHA et
al., 2015).

1.2. MELANOMA
No Brasil, a frequéncia do cancer de pele é de 30% entre todos os
tumores malignos registrados, com predominancia em adultos de pele clara.
Embora represente apenas 4% das neoplasias malignas de pele, o melanoma
€ considerado o0 mais agressivo destas neoplasias devido a sua alta

capacidade metastética (INCA, 2016).
A taxa de incidéncia do melanoma no Brasil é de 3,03 (homens) e 2,85

(mulheres) a cada 100 mil habitantes, sendo a regido Sul do pais a mais
afetada por esta doenca. O progndstico desse tipo de céncer pode ser
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considerado bom se o diagndstico e tratamento ocorrerem nos estagios iniciais;
porém, quando ja avancado, isto é, quando ha metastases, a sobrevida
estimada é de 6-9 meses e a estratégia de tratamento para a doenca deve ter
entdo como objetivo aliviar os sintomas e melhorar a qualidade de vida do

paciente (INCA, 2016).

1.3. LINHAGEM DE CELULAS B16F10
As células B16F10 foram isoladas a partir de melanoma de camundongo
(Mus musculus) da linhagem C57BL/6J. Sao células epiteliais fusiformes e

aderentes (Figura 2) com alta capacidade metastatica (ATCC, 2014).
Estas células sdo muito utilizadas em estudos in vitro e por possuirem

alta capacidade de invasdo, sao também empregadas como modelo de estudo
de metastase in vivo, através da inoculagdo em camundongos (FIDLER, 1973;
BOBEK et al., 2010). {Fidler, 1973, Selection of successive tumour lines for

metastasis

Figura 2. Micrografia de células da linhagem B16F10. Fonte: Autora.

2. OBJETIVO GERAL

e Investigar se as nanoparticulas de prata e ouro exercem alguma

influéncia sobre a malignidade das células de melanoma.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
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e Investigar a distribuicdo de células em diferente estagios do ciclo celular
por citometria de fluxo.

e Investigar a ocorréncia de morte celular por citometria de fluxo.

e Investigar a capacidade de fechamento de area disponivel através do

ensaio scratch.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1. CULTIVO DAS CELULAS DA LINHAGEM B16F10
Aliguotas de células da linhagem B16F10 (Banco de Células do Rio de
Janeiro) foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm?, com meio DMEM
(Dulbecco’'s Minimum Essential Medium, pH 7,4; 4500 mg.l" de glicose; 3700
mg.I"* de bicarbonato de sédio), esterilizado por filtragdo em membrana 0,22
um e suplementado com 10% de soro fetal bovino, estreptomicina (10 pug.ml™)

e penicilina (10 U.ml ™).
Para o crescimento e adesao, as células permaneceram em incubadora

a 37 °C e pCO; de 5%, com trocas de meio realizadas a cada 48 h. Para os
experimentos, as células foram desaderidas com o uso de tripsina-EDTA
(0,25% de tripsina, 0,02% de EDTA) por um periodo de 2 a 5 min, contadas,
plagueadas e cultivadas durante 24 h até a realizacdo da exposicao as NPs e

entdo expostas por 24 e 48 h até a realizacao dos ensaios.
Todos os reagentes usados nos procedimentos foram pré-aquecidos em

banho-maria a 37°C.

3.2. SINTESE DAS NANOPARTICULAS
As NPs foram obtidas através da colaboracdo existente com
pesquisador Arandi G. Bezzerra Jr. da Universidade Tecnologica Federal do

Parana.
Estas NPs foram sintetizadas pelo método de ablacdo a laser em meio

liquido, que permite a producdo de nanoestruturas de forma rapida e com
impacto ambiental reduzido, evitando a formagéo de residuos, pois dispensa a
utilizacdo de reagentes quimicos. Esta técnica consiste na focalizacdo de um
feixe de laser pulsado de alta poténcia na superficie de um alvo sélido com alto
grau de pureza (Ag e Au, neste caso) imerso em solvente (dgua bidestilada
estéril) (TEIXEIRA ROSA, 2014). O esquema da montagem experimental &

exibido na Figura 3.
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Figura 3. Esquema da montagem utilizada para realizagdo da ablacdo a laser.
(TEIXEIRA ROSA, 2014).

