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Resumo

Objetivo: avaliara citotoxicidade de uma formulagéo de prata coloidal em células de carcinoma hepatocelular Huh-7. Métodos: a formulagdo foi caracterizada
por técnicas complementares, incluindo espalhamento dindmico de luz (DLS), andlise de nanoparticulas por rastreamento (NTA) e microscopia eletrénica
de transmissdo (MET). A concentragdo inibitéria média (IC50) foi determinada por uma abordagem ortogonal, utilizando o ensaio de MTT e a coloragio
dupla Hoechst 33342 /propidio iodeto (PI). Além disso, foi realizada uma analise de alto contetido baseada em microscopia de fluorescéncia com o ensaio
Live Cell Painting. Resultados: a caracteriza¢do indicou a presenca de nanoparticulas de prata (AgNPs) e fons de prata na formulagdo. A avaliagdo da
citotoxicidade revelou valores de IC50 de 0,54 mg/L pelo ensaio de MTT e de 1,13 mg/L pela colora¢do dupla Hoechst 33342 /PI. Observou-se, ainda, que o
sobrenadante, enriquecido em fons de prata foi o principal responsavel pela toxicidade observada (IC50 = 0,64 mg/L). A andlise de alto contetido identificou
alteragdes morfolégicas no nucléolo como possiveis marcadores moleculares do dano induzido pela formulagdo. Conclusao: nossos dados indicam que a
prata coloidal pode representar um risco potencial a saiude humana.

Palavras-chave: nanoparticulas de prata; prata coloidal; nanotoxicidade; citotoxicidade; analise de alto contetido; perfil fenotipico.

Abstract

Objective: to evaluate the cytotoxicity of a colloidal silver formulation in Huh-7 hepatocellular carcinoma cells. Methods: the formulation was characterized
using complementary techniques, including dynamic light scattering (DLS), nanoparticle tracking analysis (NTA), and transmission electron microscopy
(TEM). The half-maximal inhibitory concentration (IC50) was determined using an orthogonal approach, combining the MTT assay with dual staining using
Hoechst 33342 /propidium iodide (PI). In addition, a high-content analysis based on fluorescence microscopy was performed using the Live Cell Painting
assay. Results: physicochemical characterization confirmed the presence of both silver nanoparticles (AgNPs) and silver ions in the formulation. Cytotoxicity
evaluation revealed IC50 values of 0.54 mg/L (MTT) and 1.13 mg/L (Hoechst 33342 /PI). The supernatant, enriched in silver ions, was identified as the
primary contributor to cytotoxicity (IC50 = 0.64 mg/L). High-content analysis detected nucleolar alterations as potential molecular markers of damage
induced by the colloidal silver formulation. Conclusion: our findings suggest that colloidal silver may pose a potential risk to human health.

Keywords: silver nanoparticles; colloidal silver; nanotoxicity; cytotoxicity; high-content analysis; phenotypic profiling.

INTRODUGCAO

As nanoparticulas de prata (AgNP) tém sido reconhecidas por
sua notavel atividade antibacteriana desde a Idade Média, o que
contribuiparaasuaamplautilizagdoemdiversasareas, incluindo,
por exemplo, a drea alimenticia,? cosmética® e médica*°. A sua
facilidade de sintese levou a criagdo de um produto comercial
de uso oral chamado prata coloidal, composto por AgNP e ions
de prata (Ag*) em um coloide aquoso. Esse produto se encontra
disponivel em lojas de medicina alternativa e mercados online
no Brasil e pode ser adquirido por qualquer pessoa sem a
necessidade de receita ou prescricdio médica®, tendo seu
consumo intensificado durante a pandemia do SARS-CoV-2.
Contudo, esse aumento no consumo, associado a disseminacdo
de possiveis efeitos terapéuticos da prata coloidal, levanta sérias
preocupag¢des quanto a um possivel aumento nas intoxicagdes

causadas pelas AgNP.

