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ABSTRACT

Negli ultimi anni le nanoparticelle metalliche d’oro e argento hanno acquisito una
rilevante importanza e si sono dimostrate talmente versatili da poter essere applicate
in diversi ambiti. Le nanoparticelle vengono generalmente sintetizzate attraverso
metodi chimici, dai quali si ottengono prodotti stabili, ma anche intermedi di
reazione che possono risultare tossici per la salute umana e nocivi per ’ambiente.
Una tra le possibili soluzioni ¢ studiare vie di sintesi alternative che permettano di

ottenere nanoparticelle a partire dai derivati di origine naturale.

Nello studio presentato, ¢ stata confrontata la citotossicita delle nanoparticelle
ottenute con sintesi chimica di Lee-Meisel e Turkevich e con sintesi biogenica a
partire dall’estratto delle foglie di the. Gli esperimenti sono stati condotti in due
linee cellulari polmonari umane, una non tumorale (HBEC3-KT) e una tumorale
(A549), coltivate in monostrato (2D) e in forma di sferoidi (3D). I risultati hanno
permesso di dimostrare la maggiore citotossicita delle nanoparticelle d’argento
rispetto a quelle d’oro. Inoltre, le nanoparticelle d’oro biogeniche hanno in generale
una maggiore biocompatibilita rispetto a quelle chimiche, al contrario, a parita di
dose, le nanoparticelle d’argento biogeniche sono risultate piu citotossiche di quelle
chimiche. Questi risultati evidenziano il potenziale dell’approccio biogenico per

future applicazioni in ambito biomedico.






1. STATO DELI’ARTE: introduzione

Lo studio delle nanoparticelle, ad oggi, ha una vasta gamma di applicazioni nel
campo della biotecnologia e nanotecnologia, medicina, agricoltura, dando inoltre
un importante contributo a livello ambientale grazie all’utilizzo di vie di sintesi

sempre piu green, e quindi sostenibili, per la loro produzione.

Si stanno sperimentando approcci green che siano in grado di mantenere le
proprieta desiderate delle nanoparticelle, riducendo 1’uso di reagenti tossici, il
consumo energetico, i rifiuti prodotti e di conseguenza anche i costi e 1’impatto

ambientale.

Quando si parla di nanoparticelle si intendono piccole strutture comprese tra 1-100
nanometri aventi un elevato rapporto superficie/volume. E proprio sulla loro
superficie esterna che si trova un gran numero di atomi aventi legami chimici
insaturi che li rendono instabili e altamente reattivi, in questo modo possono
interagire prontamente con I’ambiente circostante. Tra 1 metalli che possono essere
utilizzati per la loro produzione, le nanoparticelle di oro e argento sono le piu
studiate grazie alle loro proprieta chimico-fisiche. Le AuNPs spiccano per la loro
biocompatibilita che le rende ideali per il trasporto di farmaci; mentre 1’argento
vanta da secoli le sue qualita di agente antimicrobico ad ampio spettro, le quali
vengono amplificate in forma di AgNPs risultando efficace contro batteri, virus e
funghi grazie al rilascio di ioni Ag". Inoltre, entrambi i metalli sono versatili,
possono quindi essere impiegati in diversi ambiti, oltre a poter essere sintetizzati
con tecniche diverse e a venire coniugati in superficie con molecole vegetali o
biologiche. Le principali proprieta comuni per entrambe le nanoparticelle descritte
sono: le proprieta ottiche e il fenomeno della Risonanza Plasmonica di Superficie
Localizzata (LSPR) che permette alle nanoparticelle di assorbire la luce con gran
efficienza a determinate frequenze, dette di risonanza, conferendo alle soluzioni
colloidali colori vividi (rosso rubino per 1’Au e giallo/ambra per Ag); si hanno poi
le proprieta catalitiche, le quali permettono di velocizzare le reazioni chimiche e
biochimiche, che ne permettono 1’impiego sia per reazioni di sintesi che per reazioni

di degradazione, come quella degli inquinanti ambientali. Infine, a livello biologico,



interagiscono con le cellule in modalita diverse, portando ad effetti citotossici
dipendenti da dimensione, forma e sintesi delle nanoparticelle stesse. Tra i piu
comuni si hanno la produzione di ROS (specie reattive dell’ossigeno), danni

strutturali e al DNA, i quali contribuiscono all’induzione della morte cellulare.

Con il termine citotossicita si intende la capacita di un agente chimico, fisico o
biologico di danneggiare o uccidere una cellula. In questo studio, vengono valutati
gli effetti citotossici indotti da nanoparticelle di oro e argento in cellule farget, i
quali possono essere danni di diversa entita fino alla morte delle cellule stesse. I
target sono modelli cellulari 2D e 3D in vitro, nello specifico linee cellulari
polmonari sane HBEC3-KT e tumorali A549, e D’obiettivo ¢ capire come
rispondono al trattamento con nanoparticelle d’oro e argento sintetizzate per via

chimica e biogenica, evidenziandone le differenze.