Depois de sintetizadas as AgNP e AuNP, que apresentam coloracao
amarela e roxa, respectivamente, foram caracterizadas pelas técnicas de
Espectroscopia Ultravioleta-visivel, Espalhamento Dindmico de Luz e potencial
zeta. As NPs apresentavam formato aproximadamente esférico, estreita
distribuicdo de tamanho, com maior prevaléncia entre 1 nm e 2 nm, chegando
até a 4 nm, e relativa estabilidade, sem haver precipitacdo ou agregacao

mesmo apds 6 meses de armazenamento.

3.3. ENSAIOS ANTERIORES
3.3.1. Métodos

Os ensaios anteriores realizados em uma Iniciacao Cientifica no ano de
2015 foram Vermelho Neutro, MTT e Cristal Violeta.

O ensaio de Vermelho Neutro baseia-se na capacidade das células
vidveis de incorporar, assimilar e manter o corante dentro dos endossomos e
lisossomos. E um corante catidnico fraco, que atravessa a bicamada lipidica
das membranas e acumula intracelularmente nos compartimentos de lamen
acido. Xenobioticos podem alterar a membrana lisossomal, o que resulta na
diminuicdo da retencdo do Vermelho Neutro. Dessa forma, € possivel inferir se
as células estéo viaveis, danificadas ou mortas, uma vez que a quantidade de
corante incorporado nas células € diretamente proporcional ao namero de
células com endossomos/lisossomos intactos, sendo quantificado por
espectrofotometria (SVENDSEN et al., 2004; REPETTO et al., 2008).
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O ensaio do MTT baseia-se na capacidade de células viaveis reduzirem
enzimaticamente o MTT (3 - [4,5-dimetil-2-il] -2, brometo de 5-difenil tetrazdlio)
formando cristais de formazan, que possuem cor roxa ao serem dissolvidos em
DMSO, podendo ser quantificados por espectrofotometria. Como as
desidrogenases mitocondriais sdo as principais responsaveis pela reacdo de
reducdo, ha a necessidade de que a célula esteja viavel e suas mitocéndrias
funcionais para que esta reacdo ocorra (MOSMANN, 1983; REILLY et al.,

1998).
O Cristal Violeta (cloreto de pararosanilina), também conhecido como

violeta de Genciana, € um corante basico que c ora o nucleo das células, de
forma que o niumero de células aderidas, consequéncia da taxa de crescimento

celular, pode ser determinado colorimetricamente (GILLIES et al., 1986).
Para a realizacdo desses ensaios foram selecionadas 5 concentracdes

(0,01; 0,1; 1; 10 e 100 ng.ml*) para ambas as NPs.
De acordo com Larese Filon et al. (2015) a barreira cutanea € composta

por duas camadas: a epiderme e a derme. Na derme € que estdo o0s
melandcitos. As AuNPs e AgNPs podem atravessar a camada coOrnea da
epiderme, atingindo a derme, porém em quantidade muito inferior a presente
nos produtos com NPs. Com isso, o estudo realizado simula duas situagdes de
exposicao possiveis. Na primeira, as concentracbes mais baixas de NPs
utilizadas nos ensaios anteriores (0,01; 0,1; 1 ng.ml-1) representam as
concentragdes encontradas no ambiente (0,01-0,03 e 0,14 ng.l-1 para AgNP e
AuNP respectivamente (PEREZ et al., 2009), considerando haver
bioacumulacdo. Na segunda, as concentracdes mais altas de NPs (10 e 100
ng.ml-1) simulam concentracBes possiveis caso haja aplicacdo direta de
produtos com NPs na pele, visto que as concentracées encontradas em
produtos, como bandagens e cosméticos, varia de 22 a 30 ppm (22-30 pg.mi-1)
e de 8 a 30 ppm (8-30 pg.ml-1) para AgNP e AuNP, respectivamente (THE
NANODATABASE, 2013).