O mecanismo de citotoxicidade das AgNP, particularmente
a contribuigdo dos ions Ag* e de Ag® da forma nanométrica,
é objeto de intenso debate. Alguns estudos indicam que os
efeitos citotoxicos das AgNP sdo menores quando comparados
aos causados pelos ions Ag**® enquanto outros trabalhos
sugerem que concentragao de ions Ag" ndo influenciam a
citotoxicidade®!®, Apesar dessa discussdo, é possivel atribuir
diferentes mecanismos moleculares as formas da prata
nanométrica e idnica. As AgNP sdo atribuidos efeitos como a
peroxidagao lipidica, o estresse proteotodxico e a morte celular
por necrose; aos ions Ag* atribuem-se efeitos como aumento
dos niveis de H,0,, desencadeando estresse oxidativo e levando
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a morte celular por apoptose!’. Apesar de esses mecanismos
terem sido reportados, ainda existem lacunas significativas
na literatura sobre o efeito exato dessas espécies em células
humanas. Em particular, sdo escassos os estudos que avaliam
os mecanismos de toxicidade das formulagdes comerciais
de prata coloidal, fortalecendo a necessidade urgente de
aprofundar os conhecimentos dos riscos associados ao uso
dessas formulagoes.

Neste trabalho, investigamos os perfis citotdxicos de
uma formulagdo comercial de prata coloidal em células
de hepatocarcinoma humano (Huh-7). A caracterizagdo
fisico-quimica foi realizada por UV-Vis, DLS, NTA e ICP-OES.
Posteriormente, avaliamos a citotoxicidade utilizando coloragdo
dupla Hoechst 33342/PI e técnicas avancadas, incluindo anélise
de alto contetudo (HCA) baseada em imagem, por meio do
ensaio de Live Cell Painting. Essa abordagem permitiu identificar
diferencgas fenotipicas sutis, contribuindo para a compreens3do
dos mecanismos de toxicidade e da influéncia relativa de AgNPs
e ions Ag* presentes na formulagdo.

Métodos
Obtengao da formulagao coloidal

Neste estudo, empregou-se uma formulagdo de prata coloidal
da marca Prata Real. De acordo com o rétulo do produto, as
caracteristicas fornecidas pelo fabricante incluem: densidade
13 mg, diametro médio de 1 a 10 nm, dose didria recomendada
5 mL, composi¢do agua deionizada 220 mL e prata elementar 13
mg, com concentragdo de 295 pg/5 mL.

Caracterizagdo fisico-quimica da formulagao comercial de
prata coloidal

A caracterizagdo fisico-quimica da formulagdo comercial de
prata coloidal foi avaliada por diversas técnicas. O espectro de
absorgdao UV-Vis foi obtido na faixa de comprimento de onda de
300 a 700 nm, utilizando o leitor multidetecgdo hibrido Cytation
5 (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).

A morfologia das AgNP foi observada por Microscopia Eletronica
de Transmissdo (TEM), utilizando um Microscépio Eletrénico de
Transmissao Tecnai G2 Spirit BioTWIN. A amostra da solugdo de
prata coloidal foi colocada na superficie de uma grade de cobre
com 200 malhas recobertas com Formvar (Electron Microscopy
Sciences), seguida de contrastagdo negativa com acetato de
uranila a 1%, sendo, posteriormente, seca antes da andlise no
microscopio.

O tamanho médio, potencial zeta e polidispersidade das AgNP,
presentes na formulagdo coloidal foram determinadas por
DLS, com medigdes realizadas em triplicata e sem diluigdo
da amostra, utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments) a um angulo de 902 e temperatura de
25 °C. A distribuicdo de tamanho e a concentragdo das AgNP
foram obtidas pelo rastreamento de nanoparticulas (NTA)
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em uma dilui¢do 1:2 (v/v) em dagua bidestilada, utilizando o
equipamento NanoSight NS300 (Malvern). A concentragéo total
de prata na formulagdo foi quantificada por Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES).

Obtengao do sobrenadante e pellet da formulagao comercial

Para os estudos mecanisticos, fragdes da formulagdo comercial
de prata coloidal foram preparadas por meio de centrifugagao,
processo que permitiu a obtencdo de um pellet, fracdo
enriquecida em nanoparticulas, e de um sobrenadante, fracdo
enriquecida em ions Ag*. Amostras de 1 mL da formulagdo
foram centrifugadas a 4 °C, a uma forga centrifuga de 5200
xg (RCF), por 40 min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante
foi cuidadosamente removido, deixando 500 puL no tubo para
preservar o pellet, que foi, entdo, separado, e ambos foram
imediatamente utilizados para as analises subsequentes.

