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RESUMO

O cancer representa um dos principais problemas de satide publica mundial, devido sua alta
incidéncia e mortalidade. Apesar dos avangos terapéuticos, os tratamentos oncoldgicos
convencionais ainda apresentam efeitos colaterais significativos, como a imunossupressao, que
comprometem a resposta imunoldgica do paciente e aumentam o risco de infecgdes
oportunistas. Deste modo, a busca por agentes terapé€uticos com propriedades antimicrobianas
associadas a atividade antitumoral € particularmente relevante, pois pode ampliar a eficacia
clinica e reduzir complica¢des infecciosas durante o tratamento. Neste contexto, este trabalho
avaliou o potencial in vitro antitumoral e antimicrobiano de nanocristais de 6xido de zinco
(ZnO) dopados com diferentes teores de prata. Os ensaios de viabilidade celular demonstraram
que os tratamentos ndo atingiram indice de seletividade (IS) > 2, embora os tratamentos ZnO:
0,3 Ag e Zn0:0,7 Ag alcangaram IS de 1,53 e 1,54, respectivamente, para a linhagem tumoral
de prostata (PC-3). Por outro lado, a linhagem de pulmao (A549) mostrou baixa sensibilidade,
com auséncia de redu¢do da viabilidade celular significativa na maioria das concentragdes. Em
relagdo a atividade antimicrobiana, observou-se que apenas 0s nanocristais com altas
concentragdes de prata exibiram efeito marcante. Em particular, a formulagdo com 11% de
dopagem apresentou inibicdo intensa contra todas as cepas avaliadas, as quais incluem
Staphylococcus aureus e sua cepa mutante resistente a meticilina, Pseudomonas aeruginosa
VIM, Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos, Escherichia coli e Salmonella
typhimurium. Esses resultados evidenciam o impacto da dopagem metdlica na atividade
bioldgica, destacando o potencial dos nanocristais ZnO:Ag em terapias integradas nos
tratamentos oncologicos € no combate a infecgdes bacterianas.

Palavras-chave: Cancer de prostata; Cancer de pulmao; Bactérias multirresistentes;

Nanotecnologia.



ABSTRACT

Cancer represents one of the major global public health problems due to its high incidence and
mortality. Despite therapeutic advances, conventional oncological treatments still present
significant side effects, such as immunosuppression, which compromise the patient’s immune
response and increase the risk of opportunistic infections. Thus, the search for therapeutic
agents with antimicrobial properties combined with antitumor activity is particularly relevant,
as it may enhance clinical efficacy and reduce infectious complications during treatment. In this
context, this study evaluated the in vitro antitumor and antimicrobial potential of zinc oxide
(ZnO) nanocrystals doped with different silver contents. Cell viability assays demonstrated that
the treatments did not reach a selectivity index (SI) > 2, although Zn0O:0.3Ag and ZnO:0.7Ag
treatments achieved SI values of 1.53 and 1.54, respectively, for the prostate cancer cell line
(PC-3). On the other hand, the lung cancer cell line (A549) showed low sensitivity, with no
significant reduction in cell viability at most concentrations. Regarding antimicrobial activity,
it was observed that only nanocrystals with high silver concentrations exhibited a marked effect.
In particular, the formulation with 11% doping showed strong inhibition against all evaluated
strains, which included Staphylococcus aureus and its methicillin-resistant mutant strain,
Pseudomonas aeruginosa VIM, carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae, Escherichia colli,
and Salmonella typhimurium. These results highlight the impact of metallic doping on
biological activity, underscoring the potential of ZnO:Ag nanocrystals for integrated therapies
in cancer treatment and in combating bacterial infections.

Keywords: Prostate cancer; Lung cancer; Multidrug-resistant bacteria; Nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e etiologia do cancer

A conceituacao do cancer, mesmo antes de sua definicdo formal como entidade
patoldgica, permeia a histéria da medicina. Registros arqueoldgicos, como um papiro egipcio
do século VII a.C. atribuido a Imhotep, ja descreviam massas tumorais invasivas, evidenciando
a antiguidade desta enfermidade. A terminologia que hoje empregamos tem suas raizes na
Grécia Antiga: Hipocrates (c. 400 a.C.), ao observar a morfologia de tumores com vasos
sanguineos radialmente dilatados, cunhou o termo karkinos (caranguejo) pela analogia visual
com o crustaceo. Paralelamente, a palavra onkos (massa ou fardo) capturava a percep¢do da
doenga como um peso imposto ao corpo. No que diz respeito a sua etiologia, Hipdcrates propos
a influente Teoria Humoral, atribuindo a origem do cancer e de outras doengas a um
desequilibrio entre os quatro fluidos corporais essenciais: sangue, catarro, bile amarela ¢ bile
negra. Séculos mais tarde, Stah e Hoffmann sugeriram que a causa estaria associada a processos
de fermentagdo e degradacdo da linfa. No entanto, foi somente no século XIX, com a Teoria
Blastema de Johannes Miiller, que se demonstrou definitivamente que o cancer era, em sua
esséncia, uma proliferagdo de células andmalas, marcando a transi¢do da doenca de uma
concepecao filoséfica para uma base celular e cientifica (Freitas, 2023),

Hoje, o termo cancer € utilizado para englobar um conjunto heterogéneo de mais de 200
doengas, conhecidas como neoplasias malignas. Sua caracteristica fundamental reside na
divisdo desordenada e descontrolada de células do organismo, as quais adquirem a capacidade
de invadir tecidos adjacentes e metastatizar para 6rgaos distantes, interferindo severamente na
homeostasia corporal. Embora compartilhem essas caracteristicas comuns de malignidade, os
diversos tipos de cancer sdo patologias distintas, apresentando notavel variabilidade em sua
origem genética e histopatoldgica, padrdo de progressdo, grau de agressividade, opgdes
terap€uticas e resposta ao tratamento (INCA, 2022).

A descobertas destas caracteristicas tornou-se possivel devido os avangos cientificos
marcados ao longo do século XX, dentre eles a identificagdo de duas familias de genes com
funcdes antagdnicas relacionadas ao cancer: os proto-oncogenes, envolvidos no estimulo ao
crescimento e divisdo celular, e os genes supressores de tumor, associados a apoptose (morte
celular programada), a reparacdo de danos no DNA e a inibi¢do da proliferagdo celular. Em
condi¢des fisiologicas saudaveis, ambos desempenham func¢des de vigilancia no genoma

(Caldeira, 2016). Contudo, estdo sujeitos a modificagdes, sejam elas hereditarias ou adquiridas
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por exposi¢des ambientais, dieta ou hormodnios, as quais podem levar a proliferacao
descontrolada de células neoplésicas, possibilitando o desenvolvimento de tumores malignos
(Klaunig, 2018).

Diante desse panorama de avangos no entendimento do funcionamento celular das
células tumorais, o conceito “Hall Marks” introduzido por Weinberg ¢ Hanahan em 2000 e
atualizados em 2022 foi expandido ao longo dos anos, esse engloba dez marcas essenciais que
definem a biologia das células neoplasticas humanas, as quais conferem vantagens quando
comparadas a células normais. Essas marcas incluem: producao da propria sinalizagdo
proliferativa; evasdao dos supressores de crescimento; evasdo do apoptose; imortalidade
sustentada; angiogénese sustentada; invasdo e metastase; inflamagdo promotora tumoral;
instabilidade genomica e mutacdes; desregulagdo da energética celular e escape do sistema

imune conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 - Representacio esquematica das dez “Hall Marks” essenciais
Fonte: Adaptado de Hanahan (2022)

As mutagdes descritas por Weinberg e Hanahan decorrem, em grande parte, de fatores
ambientais, do estilo de vida e de predisposicdes genéticas da populacdo. Esses elementos
contribuem para que o cancer se consolide como o principal problema de satde publica
mundial, com mais de 19 milhdes de casos registrados globalmente em 2022 segundo a

International Agency for Research on Cancer (IARC). Dentre esses casos, o cancer de pulmao
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apresentou a maior incidéncia, com 2,5 milhdes de novos casos (12,4% do total), seguido pelo
o cancer de prostata, com aproximadamente 1,5 milhdo de casos (7,3%). Para a populagao
brasileira, a [ARC projeta um incremento de 83,5% na incidéncia de casos até o ano de 2050.
Diante desses dados, evidencia-se que os canceres de pulmao e prostata nao apenas
configuram um desafio crescente para a saude publica, mas também geram impactos sociais €
econdmicos relevantes. O aumento expressivo de sua incidéncia implica maior demanda por
recursos do sistema de saude, além de refletir diretamente na qualidade de vida dos pacientes e
de suas familias, refor¢ando a urgéncia de estratégias eficazes de prevencao, diagndstico

precoce e tratamento.

1.1.1 Cancer de prostata

A prostata € um orgao pélvico, localizado na parte inferior a bexiga e anterior ao reto.
E a principal glandula acessoria do sistema reprodutor masculino, responsavel pela produgio
do fluido prostatico, que favorece a nutrigdo, sobrevivéncia e movimentagdo dos
espermatozoides apds a ejaculacdo (Pernar ef al., 2018). A classificacdo histoldgica do cancer
de prostata segue as diretrizes de 2016 da Organizacdo Mundial de Saude para tumores do
sistema urinario e 6rgdos sexuais masculinos sendo eles: tumores epiteliais, mesenquimais,
hemato-linfoides, miscelaneos e neuroendocrinos (Humphrey et al., 2016).

As neoplasias malignas de prostata ocupam a segunda posicdo entre os tipos de cancer
mais incidentes na popula¢do masculina mundial, totalizando aproximadamente 1,4 milhao de
novos casos em 2020. No contexto brasileiro, desconsiderando-se os tumores de pele ndo
melanoma, o cancer de prostata também figura como o segundo mais frequente na populagao
em geral. Para o triénio 2023-2025, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima a ocorréncia
de cerca de 71.730 novos casos por ano. Entre os homens, trata-se do tipo de cancer mais
incidente, com risco estimado de 67,86 casos a cada 100 mil habitantes (INCA, 2023).

O rastreamento do cancer de prostata ¢ recomendado para homens acima de 45 anos de
idade, majoritariamente feito com toque retal associado a dosagem sérica do antigeno prostatico
especifico (PSA) (Steffen et al., 2018). O toque retal verifica a regularidade, tamanho, forma,
consisténcia, sensibilidade, presenca de ndédulos e entre outras caracteristicas da glandula.
Enquanto o PSA avalia a quantidade antigenos prostaticos especificos feito por meio da coleta
de sangue, utilizado clinicamente para embasar o diagnostico, prognostico € monitoramento da
terapia. (Silvestre et al., 2021).