3.3.2. Resultados
A exposicdo as NPs causou aumento dos parametros relacionados a
viabilidade celular, verificado através dos ensaios Vermelho Neutro e MTT
(Figuras 4 e 5), mas causou uma queda na proliferacéo, verificado através do
ensaio do cristal violeta (Figura 6).
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Figura 4. Viabilidade celular apds 24h de exposicao (A) e 48h de exposicdo (B) sob
diferentes concentracées de AgNP e AuNP. Média + erro padréo. Asterisco (*) indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
FONTES - Grafico A: SILVA (2014). Gréfico B: Autora.
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Figura 5. Metabolismo mitocondrial apos 24h de exposicao (A) e 48h de exposicao (B)
sob diferentes concentragbes de AgNP e AuNP. Média * erro padrao. Asterisco (*)
indica diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; ***
p<0,001. FONTES - Grafico A: Silva (2014). Grafico B: Autora.
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Figura 6. Proliferac@o celular apos 24h de exposicao (A) e 48h de exposicao (B) sob
diferentes concentracées de AgNP e AuNP. Média + erro padréo. Asterisco (*) indica
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
FONTES - Grafico A: SILVA (2014). Gréfico B: Autora.

Para as analises de Vermelho Neutro e Cristal Violeta os dados foram
testados quanto a normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov (e analisados
através de ANOVA de uma Via, seguidos pelo poOs-teste de Dunnett's (para
comparacdo dos grupos expostos versus controle). Para as analises de
metabolismo (MTT) os dados ndo passaram no teste de normalidade mesmo
depois de transformados, e entdo foram feitas analises nao-paramétricas

(Kruskal-Wallis), seguidas pelo pos-teste de Dunn'’s.

3.4. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Como foi verificado nos ensaios anteriores uma queda significativa na
proliferacdo e aumento dos parametros normalmente associados a viabilidade
celular (ensaios do MTT e Vermelho Neutro), as concentracdes mais altas de
AuNP e AgNP (10 e 100 ng.ml?), que apresentaram os resultados mais
significativos, foram selecionadas para os ensaios de Ciclo celular, Morte
celular e Scratch.

3.5. CICLO CELULAR
A perda do controle sobre a taxa de proliferacdo e morte celular esta
relacionada a doengas como o cancer. Ao estimar a quantidade de DNA da
célula estimam-se as distribuicbes de fase do ciclo celular, visto que a

guantidade de DNA muda durante as fases. O DNA das células pode ser
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qguantificado por citometria de fluxo, com o0 uso do corante iodeto de propidio,

que é fluorescente e intercalante de DNA (CECCHINI et al., 2012).
As células foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm? expostas a

10 e 100 ng.ml* de AuNP e AgNP por 24 e 48 h, desaderidas com o uso de
tripsina-EDTA (0,25% de tripsina, 0,02% de EDTA) e fixadas em alcool 70%. As
células (~10° células) foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas com
lodeto de propidio (Pl) e RNase em 500 pl de staining buffer (PBS com SFB
2%). A andlise foi realizada em citobmetro de fluxo BD FACSCalibur, com 4
aquisicoes de 20000 eventos cada por experimento, em 2 experimentos

independentes.

3.6. MORTE CELULAR

Estudos de apoptose celular foram afetados significativamente desde a
introducéo da citometria de fluxo (RIEGER et al., 2011). lodeto de propidio (PI)
€ amplamente usado juntamente com anexina V para determinar se as células
estdo viaveis, em apoptose ou necrose através de diferencas na integridade da
membrana plasmatica e permeabilidade. Células que estdo em apoptose tém o
fosfolipideo fosfatidilserina (PS) deslocado da monocamada interna da
bicamada lipidica da membrana plasmatica para a monocamada externa, com
a exposicdo de PS ao ambiente externo. A anexina V €& uma proteina
dependente de calcio que tem uma grande afinidade por PS; esta caracteristica
€ usada para identificar células em apoptose com a exposicao de PS. O iodeto
de propidio (PI) é usado para distinguir células viaveis das ndo viadveis. Em
células viaveis, o Pl ndo é capaz de atravessar a membrana, enquanto que em
células mortas ou danificadas ele pode entrar nas células e intercalar no DNA.
Células que séo positivas para Anexina V e negativas para Pl estdo em inicio
de apoptose. Células que s&o positivas para Anexina V e Pl estdo no final de
apoptose, em necrose ou completamente mortas. Células que séo negativas

para Anexina V e Pl estédo viaveis (RIEGER et al., 2011).
Células foram plaqueadas em placa de 24 pocos na razdo de 60000 e