La sintesi chimica prevede due metodi: il Lee-Meisel per I’Ag e il Turkevich per
I’Au; entrambi portano alla formazione di intermedi di reazione che possono
risultare tossici per la salute e per ’ambiente. Per questo motivo ¢ stato introdotto
un approccio biogenico in cui la sintesi delle nanoparticelle inizia da un estratto di
th¢ nero, il quale ¢ ampiamente reperibile e conferisce stabilita e proprieta

antiossidanti, antibatteriche, antivirali.

Tra 1 vantaggi dei metodi di sintesi green, si ha quello di poter sfruttare approcci
sinergici dati dalla combinazione della matrice vegetale di capping e I’azione delle
nanoparticelle metalliche che possano indurre in modo mirato 1’apoptosi nelle
cellule target, come riportato precedentemente da Wang et al. [1]. Un altro aspetto
importante ¢ che 1 metodi biogenici spesso aumentano la produzione di ROS e di

conseguenza di danni al DNA nelle cellule tumorali portando alla morte delle stesse.

L’importanza di questo studio non ¢ solo testare il livello di tossicita delle
nanoparticelle sulle linee cellulari in esame; ma anche di porre le basi per
comprendere le modalita e i meccanismi con cui agiscono, con la prospettiva di
poter essere testate in vivo e che nel tempo possano essere impiegate, ad esempio,
nella terapia oncologica e diagnostica. Inoltre, I’adozione di metodi di sintesi green
(biogenici) permette di ridurre gli effetti indesiderati nelle cellule sane di controllo

in fase sperimentale e di conseguenza in vivo.



2. APPROCCIO SPERIMENTALE: materiali e metodi
2.1 Linee cellulari

Sono state utilizzate due linee cellulari umane appartenenti al tratto respiratorio:
una non tumorale HBEC3-KT e una tumorale A549. In questo modo ¢ stato
possibile comprendere come lo stato tumorale delle cellule influenzi I’effetto
citotossico dato dal trattamento con le nanoparticelle di Au e Ag nei diversi metodi

di sintesi.
2.1.1 Cellule HBEC3-KT

Le cellule HBEC3-KT sono cellule epiteliali umane isolate dai bronchi ed
immortalizzate tramite I’espressione di hTERT (subunita telomerasica catalitica
umana) e CDK4 (ciclina chinasi dipendente 4 di topo), crescono in adesione e il
loro tempo di duplicazione ¢ di 20 ore. Questa tipologia di cellule ¢ molto usata
negli studi di ricerca tossicologia polmonare e oncologica. Sono state coltivate in
terreno PneumaCult™-Ex Plus addizionato con una soluzione stock di
idrocortisone. Per la crescita in monostrato (2D) sono state fatte crescere in flask
T75 ¢m? mantenendole a una temperatura di 37°C in atmosfera umida al 95% di
aria ¢ 5% di CO2, a cui sono seguite opportune sub colture durante le fasi
esponenziali. Per la crescita in 3D, le cellule sono state coltivate in terreno completo
in adeguate piastre di coltura per sferoidi a bassa adesione, per renderle pit semplice

il loro prelievo dopo 7-9 giorni di crescita in incubazione.

2.1.2 Cellule A549

Le cellule A549 sono cellule epiteliali tumorali di adenocarcinoma polmonare
alveolare di tipo 2, crescono in adesione e il loro tempo di duplicazione ¢ di 24 ore.
Queste cellule sono ampiamente utilizzate nella ricerca sul cancro, in quella
tossicologica e farmacologica. Sono state coltivate in terreno Ham’s F12-K
addizionato con FBS al 10% inattivato tramite calore e antibiotici. Le condizioni di
crescita delle cellule A549 in 2D e in 3D sono le medesime delle cellule HBEC3-
KT.

2.2 Nanoparticelle d’oro e argento e metodi di sintesi

Le nanoparticelle metalliche di Au e Ag (1-100 nm), come noto in letteratura, sono

nanomateriali ampiamente utilizzati grazie alle loro numerose proprieta chimico-



fisiche, tra le quali spiccano quelle ottiche, elettroniche e catalitiche, e alle proprieta
biologiche come la citotossicita; inoltre, variano in base alla forma, dimensione e
caratteristiche delle NPs stesse. Si ritiene che I’Au sia maggiormente
biocompatibile rispetto all’Ag che, invece, ¢ considerato piu tossico per la salute.
In questo studio si verificheranno le precedenti considerazioni. Entrambi i metodi
di sintesi, chimico e biogenico, prevedono reazioni di riduzione che portano alla
formazione di sospensioni colloidali di nanoparticelle che verranno poi

caratterizzate e testate su cellule in vitro per valutarne le differenze.