Como o cancer de prostata ¢ geralmente assintomatico em seus estadgios iniciais, a
realizagdo combinada de exames preventivos constitui um método eficaz de rastreamento,

aumentando as chances de remissdao quando o tumor ¢ detectado precocemente. Esse
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diagnodstico precoce contribui para a reducdo das sequelas associadas ao tratamento,
favorecendo um manejo clinico menos invasivo € melhorando o prognoéstico do paciente (Wei
etal., 2023).

Entretanto, as normas sociais de masculinidade desencorajam o autocuidado e
contribuem para a evasdo da populacdo masculina aos programas de saude preventiva, o
preconceito relacionado aos métodos de prevencdo do cancer de prostata, principalmente, ao
exame de toque retal, constitui uma barreira significativa a adesao dos homens aos servigos de
saude. Como consequéncia, gera-se um aumento de diagnosticos tardios, dificultando o
tratamento e elevando a mortalidade associadas as neoplasias prostaticas (Leal et al., 2023).

A terapia hormonal primdria tende a mostrar um bom progndstico como resposta
inicial, com remissdo a qual geralmente dura de 1 a 2 anos. No entanto, as cé¢lulas malignas
tornam-se resistentes a essa terapia, progredindo para um estado de cancer de prostata resistente
a castragdo (CRPC) com potencial metastatico. Uma vez que se torna CRPC metastatico, ha
poucas op¢des de tratamentos eficazes disponiveis e o paciente passa a ter um progndstico
desfavoravel, com uma taxa de sobrevivéncia limitada, destacando a necessidade pela busca de

novos tratamentos (Teo; Rathkopf; Kantoff, 2019; Mansinho et al., 2018; Haung ef al., 2023).

1.1.2  Cancer de pulmao

Os pulmdes sdo o6rgados de formato piramidal, que estdo situados de cada lado da coluna
vertebral, e apoiados sobre o diafragma, na cavidade toracica. O pulmao direito apresenta maior
volume e largura, sendo dividido em trés lobos: superior, médio e inferior, enquanto o pulmao
esquerdo possui apenas dois lobos, superior e inferior. Ambos sdo revestidos pela pleura, uma
membrana serosa que reduz o atrito durante os movimentos respiratorios. A principal fun¢ao
dos pulmoes ¢ a hematose, processo pelo qual ocorre a troca gasosa entre o oxigénio inalado e
o dioxido de carbono proveniente do metabolismo celular (Duarte, 2014).

A classificagdo histoldgica do cancer de pulmao divide-se em carcinomas de pequenas
células (CPCP), caracterizados pelo seu rapido crescimento associado frequentemente a alta
metastase, e carcinomas de nao pequenas células (CPNPC), mais comuns, os quais incluem o
carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma e carcinoma de células grandes (INCA,
2022).

Atualmente, o cancer de pulmao tem como principal causa o tabagismo, devido a sua
popularizagdo ao fim do século XIX, com o advento da mecanizacdo e das propagandas de
consumo em massa. Este tem prevaléncia na populacdo masculina, possivelmente por conta da

maior exposi¢do ao fumo, piores habitos de vida e alimentagdo, além da pouca procura por
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servigos de saude, entretanto a populacdo feminina apresentou maior crescimento padrdo no
periodo de 2013 a 2019, seguindo a tendéncia das ultimas décadas de aproximagdo das taxas de
incidéncia entre os sexos (Nunes; Kock, 2024; Tolwin; Gillis; Peled, 2020).

O tabagismo e a idade sdo critérios pertinentes para classificar os grupos de risco nas
diretrizes de rastreamento do cancer de pulmdo. Em 2019, o percentual de pacientes
diagnosticados com cancer de pulmio que sdo fumantes e ex-fumantes no RHC (Registro
Hospitalar de Cancer) representava 80% casos. Em relacdo a idade, 73% dos casos totais eram
de pacientes com 60 anos ou mais (Campos et al., 2024).

O pulmio, principal 6rgdo integrante do sistema respiratdrio, quando sujeito as
neoplasias malignas assume a terceira colocacdo das estimativas para o periodo de 2018-2040
em incidéncia (22,5%) e mortalidade (18,6%) em ambos os sexos feitas pelo projeto
GLOBOCAN da Word Health Organization International / Agency for Research on Cancer
(WHO/IARC).

No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2023-2025 ¢ de 32.560 novos casos,
sendo 18.020 entre os homens e 14.540 entre as mulheres, representando um risco estimado de
17,06 ¢ 13,15 a cada 100 mil habitantes, respectivamente (INCA, 2022). Em termos de
mortalidade, em 2020, ocorreram 16.009 6bitos por essa neoplasia maligna segundo o INCA
(2022).

As tendéncias da mortalidade por cancer de pulmido no Brasil estdo fortemente
relacionadas ao diagnostico tardio, principalmente, gerado pela falta de incorporagdo e
distribui¢do das tecnologias direcionadas a detec¢do deste, estima-se que cerca de 70% dos
pacientes com CPNPC sejam diagnosticados em estagios localmente avancados ou metastaticos
(IIT e TV, respectivamente). Além da alta taxa de diagnésticos em estagio tardio, observa-se
também uma a baixa frequéncia de pacientes que recebem tratamento, sendo esses seguindo a
linha padrao de cirurgias de remogao do tumor atreladas com radio e quimioterapias (Araujo et
al., 2018). Ressaltando a urgéncia de investimentos em politicas publicas que ampliem o
acesso a informacao, ao diagndstico precoce e as terapias eficazes, bem como a necessidade de

fomentar o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

1.2 Imunossupressiao relacionada a oncologia
Entre as diferentes abordagens terapéuticas para o tratamento do cancer, a quimioterapia
destaca-se como uma estratégia eficaz. Trata-se de um tratamento quimico e sistémico utilizado

para o controle e combate a doenga. No entanto, devido a sua baixa seletividade, a quimioterapia
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pode causar danos indiscriminados as células saudaveis do paciente, resultando em diversos
efeitos colaterais que dificultam tanto a condugdo do tratamento quanto a manutencdo da
qualidade de vida. Entre esses efeitos, destacam-se fadiga, nauseas, vOmitos, alopecia,
mucosite, diarreia ou constipagao, anemia, neutropenia, trombocitopenia, alteragdes cognitivas,
infertilidade e alteragdes emocionais, como ansiedade e depressdo. A intensidade e a frequéncia
desses efeitos variam conforme o tipo de quimioterapico utilizado, a dosagem administrada e a
resposta individual do paciente (Pedroso ef al., 2021; Disner e Pestana, 2025).

Esses efeitos adversos ndo se limitam a sintomas clinicos imediatos, mas incluem
também a imunossupressdo. Condigdo marcada pela redugdo ou inibi¢ao da atividade do
sistema imunologico. Esta ocorre em razdo dos alvos das terapias atuarem de forma citotoxicas
sobre células de alta taxa proliferativa, abrangendo as neoplésticas, mas também células de
outros sistemas como as hematopoiéticas (Abbas; Lichtman; Pillai, 2015).

As células hematopoiéticas estdo localizadas na medula 6ssea, e sdo responsaveis pela
formagao dos componentes celulares do sangue, incluindo as células do sistema imune. Ao
reduzir a atividade dessas, leva-se a diminui¢do quantitativa e qualitativa de linfocitos,
neutrofilos e outras células imunocompetentes. Como consequéncia, hd um comprometimento
no quadro de respostas imunes humorais ¢ de mediadas por células (Abbas; Lichtman; Pillai,
2012).

Diante deste cenario, pacientes oncologicos mostram-se mais suscetiveis a infecgoes,
sendo esta uma das uma das principais causas de complicacdo e mortes relacionada a
quimioterapia (Galloway-Pend; Brumlow; Shelburne, 2017). Conforme a revisdo de Silva e
Castella (2022), bactérias como E. coli, Klebsiella spp., P. aeruginosa, Staphylococcus spp.
Streptococcus spp estdo entre os agentes etiologicos mais prevalecentes de infecgdes da
corrente sanguinea em pacientes oncoldgicos. Fato que agrava o a complexidade de tratamento,
uma vez que a resisténcia a antimicrobianos vinculada a esses microrganismos dificulta a
escolha terap€utica, limita ao arsenal de antibioticos disponiveis e esta associada a maiores
taxas de falha terapéutica de acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS) em 2019.

Frente a esse contexto, torna-se evidente a necessidade de novas estratégias terapéuticas
que vao além da assepsia e cuidado convencionais para com os pacientes oncoldgicos. A busca
por novos agentes antimicrobianos com eficacia contra patdogenos multirresistentes torna-se
imperativa, sobretudo por farmacos que alinhem propriedades antitumorais € antimicrobiana.
Essa abordagem integrada apresenta-se como uma alternativa potencial e promissora para

atender as complexas demandas clinicas de pacientes oncoldgicos imunossuprimidos.
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1.2.1 Cenario das infecgdes bacterianas

As bactérias constituem um grupo de microrganismos procariotos com ampla
diversidade, cuja trajetoria evolutiva remota a mais de 3,8 bilhdes de anos, representando uma
das formas de vida mais antigas e adaptaveis da Terra. Sua morfologia celular simples, atrelada
a complexidade metabdlica, favoreceu sua irradiacdo adaptativa a diversos nichos ecologicos.
Do ponto de vista clinico, apresentam relevancia ambivalente, podendo contribuir como
simbiontes associados ao processo fisiologicos ou como agentes etiologicos de infecgdes
(Madigan et al., 2010; Tortora, Funke, Case, 2017).

As bactérias podem ser classificadas, desde a proposta de Hans Christian Gram em
1884, em dois grandes grupos com base na composi¢do e organizagdo da parede celular. As
gram-positivas sdo caracterizadas por uma espessa camada de peptideoglicano, responséavel por
conferir rigidez e prote¢do celular. As gram-negativas, apresentam uma organizacao estrutural
mais complexa, composta por uma tripla camada de revestimento: membrana externa,
periplasma e membrana citoplasmatica (Madigan et al., 2010; Silhavy, 2015; Breijyeh, Jubeh,
Karaman, 2020).

A membrana externa constitui a principal caracteristica distintiva das bactérias gram-
negativas (Figura 2). Essa estrutura corresponde efetivamente a uma segunda bicamada
fosfolipidica composta também por lipopolissacarideo (LPS), distribuidos na face mais externa
da membrana. Tais componentes estdo frequentemente relacionados a viruléncia bacteriana e a
indugdo de respostas inflamatorias intensas em hospedeiros humanos, devido a endotoxidade

conferida ao lipideo “A” da camada de LPS. (Madigan et al., 2010; Tortora, Funke, Case, 2017).