30000 células/poco para os tempos de 24 h e 48 h de exposicdo
respectivamente. Entdo as células foram expostas a 10 e 100 ng.ml* de AuNP
e AgNP, lavadas uma vez com PBS, desaderidas com o uso de tripsina-EDTA
(0,25% de tripsina, 0,02% de EDTA), lavadas duas vezes com PBS e

ressuspendidas em 200 ul de tampdo de ligacdo (10° células). Entdo foi
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adicionado 5 pl da solugdo de marcacdo em cada tubo, e os tubos foram
mantidos a temperatura ambiente (25 °C) por 15 min, protegidos da luz. Por
fim, 200 ul de PBS foram adicionados em cada tubo e as células analisadas em
citobmetro de fluxo, com 3 aquisi¢cdes de 10000 eventos por experimento, em 2

experimentos independentes.

3.7. SCRATCH

O ensaio scratch tem baixo custo e € um meétodo muito utilizado para
verificar o fechamento de area livre de células, processo que depende da
migracao/proliferacdo celular. Os passos basicos envolvem a criacdo de um
risco em uma monocamada de células confluentes, e captura de imagens no
inicio e em intervalos regulares. Comparando as imagens € possivel verificar a
porcentagem de fechamento do risco ou tempo necessario para o completo
fechamento. Uma das grandes vantagens deste método simples € que ele
mimetiza até certo ponto a migracao de células in vivo, por exemplo, a remoc¢ao
de parte do endotélio dos vasos sanguineos induz a migracdo de células
endoteliais para a area aberta para fechar a ferida. Aléem disso, os padrdes de
migracdo, tanto em células frouxamente ligadas (p. ex. fibroblastos) ou mais
firmemente ligadas (p. ex. células epiteliais e células endoteliais) também
imitam o comportamento dessas células durante a migracéo in vivo (LIANG et
al., 2007). No cancer, a migracao celular desempenha um papel central para o

estabelecimento de metastases (GLAR et al., 2012).
Células foram plagueadas em placas de 96 pocos na razdo de 30000

células/poco e expostas as concentracdes de 10 e 100 ng.ml* de AuNP e
AgNP. Apés 24 h de exposicdo, o meio de cultura foi descartado e meio sem 0s
contaminantes foi adicionado. Com o auxilio de ponteiras 10 ul foi feito um
“risco” com a ponta da ponteira no meio de cada pog¢o. O meio foi nhovamente
descartado e os pocos lavados duas vezes com meio para retirada de células
soltas. Apés esses procedimentos, 200 pl de meio sem SFB foram adicionados
em cada poco. Os pocos da placa foram observados e fotografados em
microscoépio invertido nos tempos 0 h e 48 h, e entéo foi analisado o percentual
de fechamento do risco em cada grupo exposto através do software ImageJ.

Foram feitos dois experimentos independentes.
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3.8. ANALISE DOS DADOS
Para a analise dos ensaios de Ciclo Celular, Morte Celular e Scratch foi
utilizada analise ndo paramétrica (Kruskal-Wallis), seguidas pelo pos-teste de

Dunn’s.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CICLO CELULAR
As AgNP e AuNP alteram o ciclo celular, particularmente apos 48 h de
exposicdo, com aumento do percentual de células na fase S (=249%) e reducao
na fase G1 (=14%) (Figura 7). Como houve reducéo da proliferacao das células
B16F10 apds exposicdo a estas concentracbes de ambas NPs (ensaio de
cristal violeta) em estudo anterior, acredita-se que esteja havendo retencao das

células em fase S.

Ciclo celular
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Figura 7. Ciclo celular apds 24 h e 48 h de exposigéo sob diferentes concentracdes de
AgNP e AuNP . Média * erro padrdo. Asterisco (*) indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Em outros estudos com células tumorais humanas de mama e pulmao
também foi verificado que as AGNP e AuNP alteram o ciclo celular. Ramalingam
et al. (2016) verificaram que houve aumento do percentual de células tumorais

humanas de pulmdo, linhagem A549, em S e GO/G2 apds exposicdo a AuNP
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em 218%. J& Choi et al. (2012), que também estudaram os efeitos de AUNP na
linhagem celular A5A9, verificaram aumento da proporcdo de células na fase
G1. Chairuangkitti et al. (2013) também verificaram que as AgNP causam
retencao das células A5A9 na fase S. Para células tumorais humanas de mama
MCF7, houve um aumento progressivo no numero de células positivas para Pl
apos exposicdo as AgNP (GAJENDRAN et al., 2014) e de células em G2/M
apos exposicao a AUNP (KONDATH et al., 2014).