Linhagem celular

Foram utilizadas células da linhagem de hepatocarcinoma
humano (Huh-7, No. JCRB0403) obtidas da Japanese Collection
of Research Bioresources Cell Bank (JCRB), Japdo. As células
foram cultivadas em frascos de cultura com meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM), contendo 1% de penicilina e
streptomicina, e 10% de soro fetal bovino desativado, referido
aqui como meio suplementado. Os frascos foram mantidos
em estufa, com atmosfera Umida, a 37 °C, com 5% de CO2 em
incubadora Panasonic COM-170AICUVL-PA. Periodicamente, as
culturas foram testadas para garantir a auséncia de micoplasma.
Para isso, as células foram cultivadas durante trés dias sem
antibidticos e inspecionadas sob microscopia de fluorescéncia,
utilizando o método de coloragao direta de DNA com Hoechst
33342 (1 umol L-1, Invitrogen, EUA).

Plagueamento celular

O plaqueamento celular foi realizado em uma densidade de
7500 células/pogo em placas de 96 pogos, utilizando meio
DMEM suplementado. As células plaqueadas na placa foram
incubadas a 37 °C, com 5% de CO2 por 24 h antes do tratamento
(Forma Scientific, EUA).

Avaliagao da citotoxicidade
Determinagéo do IC,,

Para a determinagdo do IC50 da formulagdo coloidal, diluigdes
seriadas foram preparadas em uma razdo de 1:2 (v/v), em que,
a cada diluicdo, uma aliquota da solugao foi diluida em meio
DMEM ndo suplementado, resultando em concentragdes que
variaram de 0,15 a 9,7 mg/L de prata. As células permaneceram
expostas por 24 h, sendo incubadas a 37 2C e 5% de CO2. Como
controle negativo, foram utilizados pogos incubados com lactose
(0,34 mg/mL), e, como controle positivo, foram incubadas com
amiodarona (10 mmol L?).

As células foram incubadas com o sobrenadante, fracdo
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enriquecida em ions Ag', em volumes correspondentes a
concentragBes que variaram de 0,15 a 9,7 pug/mL de AgNP na
formulagdo original, e pellet, fragdo enriquecida em AgNPs,
em volumes correspondentes a concentragdes que variaram
de 0,30 a 19,4 pug/mL de AgNP na formulagdo original. Apds a
incubacdo, as células foram mantidas na estufa a 37 2C e 5% de
CO2 por 24h. As concentragdes foram produzidas por dilui¢do
seriada, como descrito acima. Tanto os tratamentos seguintes
com os IC50 quanto os controles foram diluidos em meio DMEM
suplementado. Apds a incubagdo, as células foram mantidas na
estufa a 37 2C e 5% de CO, por 24 h.

Ensaio de viabilidade celular
Ensaio de viabilidade celular por MTT

Ap0ds 24h de incubacgdo, foram adicionados 20 L da solugdo de
MTT (1 mg/mL, Sigma-Aldrich, EUA) em cada poco e incubou-
se a 37 °C com 5% de CO2 por 2,5h. Em seguida, o meio foi
substituido por 100 pL de solvente orgadnico (DMSO) para
solubilizar o formazan formado. As placas foram agitadas por
15 min, e a absorbancia foi aferida a A= 570 nm, usando o leitor
de microplacas VERSAmax (Molecular Devices, CA, USA).

Ensaio de viabilidade celular por dupla marcagdo de lodeto de
Propidio/ Hoechst 33342

Para o ensaio de viabilidade celular por dupla marcagdo de
lodeto de Propidio (Pl) e Hoechst 33342, 24h apds a incubacdo,
foram adicionados, em cada pogo, 50 pL de uma solugdo
de marcagdo contendo Hoechst 33342 (1 umol L-1, Thermo
Fisher Scientific) e Pl (1 umol L-1, Thermo Fisher Scientific) em
meio FluoroBrite™ DMEM (Gibco, USA) ndo suplementado. As
células foram incubadas por 40 min a 37 2C com 5% de CO2.
Ap0s a incubacdo, a fluorescéncia foi lida, e as imagens foram
adquiridas usando o Leitor Multidetecgdo Hibrido Cytation 5
(BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Foram adquiridas
10 imagens por poco, utilizando a objetiva de 10x com os cubos
DAPI (A =377/447)e PId (N, =531/647).