Lipidio A

Lipopolissacaridio

Membrana |
externa
Parede |

celular |

Periplasma ) J S ') \-}

Membrana
citopliasmitica

Figura 2 - Estrutura de revestimento tripla de bactérias Gram-negativas
Fonte: Adaptado Madigan et al. (2010)
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A relevancia clinica dessas estruturas ¢ evidenciada pelo impacto que as infecc¢des
bacterianas figuraram como uma das principais causas das elevadas taxas de mortalidade
durante a historia da humanidade. Antes da era dos antibidticos, doengas como pneumonia
bacteriana apresentavam letalidade de a 70%-90% (Aggarwal; Lokken-Toyli; Weiser, 2024).
A descoberta da penicilina em 1928 por Alexander Fleming e sua posterior produgdo em massa
durante a segunda guerra mundial, marcam o inicio de uma nova era na medicina moderna,
possibilitando avangos significativos para o tratamento de infec¢des graves (Alsan et al., 2021).

Entretanto, esse antibidtico apresentava algumas limitagdes estruturais as quais o
tornavam mais suscetivel a hidrélise por enzimas bacterianas. Com o intuito de superar essas
limitagdes da penicilina, modificagdes como a substituicdo do atomo de enxofre por carbono
no C-1, a introdu¢do de uma ligacdo insaturada entre os carbonos C-2 e C-3 e a configuracao
trans do radical hidroxietil no C-6, foram feitas de modo a conferem maior estabilidade frente
as B-lactamases e ampliarem sua eficécia clinica. (Nguyen; Joshi, 2021).

Assim como as penicilinas, por fazerem parte da classe de B-lactamicos, 0 mecanismo
de a¢do dos carbapenémicos ¢ sobre as proteinas ligadoras de penicilina, inibindo a sintese da
parede celular, porém com eficdcia estendida a patdgenos multirresistentes, incluindo cepas
Gram-negativas e anaerobias, tornando-se amplamente utilizados na pratica médica (Papp-
Wallace et al., 2011).

Apesar do papel decisivo dos antimicrobianos na reducdo da mortalidade por infec¢des,
sua prescricdo extensiva e indiscriminada, somada a regimes de dosagem inadequados
impuseram uma intensa pressdo seletiva sobre os microrganismos, moldando um cenario
favoravel a emergéncia e disseminacao de cepas com perfis multirresistentes, inclusive entre
patogenos previamente sensiveis a farmacos de amplo espectro (Giacomini et al., 2021,
Nguyen, Joshi; 2021).

As bactérias desenvolveram multiplos mecanismos de resisténcia, sendo a producdo de
enzimas carbapenemases um dos mais preocupantes. Segundo a classificacdo de proposta por
Ambler (1980), as B-lactamases sdo divididas em quatro classes: A, B, C e D, com bases em
suas estruturas € mecanismos. As enzimas de classe A, C e D contém serina em seu sitio ativo
e sdo caracterizadas por hidrolisar eficientemente grande parte dos B-lactdmicos quando
codificadas em plasmideos, o que além de garantir alto fator de viruléncia facilita a
disseminagdo para outras bactérias. O tipo KPC (Carbapenemase de Klebsiella pneumoniae) €
o exemplo mais representativo da classe A e as cepas de Acinetobacter baumannii representam
as oxacilinases da classe D (Naas, Dorted; Iorga; 2016; Sawa, Kooguchi; Moriyama, 2020;
Zander et al., 2014).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Aggarwal+SD&cauthor_id=39638898
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Lokken-Toyli+KL&cauthor_id=39638898
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Weiser+JN&cauthor_id=39638898
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As B-lactamase de classe B, possuem o metal zinco no centro ativo da enzima e
codificam metalo-f-lactamases, em genes inseridos em diferentes partes do material genético
da bactéria como: integron, transposon, plasmideo e cromossomos. Como exemplo tém-se as
codificadas pelo integron de Verona (VIM) detectado em diferentes mutacdes de cepas
Pseudomonas aeruginosa (Pournaras et al, 2002; Sawa, Kooguchi; Moriyama, 2020).

Esse fenomeno de resisténcia agrava os desfechos clinicos, eleva os custos hospitalares
e demanda intervengdes em escala global e nacional. Segundo estudo divulgado pela OMS,
estima-se que em 2019 a resisténcia a antimicrobianos foi associada a 4,95 milhdes de obitos
de forma indireta e em outros 1,27 milhdes causada diretamente por microrganismos resistentes
a antibidticos (Murray et al., 2022). Em uma perspectiva nacional, segundo do Boletim
Epidemiologico (2024) gerenciado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
ao analisar o periodo pandémico e ao pré-pandémico, o aumento das bactérias resistentes, como
as produtoras de carbapenemases, ¢ expressivo tanto em termos quantitativos quanto
qualitativamente.

Dessa forma, o cendrio atual da oncologia e da microbiologia clinica revela desafios
interconectados de grande relevancia para a satide publica. A elevada incidéncia e mortalidade
do cancer de pulmao e de prostata, somada aos efeitos adversos da quimioterapia, que devido a
sua baixa seletividade frequentemente induz imunossupressdo, tornam o0s pacientes
especialmente suscetiveis a infecgdes bacterianas oportunistas e resistentes. Paralelamente, a
emergéncia de cepas bacterianas multirresistentes, em razdo do uso indiscriminado dos
antibioticos, evidenciam a crescente dificuldade de controle das infec¢des, ampliando o risco
clinico e limitando a eficacia das terapias convencionais. Portanto, nesse cenario multifatorial,
a nanotecnologia surge como uma abordagem inovadora e promissora, permitindo a cria¢ao de
sistemas de entrega de farmacos altamente seletivos. Tais sistemas ndo apenas potencializam a
acdo terapéutica sobre células tumorais, minimizando os efeitos adversos da quimioterapia,
como também possibilitam estratégias dirigidas para superar a resisténcia bacteriana,
oferecendo, assim, solucdes integradas que atendem simultaneamente as demandas do

tratamento oncoldgico e do controle infeccioso.

1.3 Nanocristais de 6xidos metalicos

O fisico Richard P. Feynman, ganhador do Prémio Nobel, durante sua apresentacao na
Reunido Anual da Sociedade Americana de Fisica de 1959, introduz pela primeira vez o termo
nanotecnologia para referir-se a aspectos do universo nanométrico até entdo nunca

interpretados. Desde entdo, a nanotecnologia usa da producdo e inovagao do conhecimento para
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manipular, controlar e integrar a matéria a nivel atomico e molecular em diversos ambitos
cientificos, se relacionando de forma correlacionada a nanociéncia (Feynman, 1959; Hornyak
etal., 2018).

A nanociéncia consiste no estudo, compreensao e investigacao das propriedades que
surgem devido escala reduzida dos materiais. Esta atua como uma ciéncia de fronteira,
interligando diversas areas do conhecimento como a biologia, a quimica, fisica, medicina, entre
outras. A qual envolve a alteracdo de materiais em escala nanométrica, geralmente entre 1 a
100 nm, com intuito de inovar em ferramentas e abordagens teranosticas (Hornyak et al., 2018;
Das et al., 2025).

Nesse contexto revolucionario, a nanociéncia reflete um avango ao ultrapassar barreiras
bioldgicas limitantes das terapias convencionais, oferecendo estratégias mais eficazes ao
reduzir efeitos colaterais, otimizar a entrega seletiva de firmacos e promover um controle mais
preciso sobre a liberagdo do principio ativo (Lhaglam et al., 2024; Malik; Muhammad; Waheed,
2023; Wang et al., 2024).

Dentre as diferentes abordagens da nanociéncia, os nanocristais (NCs) de 6xidos
metalicos representam uma classe de nanomateriais com propriedades Opticas, eletronicas e
cataliticas derivadas do confinamento quantico e da alta relagdo superficie-volume (Cao; Wang,
2011). A metodologia de sintese dos nanocristais permite modular o tamanho, morfologia e a
cristalinidade, fatores os quais diferenciam suas interacdes biologicas quando comparadas as
suas formas amorfas dos 6xidos (Reis, 2014).

Além dos atributos fisico-quimicos, nanocristais de Oxidos metalicos tém sido
explorados na pratica clinica experimental, devido a sua biocompatibilidade, atividade
antimicrobiana, capacidade de geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e propriedades
magnéticas ou fotocataliticas. Caracteristicas as quais os tornam candidatos promissores para
aplicagdes em terapia alternativas. (Salleh et al., 2020; Madkhali, 2023).

Diversos estudos t€ém demonstrado o potencial terapéutico de nanocristais no tratamento
de infec¢des, destacando, inclusive, perfis favoraveis de seguranca biologica. Segundo Gomes
(2022), os resultados obtidos em modelos in vivo demonstraram que nanocristais de 6xido de
zinco dopados com prata ndo induzem efeitos toxicos significativos sobre a func¢do renal,
reforgando a viabilidade como agentes terapéuticos em contextos infecciosos.

No ambito das terapias oncoldgicas, a nanotecnologia tem se destacado pelo seu
potencial genotdxico seletivo. De acordo com os estudos de Wahab et al. (2013), nanocristais
de 6xido de zinco atuam como agentes clastogénicos e genotoxicos, promovendo a formagao

de microntcleos e induzindo a ativagdo de vias apoptdticas. Esses efeitos demonstraram-se
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especialmente eficazes em células T98G, derivadas de glioblastoma multiforme, enquanto os
impactos sobre células HEK, de origem ndo tumoral, foram minimos. Tais resultados

evidenciam o elevado potencial terapéutico associado a sua seletividade citotoxica (Sidhic et

al., 2025).

1.3.1 Nanocristais de 6xido de zinco dopados com prata

Classificado como um material semicondutor do grupo II-VI, o 6xido de zinco (ZnO)
apresenta elevada ionicidade, comportamento piezoelétrico e piroelétrico. Quando reduzido a
escala nanométrica, suas propriedades sdo potencializadas, tornando-o promissor para diversas
aplicagdes. A sintese de nanocristais de 6xido de zinco pode ser conduzida por diferentes
métodos, incluindo co-precipitacdo, sol-gel, hidrotérmicos e de decomposicdo térmicas,
ultrassom, combustdo assistida por micro-ondas e sintese quimica-termal (Rotte et al., 2023).