A retencdo das células na fase S e a reducao da proliferacéo celular séo
efeitos importantes do ponto de vista terapéutico, com possibilidade de

aplicacao dessas NPs no tratamento do melanoma.

4.2. MORTE CELULAR
Foi observado aumento de células em final de apoptose/necrose no
grupo exposto a 100 ng.ml* de AgNP em relacdo ao grupo controle (26% em
24 h e 7% em 48 h de exposicéo). Além disso, em 48 h de exposi¢cao os quatro
grupos expostos apresentaram aumento de células em inicio de apoptose em

relacéo ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 8. Morte celular apos 24 h e 48 h de exposi¢éo sob diferentes concentragfes de
AgNP e AuNP. Média + erro padrdo. Asterisco (*) indica diferenca significativa em

relacdo ao grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001.
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Em outros estudos com células tumorais humanas também foi verificado
gue as AgNP e AuNP causam morte celular. Kovacs et al. (2016) verificaram
um aumento da proporcdo de células de osteosarcoma da linhagem Saos-2
positivas para Anexina V e PIl, ap0s 24 h de exposi¢cdo as AgNP. Austin et al.
(2015) verificaram aumento de apoptose e necrose em ceélulas de carcinoma
humano, linhagem HSC-3, expostas as AgNP, enquanto que células expostas
as AuNP tiveram um pequeno aumento somente de necrose.

Em outro estudo com célula ndo-tumoral, kumar et al. (2015) verificaram

aumento de morte celular nas células de fibroblastos de rato, linhagem L929,
expostas a 50 ug.ml* de AgNP por 24 h (aumento de 22 vezes na percentagem

de células apoptoticas e de 33 vezes na percentagem de células necroticas).

4.3. SCRATCH
Foi observado no grupo exposto a 100 ng.ml* de AuNP um menor
fechamento do risco em relagdo ao grupo controle, nos outros grupos nao
houve diferenca significativa (Figura 9). Esse resultado corrobora o resultado
encontrado no ensaio do cristal violeta, em gque essa concentracdo também foi

a que mais diminuiu a proliferagéo celular.
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Figura 9. Migracdo celular apés 24 h de exposicao sob diferentes concentracdes de
AgNP e AuNP. Média £ SEM. Asterisco (*) indica diferenca significativa em relagéo ao
grupo controle. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Estudos como de Kalishwaralal et al. (2011) e Kalishwaralal et al. (2009)
mostraram que as AuUNP e AgNP inibiram a migracéo de células endoteliais da
retina bovina. Outro estudo de Karuppaiya et al. (2013) mostrou que as a
exposicdo a AuNPs também pode diminuir a migracdo de fibrossarcoma
humano, linhagem HT-1080. Porém, estudos como de Choo et al. (2016)
sugerem que a exposicao crénica as AgNP pode induzir migracédo celular e
invasdo em células epiteliais brébnquicas humanas, linhagem BEAS-2B, o que
mostra a necessidade de mais estudos para avaliar a citotoxicidade dessas
NPs.
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5. CONCLUSAO

A exposicao das células B16F10 as AgNP e AuNP alterou o ciclo celular,
aumentando o percentual de células na fase S. Como no ensaio do Cristal
Violeta e Scratch foi observado que a exposicdo as NPs também reduziu a
proliferacdo/migracdo das células, acredita-se que esteja havendo retencao
das células em fase S. No grupo exposto a maior concentracdo de AgNP foi
observado aumento de células em final de apoptose/necrose. Além disso, em
48 h de exposicdo 0s quatro grupos expostos apresentaram aumento de
células em inicio de apoptose. Desta forma, ndo ha indicios que as AgNP e
AuNP alteram o fendtipo de células B16F10 ao ponto de torna-las mais

agressivas/malignas.
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