Ex/Em Ex/Em

Ensaio do Live Cell Painting

O ensaio do Live Cell Painting é uma analise de alto conteudo
(High content imaging) baseada em imagens de células vivas,
marcadas com o corante laranja de acridina (AO, sigla do
inglés acridine orange)'?. Este corante possui a propriedade
de metacromasia, permitindo a visualizacdo do citoplasma
e do material genético das células, como a dupla hélice do
DNA, no canal verde, e vesiculas acidas (endossomos tardios e
lisossomos) no canal vermelho. Para realizar o ensaio, as células
foram incubadas com o IC50 da formulagdo e do sobrenadante a
37 2C e 5% de CO2, por 24 h. Apds a exposicao, as células foram
marcadas com AO (20 uM) em meio DMEM né&o suplementado
e incubadas a 37 2C e 5% de CO2 10 min. Em seguida, o meio
foi substituido por 100 uL FluoroBrite™ DMEM (Gibco, USA)
suplementado, e as imagens foram adquiridas usando uma
objetiva de 20x em 10 sitios diferentes por pogo, usando o
Leitor Multidetec¢cdo Hibrido Cytation 5 (BioTek Instruments,
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Inc., Winooski, VT, USA). Foram usados os cubos GFP (AEx/Em =
469/525) e Pl (AEx/Em = 531/647). Os periodos de exposicdo, a
intensidade do LED e os parametros de ganho foram ajustados
e permaneceram constantes ao longo de todo o processo de
aquisicdo de imagens.

Analise de imagens
Obtengdo e tratamento de dados

A andlise de alto conteldo utilizada neste artigo seguiu o fluxo
de trabalho (pipeline) demonstrado na figura 1S (material
suplementar). As ferramentas desempenham fun¢des distintas
e complementares, como a identificacdio e caracterizacdo
precisas das células e compartimentos intracelulares, além da
manipulacdo dos dados para remover artefatos experimentais
e melhorar a qualidade da analise.

Apds o tratamento e a aquisicdo das imagens descritos
anteriormente, as imagens foram primeiramente submetidas
a um controle de qualidade utilizando o software CellProfiler
Analyst’3. Nesse processo, um modelo foi treinado para
identificar imagens sem relevancia ou significado bioldgico
(e.g., imagens fora de foco, com intensidade fora da escala de
fluorescéncia ou contendo artefatos). Em seguida, as imagens
passaram por um pipeline de andlises no software CellProfiler'4,
que excluiu as imagens identificadas no processo anterior. O
pipeline do CellProfiler usa mdédulo do Cellpose®®, ferramenta
baseada em deep learning, usada para a segmentacdo
(i.e., identificacdo) do nucleo das células, a partir do qual é
expandido o contorno das células (figura 1S). Apds identificar
nucleo e citoplasma, outros moddulos do CellProfiler foram
usados para extrair caracteristicas como intensidade, textura,
granulacdo, forma e tamanho em cada célula. Esses dados
foram, entdo, armazenados em um arquivo formato .csv, com as
linhas representando as células, e as colunas as caracteristicas
(features) de cada célula, e, ao final desse processo, obtivemos
uma tabela de dados contendo 3251 colunas.

Essa tabela de dados foi processada usando o pacote
Pycytominer®®, que foi usado para agregar, normalizar e
selecionar as features das células. Foram excluidas features
sem variancia e as altamente correlacionadas (coeficiente de
correlacdo acima de 0,9). Além disso, o pacote foi utilizado para
combinar informagdes de diferentes células e normalizar os
dados?. Ao final desse processo de filtragem, obtivemos uma
tabela de dados contendo 522 colunas. Por fim, o PyComBat
foi utilizado para remover o efeito de lote (batch effect) nos
dados?.