A estrutura cristalina dos nanocristais de 6xido de zinco possui trés principais arranjos
tridimensionais dos seus atomos: a cubica do tipo sal-gema, ctibica do tipo blenda de zinco e a
hexagonal do tipo wurtzita Dentre elas, a estrutura wurtzita (Figura 3), ¢ a de maior relevancia
tecnologica caracterizada por uma organizacao tetraédrica entre os ions Zn** e O* a qual
confere maior estabilidade térmica e atividade fotocatalitica (Ozgiir; Avrutin; Morkog, 2018;

Singh; Kumar; Singh, 2019).

Figura 3 - Distribuicio dos atomos de zinco (Zn) e oxigénio (O) na estrutura cristalina hexagonal do tipo
wurtzita do ZnO.
Fonte: Autoria propria (2025)

Em termos de caracterizagdo, os NCs de ZnO possuem alta atividade catalitica com
capacidade de gerar ROS, como peroxido de hidrogénio e radicais hidroxila, devido a natureza

semicondutora e fotocatalitica, levando ao estresse oxidativo e morte celular ou bacteriana. Em
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compara¢do com outros semicondutores 6xidos metélicos, o ZnO apresenta maior estabilidade
quimica e fisica (Espitia et al., 2012; Siddiqi et al., 2018; Silva et al., 2018; Singh; Kumar;
Singh, 2019; Floresta, 2023).

Nesse contexto, a eficiéncia catalitica dos nanocristais pode ser intensificada em
decorréncia do processo de introdugdo de outros ions a estrutura cristalina, denominado como
dopagem, cujo objetivo ¢ modular as propriedades do material. Esta pode ser feita de forma
substitucional homo-valente e hetero-valente ou por inser¢cao nos espagos intersticiais da rede,
denominada dopagem de atomo intersticial (Sharma et al., 2022). No caso dos nanocristais
utilizados nesse estudo, a dopagem realizada foi a substitucional com atomo hetero-valente,

como representado na Figura 4.

Nanocristal puro ~— Dopagem com Ions helero-valenles

l

Dopagem com atomo intersticial —  Dopagem com ions homo-valentes

D % E

Figura 4 - Vias de dopagem na rede cristalina de nanomateriais. (A) Rede de nanomaterial ndo dopada
com ions hospedeiros (vermelho). (B) Modificagdo da rede pela substituicdo por um ion dopante de
heterovaléncia (preto) e indenizagdo de carga através da presenga de vacancia (branco). (C) Modificacdo
da rede pela substitui¢do por um ion dopante de heterovaléncia (roxo) e indenizag¢ao de carga por meio
da posse intersticial de um ion adicional (amarelo claro). (D) Modificagdo da rede pela substituigdo por
um ion dopante de homovaléncia (verde) com maior raio. (E) Modificagdo da rede pela substituigdo por
um ion dopante de homovaléncia (azul) com menor raio. (F) Modificagdo da rede induzida pela ocupagéo

intersticial de um pequeno dopante (amarelo).
Fonte: Autoria propria (2025)

A presenga de impurezas (dopantes) no processo de sintese pode gerar defeitos
extrinsecos substitucionais e intrinsecos a rede, os quais alteram parametros estruturais do
nanocristal, como tamanho médio e microdeformacao. Tais anomalias favorecem a atividade

catalitica da nanoparticula intensificando o mecanismo de producdo de ROS, principalmente
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em razdo da introdu¢do de novos niveis energéticos intermediarios entre as bandas de valéncia
e condugdo, os quais desaceleram a taxa recombinagdo dos elétrons, e também da variacdo de
tamanho dos raios i6nicos dos ions dopantes e os da matriz hospedeira, que interferem na
compressao da estrutura (Muktaridha et al., 2021; Ayoub et al., 2022; Gongalves, 2023).

Classificada como um metal de transi¢ao do grupo 11, a prata (Ag) apresenta elevada
condutividade elétrica e térmica, além de reatividade quimica em fung¢do da liberagdo de ions
Ag'. Reconhecida pelo seu expressivo efeito antimicrobiano, tanto para bactérias quanto
fungos, principalmente quando esta na forma estrutural de nanoparticulas. Esta tem sido
amplamente explorada como agente na dopagem de nanocristais com intuito de melhorar
propriedades estruturais, Opticas, elétricas e cataliticas. (Pal; Tak; Song, 2007; Madkhali, 2023;
Khojasteh-Taheri et al, 2023).

O efeito antimicrobiano da prata estd fortemente associado a concentragdo de ions Ag*
livres. A atividade bactericida dessa espécie metalica ¢ atribuida a penetracdo dos ions no
interior da célula bacteriana, seguida da interrupg@o da replicacdo do DNA, culminando na lise
celular. Além disso, sua agao também esta relacionada a geracdo de ROS, que promovem danos
oxidativos a proteinas, lipidios € componentes nucleares das bactérias, reforgando seu efeito
letal (Rebelo et al., 2016).

Portanto, a dopagem de nanocristais de 6xido de zinco com nanoparticulas de prata
representa uma estratégia eficiente para potencializar as propriedades fisico-quimicas e
biologicas do ZnO. A presenca de ions Ag* na rede cristalina ndo apenas promove modificagdes
estruturais que favorecem a geragdo de espécies reativas de oxigénio, mas também acrescenta
efeitos antimicrobianos diretos. Dessa forma, a combinacdo de ZnO e Ag permite o
desenvolvimento de nanomateriais multifuncionais, capazes de conciliar alta atividade
catalitica, estabilidade estrutural e eficdcia bioldgica, mostrando-se promissora em tratamentos
antimicrobianos, fotocataliticos e potencialmente em abordagens terapéuticas contra células

tumorais.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Caracterizar o potencial bioldgico de nanocristais de zinco com diferentes dopagens de
prata, por meio dos ensaios in vitro de viabilidade celular em linhagens celulares de prostata e
pulmao, além de testar sua atividade antimicrobiana por meio de ensaios de antibiograma

aplicados em cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas.



24

2.2 Objetivos especificos:

e Avaliar a viabilidade celular in vitro das linhagens tumorais humanas A549
(pulmao) e PC-3 (prostata) e linhagens ndo tumorais BEAS-2B (pulmio) e PNT-2
(préstata) sob acdo de nanocristais de 6xido de zinco dopados com prata em teores
moleculares de 0,3; 0,5; 0,7;0,9; 1; 3; 9 e 11%;

e Definir a concentracdo inibitoria de 50% de viabilidade celular (ICso) in vitro dos
nanocristais nas diferentes linhagens celulares;

e Avaliar a seletividade dos nanocristais dopados sobre as linhagens tumorais e ndo
tumorais;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos diferentes teores de dopagens de prata nos
nanocritais de oxido de zinco sob as cepas bacterianas: Pseudomonas aeruginosa
VIM, Escherichia coli, Staphylococcus aureus resistente a meticilina e a nao
resistente, Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos ¢ Salmonella

typhimurium.
3. MATERIAL E METODOS

3.1 Sintese dos nanocristais

A sintese dos nanocristais de 6xido de zinco puros e dopados (ZnO:Ag), com teores
moleculares de dopagem de 0,3; 0,5; 0,7; 0,9; 1; 3; 9 e 11% de Ag foram realizadas no
Laboratério de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores do Instituto de Fisica da
Universidade Federal de Uberlandia. Os NCs de ZnO:Ag foram sintetizados pelo método de
coprecipitagdo, que estd sob pedido de patente (BR 102018 00771) e foram gentilmente cedidas

para execugao deste trabalho.

3.2 Manutencao das linhagens celulares:

As linhagens celulares de prostata (PNT-2 e PC-3) e pulmao (BEAS-2B e A549) foram
cultivadas in vitro, utilizando garrafas de cultura com volume de 75 cm? Greiner® contendo
em seu interior 0 meio RPMI Medium 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1%
de antibidtico-antimicotico (100x), todos do mesmo fabricante Gibco®. As células foram
mantidas em estufa a 37 °C sob atmosfera contendo 5% de COs-. Os repiques foram realizados
quando os frascos atingiam aproximadamente 80-90% de confluéncia.

Adicionalmente, todas as linhagens celulares foram autenticadas por meio da técnica de
PCR para Short Tandem Repeats (STRs), a qual possibilita a analise de regides altamente

polimérficas do genoma. Esse procedimento permite a obtengcdo de um perfil genético
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caracteristico para cada linhagem. Em seguida, os perfis gerados foram comparados com bancos
de dados de referéncia, assegurando a autenticidade e a auséncia de contaminagdo cruzada entre

as culturas celulares.

3.3 Teste de micoplasma

As linhagens foram avaliadas quanto a presenga de micoplasma, utilizando-se o kit de
deteccdo Lonza MycoAlert®, um ensaio baseado em bioluminescéncia que identifica enzimas
especificas desses microrganismos. O teste consiste em uma primeira leitura do nivel basal de
ATP do sobrenadante de parte do meio retirado da garrafa de cultivo, sendo este meio com no
minimo 3 dias de contato com as células, seguida de uma segunda leitura ap6s a adigdo de um
substrato que, na presenca de micoplasma, ¢ convertido em ATP adicional. A razdo entre as
duas leituras ¢ utilizada como critério de interpretagdao, sendo considerada negativa quando

inferior a 1, o que assegura a integridade e a pureza dos cultivos celulares.

3.4 Ensaio de viabilidade celular por resazurina:

O potencial citotoxico dos nanocristais de oxido de zinco puro e os dopados com prata
foi verificado pelo teste de viabilidade celular pela reducao de resazurina. Esse ensaio se
fundamenta na capacidade metabolica de c€lulas vivas de reduzir a resazurina, um corante azul
nao fluorescente, em resofurina, um composto rosa altamente fluorescente. Essa conversao ¢
catalisada principalmente por enzimas mitocondriais, refletindo diretamente a atividade

metabolica e, portanto, a viabilidade celular, como ilustrado na Figura 5.

Célula viavel
Of
N NADH/H* NAD* + HO N ~N
B Xy : & :‘ 3
OH 0 0 OH™ -~ o7 ¢ )
Resazurina Resorufina

Figura 5 - Reacao de reducao da resazurina
Fonte: Autoria propria (2025).