Processamento de dados

Para andlise dos dados coletados, foram utilizados os algoritmos
Andlise Discriminante Linear (LDA, do inglés Linear Discriminant
Analysis) e Random Forest. O LDA foi aplicado com o objetivo
de maximizar a separagao entre os grupos e identificar as
variaveis mais discriminativas’®. Em paralelo, foi utilizado o
algoritmo Random Forest, uma técnica baseada em arvores
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de decisdo que constréi multiplos modelos independentes
e combina seus resultados®, e, a partir desse modelo, as
varidveis mais relevantes foram selecionadas com base na
importancia média das varidveis ao longo das arvores. Essas
variaveis foram organizadas em categorias funcionais: nucleo,
citoplasma e célula, e também classificadas de acordo com o
tipo de variavel, como area e formato (AreaShape), textura
(Texture), granularidade (Granularity), correlagdo (Correlation),
distribuicdo radial (RadialDistribution), intensidade (/Intensity) e
vizinhanga (Neighbors). Apds a aplicagdo dos algoritmos LDA e
do Random Forest, foi realizada uma andlise para identificar as
variaveis mais importantes em cada um dos algoritmos (feature
importance). Em particular, foi dado foco as 50 varidveis mais
relevantes de cada abordagem, buscando entender quais delas
eram comuns entre os dois métodos.

Andlise Estatistica dos resultados

Os resultados de viabilidade celular foram analisados utilizando
o software GraphPad PRISM (versdo 8), por meio de regressdo
linear no modo “log(inibidor) vs. resposta — declive variavel
(quatro parametros)”. As andlises de alto conteudo baseadas
em imagem foram realizadas no ambiente Jupyter Notebook,
acessado por meio do Visual Studio Code. Para verificar a
distribuicdo dos dados, utilizamos o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. A homogeneidade das variancias foi avaliada pelo
teste de Levene. Caso os dados apresentassem distribui¢do
normal e variancias homogéneas, aplicamos a Analise
de Variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagGes
multiplas de Tukey. Quando as suposi¢des de normalidade ou
homogeneidade ndo foram atendidas, optamos pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn para
comparagdes multiplas. Para todas as analises, foi considerado

estatisticamente significativo o valor de p inferior a 0,05.

Os testes de Shapiro-Wilk, Levene, ANOVA e Kruskal-Wallis
foram realizados com o pacote scipy (versdo 1.13.1). Para o
teste de Tukey, utilizamos o pacote statsmodels (versdo 0.14.2),
e o teste de Dunn foi executado com o pacote scikit-posthocs
(versdo 0.9.0).

RESULTADOS

Caracterizagao fisicoquimica da formulagao comercial de prata
coloidal

A caracterizagdo fisico-quimica da formulagao usando a técnica
de UV-Vis revelou uma banda plasmonica bem definida, com
absor¢do maxima entre 414 e 420 nm (figura 1A), sugerindo
a presenga de nanoparticulas de prata (AgNP) (figura 1C).
Para detalhar o tamanho das nanoparticulas, foram usadas
as técnicas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e Analise
de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA) (tabela 1). E, para
avaliar a morfologia da formulagdo, foi usada a Microscopia
Eletrénica de Transmissdo (MET, Figura 1B, C). Tanto o DLS
(122,39 + 8,07 nm) quanto a NTA (97,8 £ 2.9 nm) indicaram
um tamanho médio de cerca 100 nm, enquanto a MET revelou
particulas menores (44,9 £ 23,1 nm) (figura 1B e C). A formulagdo
apresentou-se relativamente homogénea, conforme sugerido
pela andlise de imagem de TEM e confirmada pelos valores de
PDI (~0,3) e SPAN (~1) (tabela 1). O potencial zeta medido foi
de -15 mV. A concentragdo de nanoparticulas foi estimada em
2 x 10° particulas/mL, e a concentracdo de prata na amostra
foi determinada em 19,4 mg/L por ICP-OES. Esses resultados
confirmaram que a formulagdo comercial de prata coloidal é
composta por nanoparticulas de prata.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas da formula¢do comercial de prata coloidal determinadas pelas técnicas DLS e NTA

Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

Anilise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

Diametro hidrodinamico 122 + 8 nm Tamanho 98 +3 nm
PDI 0,32 +0,04 Span 1,08
Potencial Zeta -15,5+0,9 Concentragdo 2,24 x 109 + 4,04 x 108 particulas/mL

Figura 1. Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas contidas na Prata Real. (A) UV-Vis. (B) Distribuicdo do tamanho das
AgNP. (C) Imagem adquirida por microscopia eletrénica de transmissdo, em escala de 100 nm (aumento de 23,000).
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Perfil citotdxico

A viabilidade celular em presenca da formulagdo de prata
coloidal comercial foi estimada utilizando dois métodos
ortogonais, o ensaio de MTT e a dupla marcagdo de Pl/Hoechst,
para aumentar a robustez dos dados (figura 2). Os valores de
IC50, que representam a dose responsavel pela reducdo de
50% da viabilidade celular, foram de 0,54 mg/L (R*: 0,940)
pelo ensaio de MTT e 1,13 mg/L (R% 0,959) pelo método de
dupla marcagdo de PI/Hoechst (figura 2). Além disso, o ensaio
de dupla marcagdo permitiu uma avaliagdo morfoldgica do
nucleo nas células expostas a formulagdo comercial de prata
coloidal (figura 3). Nas células controle, os nlcleos apresentam
uma morfologia, predominantemente, de intensidade de
fluorescéncia baixa, caracterizando as células em interfase,
além de apresentar alguns nucleos menores, mais intensos,
condensados e alongados, caracteristicos de células em divisdo.
A inspecdo visual indicou que esse padrdo de células saudaveis
foi mantido até concentragdes de 1,21 mg/L de prata coloidal.
No entanto, apds a exposicdo a concentragdes maiores,
observou-se intensa condensagdo nuclear, com manutencgao da
forma arredondada, distinta das células em divisao, sugerindo
morte celular, corroborada a marcagdo com Pl (evidenciada
na coluna fusdo). Esses resultados indicam que a formulagdo
comercial de prata coloidal exibe citotoxicidade de forma dose-
dependente.

Figura 2. Determinag¢do do IC50 para células Huh-7 tratadas
com formula¢do comercial de prata coloidal utilizando o ensaio
de MTT e dupla marcagdo de PI/Hoechst.
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Legend: Células foram incubadas com concentragdes crescentes de
prata coloidal (0,15-9,7 mg/L) por 24 h. Cada valor representa a média
+ DP de trés experimentos independentes, cada um com trés replicatas
experimentais (n = 3). A viabilidade das células ndo tratadas foi estabe-
lecida como 100%. Os valores de IC50 foram determinados utilizando
o software GraphPad Prism.
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Figura 3. Imagens representativas do ensaio de dupla marcagdo
de Pl/Hoechst em células de Huh-7 na presenga da prata
coloidal, obtidas por microscopia de fluorescéncia no Cytation
5.

FUSAO

DAPI PI

4,85 mg/L 2,42 mg/L 1,21 mg/L 0,60 mg/L 0,30 mg/L 0,15 mg/L CONTROLE

9,7 mg/L

Legend: As imagens foram adquiridas com a objetiva de 10x. As linhas
representam um dos pogos tratados com o controle contendo meio
DMEM suplementado ou uma das concentragGes de prata coloidal. As
colunas representam, respectivamente, imagens do corante Hoechst
33342 obtidas no canal DAPI, imagens no filtro PI, células (nucleos)
coradas com lodeto de Propidio (células ndo vidveis, com danos a
membrana plasmatica), e imagens da fusdo dos dois filtros: DAPI e PI.
Barra de escala = 200 um.
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A formulagdo estudada neste trabalho demonstrou uma alta
toxicidade em comparagdo com outras pesquisas utilizando
AgNP com tamanho igual ou inferior a 100 nm?2%, Por meio
desses resultados, hipotetizamos a possibilidade da formulagdo
conter ions de prata, os quais estariam contribuindo para a
citotoxicidade. Para investigar essa hipotese, realizamos a
separagao do sobrenadante e do pellet através da centrifugacdo
das amostras e testamos a toxicidade de cada fragao. Utilizando
o ensaio de MTT (figura 4), obtivemos um IC50 de 0,645 mg/L
(R%: 0,9463) para o sobrenadante, enquanto nio foi possivel
determinar o IC_  para o pellet. Esses resultados indicam que o
sobrenadante, que contém predominantemente ions, apresenta
uma toxicidade significativamente maior em comparagdo ao
pellet, composto principalmente por AgNP.