As linhagens celulares foram cultivadas conforme descrito anteriormente (item 3.2),

desagregadas enzimaticamente com 2 mL tripsina a 0,25% por 3 minutos, centrifugadas por 5
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minutos a 1000 RPM, coradas com o corante azul de tripano a 0,4% e contabilizadas na cimara
de Neubauer em microscopio optico (EVOS M3000 Imaging System). Em uma concentracao
de 2 x 10* células/pogo as linhagens foram semeadas em uma microplaca estéril de 96 pogos
Greiner®. Para o tratamento os nanocristais passaram pela diluicdo seriada variando as
concentragdes de 6,25 a 800 pg/mL, conduzidos em triplicata.

A microplaca foi armazenada na estufa de CO2 (5%) a 37 °C por 24 horas. Apos o
intervalo de 20 horas tratamento foi adicionado 20 pL da resazurina a 0,1 mM em cada poco.
Ao atingir o periodo de 24 horas, foi feita a leitura da absorbancia na leitora de microplaca
Nivos PerkinElmer® nos comprimentos 570 e 600 nm.

A viabilidade celular foi calculada pela seguinte formula:

. (02 x A1) — (01 x A2)
0 viabilidade celular = (02 xP1) = (01 X P2)

Em que:
Al = absorbancia das células tratadas a 570nm;
A2 = absorbancia das células tratadas com a 600nm;

O1 = coeficiente de extingdo molar (E) de resazurina oxidado a 570nm (pré-
determinado em 117.216);

02 = valor de coeficiente de extingdo molar (E) de resazurina oxidado a 600nm
(pré-determinado em 80.586);
P1 = valores de absorbancia do controle negativo a 570nm;

P2 = valores de absorbancia do controle negativo a 600nm.

3.5 Indice de seletividade (IS)

Para a verificagdo da seletividade no que tange as células tumorais, o indice de
seletividade (IS) foi calculado pela razao entre as concentragdes necessarias para reduzir 50%
da viabilidade celular (ICso), em ambas as linhagens (tumoral e ndo tumoral). Por meio da

seguinte formula:

_1C50 da linhagem ndo tumoral

IC50 da linhagem tumoral
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Os resultados > 2 evidenciam que o composto foi seletivo para as linhagens tumorais,
ou seja, mata duas vezes mais células neoplésicas malignas do que as células saudaveis, sendo

considerados promissores (Maciel et al., 2022).

3.6 Multiplicaciao das bactérias

As amostras, previamente armazenadas a —80 °C, foram coletadas com o auxilio de uma
alca de inoculagdo e reativadas em meio liquido BHI (sigla em inglés para Infusdo Cérebro-
Coragdo). Apos um periodo de incubacao de 24 horas, utilizando novamente a alga, procedeu-
se 4 estriagdo das culturas em placas de Petri em meio TSA (sigla em inglés para Agar de Soja

Triptona) em consonancia com o CLSI — Clinical and Laboratory Standart Institute.

3.7 Ensaio de antibiograma

Para a triagem das diferentes nanoparticulas as distintas cepas foram submetidas ao teste
de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de spot. Com o auxilio da al¢a de inoculacao
as coldnias foram coletadas e diluidas em Soluc¢do Salina Tamponada com Fosfato (PBS) até a
padronizagdo em escala visual de MacFarland a 0,5. Posteriormente, semeadas em cinco
diregdes em placas de Petri com Agar Mueller Hinton (MHA) com ajuda de um swab. Em
seguida, foram gotejados 10 pL da solugdo de 2 mg/mL dos tratamentos nas placas semeadas,
as quais foram incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s a incubagdo, realizou-se analise qualitativa
dos halos inibitorios formados ao redor de cada spot, comparando-os com o controle positivo
para averiguar a acao sobre as cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa VIM (Pa/VIM),
Escherichia coli (ATCC25922), Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Staphylococcus aureus (ATCC29213), Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos
(KPC) e Salmonella typhimurium (S. thiphi). Como controle positivo utilizou-se a gentamicina

e como negativo o PBS.

3.8 Analises estatisticas:

Utilizando o GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA)
analises estatisticas da viabilidade celular foram realizadas por meio da anélise de normalidade
distribuicao dos dados pelo teste Shapiro-Wilk, os que apresentaram distribui¢ao normal, foram
submetidos andlise de variancia bidirecional (one-away ANOVA) assumindo-se um intervalo
de confianga de 95%. Diante da detec¢do de diferencas estatisticamente significativas (p <
0,05), procedeu-se a aplicacao do teste de comparacdes multiplas de Tukey (Tukey HSD), com

o objetivo de identificar quais pares de médias diferiram significativamente do grupo controle.
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Em relacdo ao ICso sua estatistica também foi feita utilizando o GraphPad Prism 9.2.0 e
determinada por meio da regressao ndo linear, em que a porcentagem da viabilidade celular foi
determinada como uma funcao logaritmica das concentragdes testadas, assumindo um intervalo

de confianga de 95% (p <0,05).
4. RESULTADOS

4.1 Ensaio de viabilidade celular com resazurina:

Para assegurar a qualidade e a autenticidade das linhagens utilizadas nos experimentos,
foi realizada a verificagdo da presenca de micoplasma por meio do kit Lonza MycoAlert®,
confirmando que as quatro linhagens celulares (PNT-2, PC-3, BEAS-2B e A549) estavam livres
dessa contaminagdo, com a razdes entre a primeira e a segunda leituras menores que 1 (dados
nao mostrados) . De maneira complementar, o processo de autenticagdo genética foi conduzido
por meio da técnica de PCR multiplex para STRs, na qual todas as linhagens apresentaram os
mesmosconjunto de alelos os quais compdem o perfil caracteristico que as definem, garantindo
a confiabilidade dos modelos celulares empregados no estudo (dados ndo mostrados).

Posteriormente, ja4 com as linhagens verificadas, foram realizados ensaios com o
corante-redox resazurina com o intuito de avaliar a citotoxicidade dos nanocristais de ZnO
puros e os dopados com Ag. As leituras espectrométricas foram obtidas em leitora de
microplacas a 570 e 600 nm. O comprimento de onda de 570 nm corresponde ao pico de
absor¢do da resorufina, produto fluorescente da reducdo da resazurina, enquanto 600 nm foi
empregado como referéncia para correcdo de fundo e minimizagao de interferéncias opticas. A
diferenca entre essas leituras permite a quantificagdo da viabilidade celular. Com os dados da
leitura, foram calculadas as viabilidades e os graficos feitos utilizando o software GraphPad
Prism 9.2 para a compreensdo visual dos dados.

Dessa forma, foi possivel verificar a reducdo da viabilidade celular da linhagem PNT-2
(Grafico 1) que apresentou diferengas estatisticas em relagdo ao controle para todos os
tratamentos realizados nas concentragdes de 200 a 800 pg/mL. Curiosamente, na concentragao
de 100 pg/mL os tratamentos com nanocristais de ZnO puro e ZnO: 3 Ag obtiveram a maior
reducdo da viabilidade, sendo essas cerca de 63% e 45%, respectivamente. Adicionalmente,
apos os tratamentos, nas concentracdes de 6,25 a 50 pg/mL, todos os nanocristais dopados com
prata mantiveram viabilidade celular superior a 70%, indicando menor citotoxicidade nessas
faixas. Ressalta-se que o tratamento com nanocristais de ZnO puro apresentou reducdo da
viabilidade celular em todas as concentragdes analisadas. Entretanto, os nanocristais dopados

com prata, independentemente da porcentagem utilizada, demonstraram maior reducdo da
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viabilidade em comparagdo ao ZnO puro apenas nas concentragdes mais elevadas, de 800 e 400
pug/mL, sendo essa expressivas nos nanocristais com 9% e 11% de prata. Ja na concentragdo de
200 ug/mL, areducdo na viabilidade ¢ evidente em relacao ao controle e ao ZnO puro com os

nanocristais ZnO: 3,9 e 11 Ag, com respectivamente, 12%, 26% e 11% de células viaveis.
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Grifico 1 — Grafico de barras da viabilidade celular da linhagem PNT-2 apés o tratamento com nanocristais de ZnO (6xido de zinco) puro e dopados com prata: Porcentagem de
viabilidade celular em relagdo ao controle (células da mesma linhagem ndo tratadas), apos 24 horas de exposicao as concentragdes especificadas (800, 400, 200, 100, 50, 25,
12,5 € 6,25 pg/mL) dos nove tratamentos testados: ZnO, Zn0:0,3 Ag, Zn0O:0,5 Ag, ZnO:0,7 Ag, ZnO:0,9 Ag, ZnO:1 Ag, ZnO:3 Ag, ZnO:9 Ag e ZnO:11 Ag. Os resultados
foram expressos como média + erro padrio e as diferengas foram inferidas pelo teste one way ANOVA (* p <0,0332; ** p <0,0021; *** p < 0,0002; **** p <0,0001).
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Ja para a linhagem PC-3 as concentragdes entre 100 e 800 pug/mL induziram reducao da
viabilidade celular de modo estatisticamente significativo em relagdo ao controle em todos os
tratamentos testados. Entre 12,5 e 50 pg/mL, observou-se que a maioria dos nanocristais
mantiveram certa redugdo da viabilidade, enquanto na concentracao de 6,25 pg/mL, apenas trés
nanocristais, sendo esses dopados com parta, demonstraram redugdo significativa em relagao
ao controle.

Ao se analisar a concentracao de 50 pg/mL, somente o tratamento com ZnO puro
apresentou viabilidade celular inferior a 70%, sendo que a viabilidade induzida por esse
nanocristal aumentou de forma gradativa com a redug@o de sua conscentracao.

Para os tratamentos ZnO puro, Zn0:0,3 Ag, Zn0:0,5 Ag ¢ ZnO:3 Ag a tnica
concentragdo que ndo apresentou diferenga significativa em relagio ao controle foi 6,25 pg/mL.
J& os tratamentos com Zn0:0,9 Ag e ZnO:1 Ag apresentaram diferencas significativas em todas
as concentragdes analisadas, evidenciando sua interferéncia na viabilidade celular.