Figura 4. Determinagdo do IC50 de células Huh-7 expostas ao
pellet e sobrenadante da formulagdo de prata coloidal.

160+ - Pellet

100+

o
(=]
L

Viabilidade celular (%)

l] - -‘Wmmm
-0.5 0.0 0.5 1.0
Log da concentragao de AgNP (mg/L)

Legend: Ensaio de MTT em células tratadas com o sobrenadante
e pellet da Prata Real. Células foram incubadas com
concentragBes crescentes de sobrenadante (0,15-9,7 mg/L) e
pellet (0,30-19,4 mg/L) por 24 h. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. A viabilidade das células nao tratadas
foi estabelecida como 100%. A obtencdo dos valores de IC50 foi
realizada utilizando o software GraphPad Prism.

Perfil fenotipico

Usando o ensaio do Live Cell Painting, foi tracado o perfil
fenotipico das células, utilizando métricas relativas aos nucleos,
nucléolos, citoplasma e vesiculas acidas. A LDA foi usada para
reduzir a dimensionalidade dos dados e agrupar as amostras
de acordo com os tratamentos (classes) (figura 2SA). E possivel
observar uma sobreposi¢do parcial dos grupos formados pelas
células do controle ndo tratado e o controle negativo (lactose),
além de um agrupamento (cluster) referente ao controle
positivo (amiodarona). Esses dados demonstram que o perfil
fenotipico separou, de forma correta, os controles, negativo
e positivo. No caso dos tratamentos, a formulacdo de prata
coloidal formou outro grupo independente, sugerindo que os
efeitos da prata coloidal diferem da citotoxicidade induzida
pela amiodarona. Além disso, os resultados da LDA revelaram
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uma sobreposicdo parcial entre as células tratadas com o
sobrenadante da formulagdo da prata coloidal e de células
nao tratadas, sugerindo que a parte da populagao celular Huh-
7 tratada com o sobrenadante apresentou um fendtipo que
pouco difere das células controle. Os agrupamentos foram
avaliados usando uma matriz de confusdo e a distancia entre
os centroides (figuras 2S e 3S). Isso pode indicar que as células
afetadas pelo tratamento ja tenham sofrido morte celular
durante as 24h de tratamento, e, dessa forma, assemelham-se
ao controle por ndo apresentarem mais danos evidentes.

Na etapa seguinte, utilizamos os dados do perfil fenotipico
para determinar detalhes sobre o mecanismo de toxicidade
induzido pela prata coloidal. Usando o LDA, selecionamos as
10 principais varidveis (figura 4S), entre os quais o nucleo foi
o principal responsdvel pela separa¢do dos grupos, totalizando
53,33% das variaveis obtidas. O Random Forest selecionou 309
das 517 varidveis originais que explicavam 95% da variacdo
total (figura 5SA), tendo uma acuracia de 0,8 (figura 5SB). Essas
varidveis foram organizadas de acordo com suas localizagdes
funcionais: nucleo, citoplasma e célula (figura 6SA). Dentro
dessas categorias, foi feita uma subdivisdo adicional que
mostrou que o nucléolo foi o mais alterado, com predominancia
de alteragBes relacionadas a forma e a drea (figura 6SC e 7S),
achado reforgado pelas principais features selecionadas pelo
LDA e Random Forest (figura 8SA).

DISCUSSAO

Dado o uso crescente e a facilidade de acesso a prata coloidal,
frequentemente adquirida sem regulamentac¢do ou orientagao
médica adequada, buscamos avaliar seus possiveis efeitos
citotoxicos, visando aos riscos a saude associados ao consumo
dessas formulagdes. Os resultados deste estudo indicam que
a toxicidade observada nas formula¢des de prata coloidal estd
fortemente relacionada a presenga de ions Ag*. Observamos
que o sobrenadante, rico em Ag*, apresentou toxicidade
significativamente maior em comparagdo ao pellet, que contém,
predominantemente, AgNPs. Esses achados sugerem que
os ions de prata desempenham um papel central nos efeitos
citotoxicos observados. Esse comportamento esta alinhado com
estudos prévios que destacam a contribuicdo critica de Ag* para
as respostas toxicologicas em diversos modelos experimentais,
frequentemente excedendo os efeitos atribuidos unicamente
as AgNPs?*2¢. A presenca ndo declarada desses ions Ag' em
produtos comercializados como nanoparticulas puras levanta
preocupacgdes sobre rotulagem e aumenta os riscos a saude,
especialmente em produtos vendidos sem uma regulamentacdo
adequada.

Outro aspecto critico na avalia¢do da segurancga das formulagées
de prata coloidal é a alta variabilidade entre os produtos
disponiveis comercialmente’. Diferengas no tamanho e na
concentragdode AgNPsdificultamapadronizacgdoeacomparacgdo
dos resultados em diferentes estudos. Em nossos experimentos,
a formulagdo testada revelou AgNPs com tamanhos variados,
diferindo significativamente das informac¢des indicadas na
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rotulagem do produto. Essa heterogeneidade pode levar a
respostas bioldgicas distintas, variando de acordo com a marca
do produto. E amplamente reconhecido que nanoparticulas
menores tendem a ser mais toxicas devido a maior area de
superficie e reatividade quimica?’%. Além disso, as diferengas
nas concentragdes efetivas de prata ingerida, muitas vezes ndo
informadas nos rotulos, representam um risco adicional ao
consumidor, refor¢gando a necessidade de uma regulamentagdo
mais rigorosa e transparente.

Nés demonstramos que a determinagdo do perfil fenotipico
baseado em imagens de microscopia de fluorescéncia, nesse
caso usando o ensaio do Live Cell Painting, constitui uma
ferramenta eficaz e muito informativa, possibilitando uma
avaliagdo detalhada das alteragdes morfoldgicas e funcionais
nas células expostas a nanoparticulas de prata coloidal. Como
foi observado, uma das principais alteragdes foi no tamanho e
na forma do nucléolo, podendo ser indicativos de mudangas
significativas no metabolismo celular. O aumento no tamanho
dos nucléolos estd frequentemente associado a uma sintese
ribossomal aumentada, o que sugere uma maior atividade
de transcricdo de RNA ribossdmico®. Alteragdes no tamanho
dos nucléolos podem, portanto, servir como indicadores
importantes de senescéncia celular, desregulagdo da expressdo
génica e reorganizagdo da estrutura da cromatina®. Dessa
forma, foram identificadas estruturas celulares que caracterizam
os efeitos moleculares causados pela prata coloidal, e esses
achados podem ser usados para detectar alteragdes mesmo em
baixas concentragdes de prata coloidal.

CONCLUSOES

Nossos resultados indicam que a formulagdo de prata coloidal
apresenta niveis de toxicidade preocupantes. Além disso,
demonstramos que o sobrenadante é o maior responsavel pelos
efeitos citotdxicos, sugerindo que sejam causados pelos ions

de Ag*. A anadlise de alto contetddo usando o método do Live
Cell Painting identificou o nucléolo como um possivel marcador
molecular da citotoxicidade causada por essa formulagdo. Isso
sugere que esse método pode ser uma ferramenta promissora
para monitorar as respostas celulares e explorar mecanismos de
acdo de nanoparticulas, abrindo portas para novas perguntas
bioldgicas e ideias de abordagens experimentais. Embora nosso
estudo tenha revelado importantes aspectos sobre os efeitos
citotoxicos da prata coloidal, ainda ha diversas areas que
necessitam de investigagdes mais aprofundadas, como ensaios
em modelos mais complexos e eventualmente em humanos,
levando em consideragdo que algumas pessoas tém uma
exposicao prolongada a essas formulagdes. Por fim, os achados
deste estudo reforcam a necessidade de regulamentagao mais
rigorosa, considerando os riscos potenciais associados ao uso
dessas formulagdes no consumo humano.
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