Nas duas concentragdes mais elevadas (800 e 400 pg/mL), todas as viabilidades
celulares ficaram abaixo de 40%. Enquanto em 200 pg/mL, a maioria das viabilidades foi
inferior a 50%, exceto os tratamentos com 1 Ag (51,60%) e 9 Ag (55,35%) como verificado no

Grafico 2.
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Grafico 2 - Grafico de barras da viabilidade celular da linhagem PC-3 apés o tratamento com nanocristais de ZnO (6xido de zinco) puro e dopados com prata: Porcentagem de
viabilidade celular em comparagdo ao grupo controle (células nao tratadas da mesma linhagem), ap6s 24 horas de exposigdo as concentragdes de 800, 400, 200, 100, 50, 25,
12,5 e 6,25 pg/mL dos nove tratamentos avaliados: ZnO, Zn0:0,3 Ag, Zn0:0,5 Ag, Zn0:0,7 Ag, Zn0:0,9 Ag, ZnO:1 Ag, ZnO:3 Ag, ZnO:9 Age ZnO:11 Ag. Os valores foram
expressos como média + erro padrdo, sendo as diferengas estatisticas determinadas pelo teste one-way ANOVA (* p <0,0332; ** p <0,0021; *** p < 0,0002; **** p <0,0001)
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Enquanto, a andlise de viabilidade celular da linhagem BEAS-2B apresentou diferencas
estatisticas em relacao ao controle para todos os tratamentos entre as concentragdes de 100 e
800 pg/mL. Na concentragao de 50 pg/mL, apenas o ZnO puro ¢ os dopados de 0,7; 0,9; 1 ¢ 3
Ag obtiveram niveis de significancia.

As viabilidades celulares mantem-se abaixo da faixa de 50% em todos as formulagdes
nas concentragdes de 200 a 800 pg/mL, evidenciando uma baixa resisténcia da linhagem aos
nanocristais. E ¢ valido ressaltar que na concentragcdo de 100 ug/mL apenas os tratamentos de
Zn0: 0,3 e 9 Ag ultrapassaram essa faixa, o que reforca a indug¢ao de reducgdo da viabilidade
dos demais tratamentos para esta linhagem.

Inicialmente, o ZnO puro demonstrou maior viabilidade celular em relacdo aos
nanocristais dopados com prata. Contudo, esse comportamento se altera a partir da
concentragdo de 100 pg/mL, tornando-se ainda mais evidente em 50 e 25 pg/mL, concentragdes
nas quais o ZnO puro passa a exibir niveis de citotoxicidade iguais ou superiores aos demais
tratamentos.

Em contrapartida, nas concentracdes mais baixas (12,5 e 6,25 pg/mL), as diferencas
entre os tratamentos se tornam pouco expressivas, € nenhum deles apresentou efeito citotoxico
estatisticamente significativo quando comparado ao controle, a exce¢do do Zn0:0,7 Agem 12,5

pg/mL, que foi o Uinico a demonstrar significancia, como referido no Grafico 3.
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Grafico 3 - Grifico de barras da viabilidade celular da linhagem BEAS-2B apos o tratamento com nanocristais de ZnO (6xido de zinco) puro e dopados com prata: Representagao
da viabilidade celular, em termos percentuais, em relacdo ao controle negativo (células ndo tratadas), apds 24 horas de exposicao as concentragdes de 800 a 6,25 pg/mL, para
os nove tratamentos: ZnO, Zn0:0,3 Ag, Zn0:0,5 Ag, Zn0:0,7 Ag, Zn0O:0,9 Ag, ZnO:1 Ag, ZnO:3 Ag, ZnO:9 Ag e ZnO:11 Ag. Os resultados estdo expressos como média +
erro padrdo, e as diferencas entre grupos foram avaliadas por meio de one-way ANOVA (* p <0,0332; ** p <0,0021; *** p <0,0002; **** p <(,0001).
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De forma contrastante, a linhagem pulmonar saudéavel, ao se examinar os dados de
viabilidade celular da linhagem A549 ¢ possivel verificar que os tratamentos s6 foram efetivos
nas concentragdes mais altas de 800 e 400 pg/mL, o que demonstra maior resisténcia em relacao
as outras linhagens apresentadas.

A partir da concentragdo de 200 pg/mL, a citotoxicidade dos tratamentos deixou de
apresentar relevancia estatistica ou, em alguns casos, observou-se um aumento na viabilidade
celular em relacdo ao controle, sugerindo um possivel efeito proliferativo induzido pelos
nanocristais.

O tratamento com nanocristais de ZnO puro ndo apresentou citotoxicidade significativa
em nenhuma das concentracdes testadas, com excec¢ao de 800 pg/mL, onde foi observada uma
leve reducdo na viabilidade celular. Ainda assim, esse efeito foi discreto, indicando que o ZnO
puro ndo ¢ toxico para a linhagem A549 nas condicdes avaliadas.

Na menor concentracdo testada (6,25 pg/mL), todos os tratamentos promoveram um
aumento na viabilidade celular em comparacdo ao controle. Esse efeito foi particularmente
evidente nos tratamentos com nanocristais de ZnO dopados com 0,5% e 1% de prata, que
apresentaram viabilidades celulares de 121,74% e 123,47%, respectivamente, sugerindo um
possivel efeito proliferativo ou de estimulo celular em baixas concentragdes, verificado no

Grafico 4.
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Grafico 4 - Grifico de barras da viabilidade celular da linhagem A549 apés o tratamento com nanocristais de ZnO (6xido de zinco) puro e dopados com prata: Viabilidade celular
expressa como porcentagem em relagdo ao controle (células ndo tratadas), apos 24 horas de exposi¢ao as concentragdes de 800 a 6,25 pg/mL dos nove tratamentos avaliados:
Zn0O, Zn0:0,3 Ag, Zn0O:0,5 Ag, Zn0:0,7 Ag, Zn0:0,9 Ag, ZnO:1 Ag, ZnO:3 Ag, ZnO:9 Ag e ZnO:11 Ag. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrio, e as
diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste one-way ANOVA (* p <0,0332; ** p <0,0021; *** p <0,0002; **** p <0,0001).
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4.2 1ICso e indice de seletividade

No contexto deste trabalho, com objetivo de avaliar quais sdo os NCs mais promissores
para possiveis tratamentos oncoldgicos, primeiramente foi realizado o céalculo do ICso
(concentracdo inibitoria 50% da viabilidade celular), que visa quantificar e comparar a resposta
celular frente & exposicdo aos nanocritais de 6xido de metalicos, fornecendo dados para a
compreensdo de seu potencial bioativo e auxiliando na interpretagdo dos mecanismos
envolvidos. Trata-se de um parametro quantitativo que possibilita a comparagdo direta entre
diferentes tratamentos quanto a sua eficacia em inibir determinada atividade bioldgica. O valor
de ICso representam a concentragdo necessaria para reduzir em 50% uma resposta biologica
previamente estabelecida, em relagdo a um controle. Dessa forma os resultados o ICso para as

linhagens PNT-2, PC-3, BEAS-2B e A549 foram evidenciados na Tabela 1.

Tabela 1 - ICso das linhagens celulares de préstata e pulmio

Linhagens celulares

Tratamentos Prostata Pulmio

PNT-2 PC-3 BEAS-2B A549
ZnO 192,40 137,80 71,35 ---

Zn0:0,3 Ag 296,20 192,90 111,10 403,90
Zn0:0,5 Ag 200,70 176,50 84,16 395,90
Zn0:0,7 Ag 200,10 131,10 56,70 386,30
Zn0:0,9 Ag 225,80 200,00 82,96 388,50
ZnO:1 Ag 176,30 162,30 54,28 393,50
ZnO:3 Ag 98,00 109,80 46,52 213,00
Zn0O:9 Ag 174,50 243,10 149,5 261,20
ZnO:11 Ag 137,10 122,30 89,78 314,70

--- ndo foi possivel calcular

Na sequéncia, foi conduzido o célculo do indice de seletividade, ferramenta utilizada
para comparar a seletividade dos tratamentos, contribuindo para a interpretacao do seu potencial
de aplicabilidade em terapias antineoplésicas. A andlise consistiu na comparacao entre as
linhagens PNT-2 (saudavel) e PC-3 (tumoral), bem como entre BEAS-2B (saudavel) e A549

(tumoral). Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — indice de Seletividade comparativo das linhagens de prostata e pulmio

Tratamentos IS PC-3 IS A549
ZnO 1,4 -
Zn0:0,3 Ag 1,54 0,28
Zn0:0,5 Ag 1,14 0,21
Zn0:0,7 Ag 1,53 0,15
Zn0:0,9 Ag 1,13 0,21
ZnO0:1 Ag 1,09 0,14
ZnO:3 Ag 0,89 0,22
Zn0:9 Ag 0,72 0,57
ZnO:11 Ag 1,12 0,29

--- ndo foi possivel calcular.

4.3 Antibiograma

Para a verificagdo do potencial antimicrobiano dos NCs, foram realizadas analises
qualitativas pelo método spot, nas quais a formagao de halos ao redor da regido de aplicagdo de
10uL das solugdes de 2 pg/mL foi considerada evidéncia de atividade antimicrobiana e seus

resultados organizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Analise qualitativa do potencial antimicrobiano dos nanocristais

Tratamentos E. coli S. aureus Pa/VIM KPC S. thiphi MRSA

ZnO - - - - - -
7Zn0:0,3 Ag - - - - - -
Zn0:0,5 Ag - - - - - -
Zn0:0,7 Ag - - - - - -
Zn0:0,9 Ag - -

ZnO:1 Ag - +
Zn0:3 Ag - -

Zn0:9 Ag - +++ 4+ + - ++

+ o+ o+
1

ZnO:11 Ag +++ +++ +++ +++ +++ +++
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Gentamicina +++ +++ +++ +++ +++ +++

PBS - - - - - -

A formacdo de halos interpretada conforme a seguinte escala: (—) representa auséncia de inibi¢do; (+) inibigdo

parcial; (++) inibicdo moderada e (+++) inibi¢do intensa.

Ao analisar a tabela de resultados, observa-se que o ZnO puro, bem como as formulagdes
dopadas com concentracdes de 0,3 a 0,9% de Ag, ndo apresentaram atividade inibitdria frente
a nenhuma das cepas avaliadas, com excecdo de Pa/VIM, que demonstrou inibi¢ao parcial no
tratamento com ZnO:9 Ag. Em contrapartida, a amostra com maior concentragdo de prata
(ZnO:11 Ag) exibiu inibi¢do intensa contra todas as cepas testadas.

O tratamento ZnO:9 Ag demonstrou eficacia frente a quatro cepas, sendo trés delas
pertencentes ao grupo das Gram-positivas. Ja as formulacdes dopadas com 1% e 3% de Ag
apresentaram apenas inibi¢ao parcial em duas cepas, compartilhando entre si a suscetibilidade
da cepa Pa/VIM, a qual dentre os microrganismos testados, apresentou a maior sensibilidade
aos nanocristais, especialmente nas amostras com maiores concentragdes de prata.

Em contraste, E. coli e S. typhi se mostraram as menos suscetiveis a acdo antimicrobiana.
Ainda, ao se comparar S. aureus com sua variante mutante resistente a meticilina (MRSA),
observa-se que a cepa ndo resistente foi mais sensivel aos NCs, sugerindo que a resisténcia
adquirida pode conferir maior tolerancia frente a esses materiais.

Portanto, a acdo da Ag em concentragdes altas de dopagem se mostra abrangente para cepas
Gram-positivas e Gram-negativas, refor¢ando grande potencial desse metal para tratamentos

antimicrobianos de bactérias multirresistentes.

5.  DISCUSSAO

O avanco da nanotecnologia tem possibilitado o desenvolvimento de novos materiais
com aplicacdes promissoras na area da saude, em especial na oncologia. A busca por compostos
capazes de atuar seletivamente sobre células tumorais, reduzindo efeitos adversos e
aumentando a eficécia terapéutica, tem impulsionado investiga¢des envolvendo nanocristais
com propriedades fisico-quimicas diferenciadas. Nesse contexto, o ¢xido de zinco se destaca
devido as suas caracteristicas cataliticas, que favorecem a geracao de espécies reativas de
oxigénio e podem ser moduladas por estratégias como a dopagem metélica. A incorporacao da
prata, nesse cendrio, surge como uma alternativa de grande interesse, visto seu historico de uso
como agente antimicrobiano e seu potencial para intensificar a atividade bioldgica de diferentes

matrizes (Ozgiir; Avrutin; Morkog, 2018; Singh; Kumar; Singh, 2019).
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Além disso, em pacientes submetidos a tratamentos oncoldgicos, a ocorréncia de
imunossupressdo ¢ frequente, o que os torna mais suscetiveis a infec¢cdes oportunistas e a
patogenos resistentes. Nesse contexto, a busca por compostos capazes de exercer
simultaneamente a¢cdo antitumoral e antimicrobiana torna-se particularmente relevante. Assim,
a avaliagdo de nanocristais de 6xido de zinco dopados com prata representa ndo apenas uma
contribui¢do ao avanco do conhecimento cientifico, mas também uma oportunidade de explorar
alternativas terapé€uticas integradas, voltadas tanto ao combate do cancer quanto a prevencao e
ao tratamento de infecgdes associadas (Silva; Castella, 2022).

Com base nessas premissas, os resultados obtidos neste trabalho foram analisados de
forma a elucidar o potencial dos nanocristais de 6xido de zinco dopados com prata, tanto em
relacdo a sua atividade antitumoral quanto a sua eficicia frente a microrganismos resistentes,
permitindo uma discussao critica sobre suas perspectivas de aplicacao em diferentes contextos

da saude.

5.1 Atividade sob as linhagens celulares

Nesse cendrio, um dos objetivos centrais deste estudo foi avaliar o potencial de
aplicabilidade dos NCs de ZnO:Ag. Portanto se fez necessaria a realizagdo de analises de
viabilidade celular, associadas a avaliagdes quantitativas estatisticas do ICso e IS, de modo a
caracterizar o comportamento dessas nanoparticulas sobre linhagens celulares modelo, que
representam, de forma inicial, a possivel resposta biologica em organismos. Ressalta-se que tais
analises nao tém a inten¢do de fornecer verdades absolutas sobre sensibilizacao dos NCs, mas
sim de orientar o estudo para dire¢des promissoras, que possam conduzir ao desenvolvimento
de tratamentos alternativos e inovadores para o cancer.

Para compreender os efeitos observados, ¢ necessario considerar os aspectos sobre o
comportamento dos nanocristais de ZnO e de ZnO: Ag. Conforme evidenciado na literatura, a
presenca dos fons livres com Zn** no meio de cultura est4 fortemente relacionada com a queda
de viabilidade, principalmente nas concentragdes mais altas (Song et al., 2010). Embora, o ZnO
amorfo possua dissolug¢do parcial em meios aquosos, ou seja, libera quantidades limitadas de
ions Zn?*', esse processo ¢ significativamente amplificado quando o composto assume
morfologia nanoparticulada, devido ao aumento significativo de sua area superficial e
reatividade, promovendo maior liberagdao de ions Zn*" em solugdo. E quando dopado com prata
(Ag), ions Ag" sofrem do processo analogo de liberacao (Carofiglio et al., 2020).

A agdo citotoxica desses cations pode estar ligada por possiveis efeitos em vias essenciais

para o funcionamento celular, como na inibi¢do do transporte ativo, no metabolismo de
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aminoacidos e na interrupg¢ao do sistema enzimatico (Sirelkhatim et al., 2015; Makauki et al.,
2025). Outra possivel via que pode contribuir para a citotoxicidade observada nos tratamentos
¢ o aumento na producao de ROS em niveis que superam a capacidade antioxidante da célula.
Esse desequilibrio leva ao estabelecimento de um estado de estresse oxidativo, o qual pode
provocar danos significativos a componentes celulares essenciais, como lipidios, proteinas e
material genético. A peroxidagao lipidica, iniciada pela oxidagdo de acidos graxos, desencadeia
reacoes que levam a ruptura da membrana plasmatica e de organelas, resultando,
consequentemente, em morte celular. Ademais, concentracdes elevadas de ROS também atuam
como moléculas sinalizadoras envolvidas na ativagdo de vias apoptoticas. (Ryter ef al., 2007;
Premanathan et al., 2011).

E valido ressaltar que esses efeitos sio modulados pelas estratégias adaptativas
especificas de cada linhagem celular, as quais estdo diretamente relacionadas a sua origem
tecidual e ao perfil de mutagdes presentes, influenciando sua sensibilidade aos nanocristais.
Nesse contexto, a linhagem celular PNT-2 ¢ derivada de células epiteliais da prdostata de um
adulto saudavel e imortalizada pela transfeccao plasmidial do genoma modificado do Simian
Virus 40 (SV40) com origem de replicagdo defeituosa. O que possibilita a codificacdo do Large
T antigen sem a producdo de particulas virais infecciosas. Esse antigeno interfere no ciclo
celular das células humanas, inativando proteinas supressoras de crescimento, permitindo a
prolifera¢do indefinida. Enquanto a linhagem PC-3 € proveniente de cé€lulas epiteliais da
prostata de um adulto com adenocarcinoma grau IV, sendo essas entdo associadas a crescimento
rapido, pior progndstico e resistentes a castracdo (ATCC, 2025; BCRJ, 2025; Cussenot et al.,
1991; Kaighn et al., 1979).

Derivadas de epitélio bronquico humano nao neoplasico obtido por autopsia, as células
BEAS-2B constituem um modelo amplamente utilizado para estudos em toxicologia e biologia
pulmonar, elas foram geneticamente modificadas por meio da infecgdo com um virus hibrido
entre 0 SV40 e o adenovirus 12 (Ad12SV40), que ¢ defeituoso em replicacdo, permitindo a
imortalizacdo controlada pelos mesmo mecanismos da PNT-2. A linhagem A549 tem como
origem células epiteliais de tecido carcinomatoso pulmonar do subtipo carcinoma de nao
pequenas células (ATCC, 2025; Reddel et al., 1989; Giard et al., 1973).

O uso das diferentes linhagens neste estudo teve como objetivo comparar possiveis
efeitos seletivos de reducdo da viabilidade celular, uma vez que representam modelos distintos:
a PNT-2 e BEAS-2B, como linhagens ndo tumorais, as quais atuam como controle fisiologico

saudavel; enquanto a PC-3 e A549 representam o fendtipo tumoral agressivo. Dessa forma, a
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comparac¢do entre essas modelos permite avaliar a seletividade e seguranca dos tratamentos
testados, distinguindo efeitos generalizados de potenciais efeitos antitumorais direcionados.

De forma geral, os tratamentos testados apresentaram maiores inducao de reducao da
viabilidade celular sobre a linhagem tumoral PC-3 em comparagdo a linhagem nao tumoral
PNT-2, embora algumas das concentragdes e tratamentos testados observou-se diferencas
discretas entre as linhagens. No entanto, alguns nanocristais dopados evidenciaram uma sele¢ao
citotoxica mais marcante para cé¢lulas tumorais, com destaque para os tratamentos com Zn0:0,3
Ag, Zn0:0,5 Ag, Zn0:0,7 Ag ¢ Zn0:0,9 Ag na concentragdo de 100 pg/mL. Nesses casos, a
diferencga na viabilidade celular entre as linhagens foi de 25,81%, 34,72%, 40,49% e 26,72%,
respectivamente, sendo a viabilidade das células PC-3 inferior a das PNT-2.

Esses resultados indicariam um possivel efeito diferencial das formulagdes dopadas com
prata, sugerindo maior sensibilidade das células tumorais de prostata ao tratamento, sobretudo
nas composi¢des baixas a intermedidrias. Durante a analise dos resultados, verificou-se que
nenhum dos tratamentos avaliados apresentou indice de seletividade (IS) superior ou igual a 2.
Entretanto, quimioterapicos classicos amplamente utilizados, como a cisplatina, também
exibem valores relativamente baixos de IS, apresentando 0,6 para a linhagem A549 e 1 para a
linhagem PC-3, conforme descrito por Maciel et al. (2022). Embora, nesse estudo, as linhagens
nao tumorais empregadas como controle fossem distintas das utilizadas no presente trabalho,
os resultados indicam que valores inferiores a 2 ainda podem ter relevancia biologica,
reforcando a interpretagdo dos achados obtidos. Desse modo, os tratamentos Zn0:0,3 ¢ 0,7 Ag
apresentaram seletividades relativamente promissoras ao compara-los com os outros
nanocristais, sendo em ambos maiores que 1,50. Portanto, ressalta-se que os achados deste
trabalho sdo expressivos e apresentam potencial de otimizagdo, especialmente por meio da
funcionalizagdo dos nanocristais com outras substancias.

Avaliando os ensaios sobre as linhagens pulmonares, ndo se observou-se citotoxicidade
seletiva as células neopldsticas malignas. Os tratamentos foram significativamente mais
citotoxicos para a BEAS-2B. Sendo que, a sensibilidade desta pode estar relacionada a sua
baixa resisténcia oxidativa, caracteristica, comum em c¢lulas epiteliais pulmonares, tornando-
as mais suscetiveis ao estresse gerado pelas nanoparticulas (Liu et al., 2025).

Por outro lado, mesmo a linhagem A549 sendo derivada de epiteliais pulmonares esta
apresentou maior resisténcia aos tratamentos. Esse comportamento, possivelmente pode estar
relacionado com capacidade de conter o estresse oxidativo devido as mutagdes presentes no
complexo KEAP1/NRF2 presente na linhagem A549. O fator de transcrigdo NRF2 regula mais

de 200 genes envolvidos em homeostase redox; metabolismo e excrecdo de farmacos;
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sobrevivéncia celular e proliferagdo. Em condi¢des normais, os niveis de NRF2 s3o mantidos
baixos pela acdo do KEAPI, que se liga ao NRF2 formando um complexo que induz sua
ubiquitinagdo e degradacdo. Sob condi¢des de estresse celular, esse complexo ¢ dissociado,
permitindo a ativacao das respostas antioxidantes. Entretanto, em células neoplasicas malignas,
mutacgdes podem interromper o complexo KEAP1/NRF2, resultando em niveis constitutivos
elevados de NRF2, conferindo efeitos citoprotetores levando resisténcia a diversas terapias
anticancer (Aboulkassim et al., 2023; Shang et al., 2021).

Essa hipotese ¢ corroborada pelo fato de que a linhagem A549 ndo apresentou redugdo
significativa da viabilidade celular quando exposta aos NCs de ZnO puros, cuja viabilidade
celular permaneceu acima de 50% em todas as concentragdes testadas, provavelmente devido
ao fato de que o principal mecanismo de a¢cdo do ZnO esta relacionado ao estresse oxidativo.
Em contrapartida, os NCs dopados com prata induziram maior citotoxicidade, sugerindo que
esse comportamento pode ter correlagdo da toxicidade intrinseca do ion prata. Essas
observagdes sdo apoiadas pela analise dos indices de seletividade (IS), uma vez que todos
tratamentos testados em células pulmonares apresentam valores inferiores a 1 € em ZnO puro
ndo foi possivel se calcular por essa ndo ter ICso.

Portanto, em um aspecto geral, os resultados obtidos sugerem que as células tumorais,
especialmente a linhagem A549, apresentam mecanismos adaptativos mais eficientes para
atenuar os efeitos citotoxicos das nanoparticulas, o que pode incluir maior capacidade
antioxidante, expressao diferencial de transportadores de efluxo, modulagdo da permeabilidade
de membrana e reparo de danos moleculares. Essas estratégias contribuem para a redugdo da
eficicia citotoxica seletiva observada, refletida nos baixos valores de IS obtidos (Hanahan,
2022).

De forma a aumentar a seletividade, reduzindo a toxicidade a células ndo tumorais e
potencializando a acdo sobre células malignas, podem serem feitas modificagdes estruturais
como a funcionalizacao dessas em superficies de ligantes especificos de marcadores tumorais.
A linhagem A549, expressa niveis elevados do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR), uma caracteristica comum em diversos tipos de cancer (Deng et al., 2017). A
conjugacdo de aptameros anti-EGFR a nanocristais de ZnO:Ag pode facilitar a internaliza¢ao
especifica nas células tumorais pulmonares, potencializando a agdo terapéutica e reduzindo a
toxicidade sist€émica. O estudo de Huang ef al. (2015) demonstra que o revestimento de
nanoparticulas com o anticorpo cetuximabe promove aumento da citotoxicidade direcionada
em células A549, evidenciando a eficicia do direcionamento ao receptor EGFR em células

tumorais.
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Janalinhagem PC-3, o tratamento pode ser direcionado por meio de moléculas com alta
afinidade e especificidade, como os aptameros. No estudo de Fang et al. (2020), foi empregada
a funcionalizagdo de nanoparticulas poliméricas do tipo core—shell, compostas por um nucleo
de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) e uma camada de revestimento de polietilenoglicol
(PEG), conjugadas ao aptdmero Wy5a, selecionado por cell-SELEX para reconhecer
especificamente células PC-3. Essas nanoparticulas foram capazes de encapsular
simultaneamente o quimioterapico docetaxel e nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido
de ferro, associando propriedades terapéuticas e de imagem. A presenca do aptdmero na
superficie promoveu maior internalizacdo celular, intensificou a citotoxicidade em PC-3 e
resultou em eficacia antitumoral superior. Assim, a conjugacdo de aptameros evidencia-se
como uma estratégia promissora para otimizar a terapia do cincer de préstata resistente a
castracdo. Tais estratégias podem contribuir para o desenvolvimento de formulagdes mais
seguras ¢ eficazes, alinhadas aos objetivos terapéuticos de tratamentos oncoldgicos

direcionados.

5.2 Atividade antimicrobiana

O ensaio realizado neste trabalho teve como objetivo elucidar, de maneira qualitativa, a
atividade antimicrobiana dos nanocristais (NCs), constituindo-se como uma etapa preliminar
para a sele¢do e direcionamento de futuros estudos.

Os NCs de 6xidos metalicos caracterizam-se por sua natureza multifatorial de agdo. A
literatura propde varios mecanismos de interacdo desses com as células microbianas, como o
aumento da permeabilidade da membrana celular bacteriana, resultante de dois processos
sinérgicos: a atracdo eletrostatica entre os ions positivos de Zn*" e Ag" a superficie celular
negativamente carregada e a geragao de ROS associadas principalmente a presenca do zinco,
que induz estresse oxidativo, degrada a membrana celular e camada de lipopolissacarideos na
parede celular de bactérias, comprometendo subsequentemente a integridade do peptidoglicano.
(Makauki et al., 2025; Krol et al., 2017). Com o aumento da permeabilidade, além de
promovem o vazamento de organelas e componentes celulares essenciais, facilita-se a
internalizacdo dos ions ao hialoplasma (Bapat et a/, 2018).

Os resultados observados demonstraram que apenas os tratamentos com maiores
concentragcdes de prata exibiram acdo inibitdria significativa. Esse comportamento pode ser
atribuido a baixa solubilidade do ZnO que reforcada quando o solvente ¢ PBS, como € o caso
deste trabalho. Estudos de Li et a/ (2011) indicam que o fosfato presente no PBS pode precipitar

ions zinco na forma de fosfato de zinco altamente insoluvel (Zns3(POa):2), formando um
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recobrimento superficial que inibe a dissolugdo continua do ZnO e, consequentemente, reduz a
disponibilidade de ions Zn?*" capazes de atravessar a membrana bacteriana e exercer efeito
citotoxico. Essa precipitacao pode explicar a auséncia de atividade antimicrobiana o ZnO puro,
mesmo contra cepas como E. coli, que em outros estudos ja demonstraram ser sensiveis ao ZnO
(Silva et al., 2019).

Dessa forma, constroi-se a hipotese de que o principal mecanismo de a¢do dos NCs ndo
esta necessariamente associado a dissolucao e liberacao de ions metalicos no meio, mas sim a
propriedades intrinsecas dos materiais. Embora a liberacao de ions Zn*" e Ag* possa contribuir
para a atividade antimicrobiana, os resultados obtidos indicam que, no contexto experimental
adotado, particularmente em meio tamponado com PBS, a dissolu¢ao do ZnO ¢ severamente
limitada, o que compromete a disponibilidade de ions livres em solu¢do. Assim, o efeito
bactericida observado, sobretudo nas formulagdes com maiores teores de prata (como ZnO:11
Ag), parece estar mais associado a interacdes diretas das nanoparticulas com a célula
microbiana.

Nesse sentido a prata exerce acdo citotoxica adicional mediante a sua interagdo
preferencial com grupos tiol de enzimas e proteinas estruturais, devido a elevada afinidade da
prata por residuos de enxofre, os quais podem levar a inibi¢do de vias tanto pela inativacao dos
sitios ativos de enzimas como a mudanca de sua conformacao. Eles interagem com o DNA de
forma a impedir a divisdo celular, resultando em morte celular. Em escala nanométricas, tais
efeitos sdo potencializados pela elevada area superficial especifica e pelo contato intimo entre
nanoparticula e célula-alvo. (Buszewski et al., 2018; Mikhailova, 2020).

Portanto, esses resultados reforcam a importancia de considerar os efeitos fisico-quimicos
e de superficie das nanoparticulas, os quais vao além da especiagdo i06nica, na avaliacao de seu
potencial antimicrobiano, ao sugerirem que a toxicidade intrinseca dos NCs, em especial dos
dopados com maiores teores de prata, desempenha papel relevante na atividade antimicrobiana.
Entretanto, para melhores avaliagdes e comprovagao da teoria de que a acao antimicrobiana da
prata € intimamente relacionada a sua toxidade da nanoparticula € necessario desenvolver novos
ensaios, que permitam verificar sua eficdcia em diferentes solventes e condi¢des de dissolucao,

de modo a entender e potencializar sua a¢cdo quando a presenca de ions livres ¢ maior.

6.  CONCLUSAO
O presente estudo permitiu avaliar o potencial antitumoral e antimicrobiano de nanocristais

de oxido de zinco dopados com diferentes concentragdes de prata. A andlise de viabilidade
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celular revelou que as células tumorais de prostata (PC-3) demonstraram maior sensibilidade
aos nanocristais quando comparado as células de pulmaos (A549). Ademais, embora os NCs
tenham apresentado reducdo da viabilidade celular em algumas condi¢des, nenhum dos
tratamentos atingiu indice de seletividade (IS) igual ou superior a 2, parametro geralmente
considerado promissor para terapias antineoplasicas (Maciel et al., 2022). Ainda assim,
observa-se que quimioterapicos classicos, como a cisplatina, também apresentam baixos
valores de seletividade, o que sugere que os resultados obtidos, apesar de modestos, ndo devem
ser desconsiderados. No que se refere a atividade antimicrobiana, os resultados demonstraram
efeito notavel apenas nas formulagdes com maiores teores de dopagem. Em especial, os
nanocristais contendo 11% de prata, os quais exibiram inibi¢ao intensa frente a todas as cepas
bacterianas avaliadas, incluindo microrganismos multirresistentes, como Pseudomonas
aeruginosa VIM e Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase. Esse achado evidencia
o impacto direto da dopagem metalica no incremento da atividade antimicrobiana, refor¢ando
o papel da prata como elemento chave para superar mecanismos de resisténcia bacteriana
Dessa forma, conclui-se que os nanocristais de 6xido de zinco dopados com prata
constituem uma plataforma versatil, com potencial de aplicacdo de terapias integradas no
combate a patdogenos resistentes e tratamentos oncoldgicos. Entretanto, sdo necessarios estudos
complementares envolvendo mais analises in vitro e posteriormente modelos in vivo, e
possiveis combinagdes com biomoléculas direcionadoras, a fim de consolidar a aplicabilidade
clinica desses nanomateriais. O trabalho, portanto, contribui para o avanco do conhecimento
em nanotecnologia aplicada a saude, fornecendo subsidios para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas.
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