2.2.1 Sintesi chimica

I reagenti utilizzati per la sintesi chimica, rispettivamente di AuNPs e AgNPs, sono
I’acido tetracloroaurico (HAuCls) e il nitrato d’argento (AgNO3) che fungono da
sali precursori, e il citrato trisodico diidrato (CsHsNa3O7*2H20) come agente
riducente e stabilizzante. La sospensione colloidale delle NPs prevede la riduzione
chimica secondo 1 metodi standard, descritti dalla letteratura, di Turkevich per I’Au
e di Lee-Meisel per I’Ag. Tutte le soluzioni dei reagenti vengono preparate con
acqua Milli-Q deionizzata. Per la sintesi delle NPs, vengono scaldati in due becher
separati 100 mL 2.5 mM di HAuCls e di AgNOs. In prossimita del punto di
ebollizione per ogni soluzione, vengono aggiunti 10 ml di citrato trisodico
(CéHsNa3O7) all’1%, goccia a goccia, mantenendo le soluzioni in vigorosa
agitazione. La reazione termina quando si osserva il viraggio del colore della
soluzione: a rosso scuro per la sospensione di AuNPs e a giallo chiaro per la
sospensione di AgNPs. Gli ioni metallici Au** e Ag+ sono stati ridotti a Au® e Ag°,
a formare nanoparticelle con il citrato trisodico legato alla loro superficie,
impedendo I’aggregazione e conseguente precipitazione delle NPs, costituendo cosi
le sospensioni colloidali. Le nanoparticelle ottenute da questa sintesi saranno

chiamate AuC e AgC nei paragrafi successivi.

2.2.2 Sintesi biogenica

Per questa sintesi sono stati usati i fondi di thé nero come agente riducente e
stabilizzante. Tutte le soluzioni dei reagenti vengono preparate con acqua Milli-Q
deionizzata. L’estratto di thé nero si ottiene per infusione di 1,75 g di fondi di the
nero, per 15 minuti a temperatura ambiente, in 300 mL di acqua Milli-Q deionizzata

e seguente filtrazione per gravita mediante apposito filtro di carta. Vengono aggiunti
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in due becher separati 100 mL 2.5 mM di HAuCls e di AgNOs, poi scaldati. Alle
soluzioni dei sali precursori appena preparate vengono aggiunti: 100 mL di infuso
di the nero, goccia a goccia, una volta raggiunti 1 40°C per la sospensione di Au; 10
mL di the nero goccia a goccia a temperatura ambiente per la sospensione di Ag. La
reazione termina quando il colore vira a rosso scuro per AuNPs e a giallo-marrone
per AgNPs. Nei paragrafi successivi le nanoparticelle ottenute dalla sintesi

biogenica saranno chiamate AuB e AgB.

2.3 Saggi e protocolli sperimentali
2.3.1 Metodi chimici per la caratterizzazione delle nanoparticelle

Una volta ottenute le sospensioni colloidali delle nanoparticelle, queste devono
essere caratterizzate dal punto di vista chimico-fisico, prima di essere testate sulle
cellule. A questo scopo sono stati utilizzati strumenti di spettroscopia UV-Vis,
microscopia a trasmissione elettronica (TEM) e diffusione dinamica della luce
(DLS). La spettroscopia UV-Vis viene utilizzata per analizzare le proprieta ottiche
delle nanoparticelle, in quanto i picchi di assorbimento caratteristici di AuNPs e
AgNPs forniscono informazioni riguardo la disposizione, dimensione e forma delle
nanoparticelle stesse. La misurazione viene effettuata nel range 300-900 nm usando
cuvette di vetro. L’analisi di microscopia a trasmissione elettronica (TEM) consiste
nel rivelare la dimensione e la morfologia delle nanoparticelle in esame, viene
depositata una goccia di sospensione di NPs su una griglia standard in rame rivestita
di carbonio e tramite appositi software di imaging si ricavano le informazioni
desiderate. La tecnica del DLS permette di determinare il diametro idrodinamico
delle nanoparticelle in soluzione, fornendo anche un’indicazione sulla loro stabilita
e aggregazione. L’analisi del diametro idrodinamico ¢ ottenuta usando un angolo di
scattering (di diffusione) di 178 gradi; le misurazioni delle dimensioni vengono
effettuate a 37°C. Inoltre, le analisi si svolgono ponendo le nanoparticelle in una
soluzione contenente PBS (phosphate buffered saline) e terreno di coltura
addizionato o meno con FBS (fetal bovin serum) al 3%, perché il doppio strato
elettronico prodotto dall’elevata carica superficiale negativa delle NPs ostacola
misurazioni affidabili in acqua pura. Inoltre, lo strumento ¢ in grado di determinare
anche il Potenziale Zeta ( delle sospensioni colloidali, si tratta di un’analisi utile

per ricavare la carica di superficie delle nanoparticelle, indice della loro stabilita.



Ottenuti i risultati sulla caratterizzazione chimico-fisica delle NPs, queste possono
essere testate sulle linee cellulari predisposte alle successive analisi di tipo

biologico.

2.3.2 Trattamento delle linee cellulari con le nanoparticelle

Le due linee cellulari vengono seminate in piastre di coltura in terreno completo,
dopo 24h vengono incubate con le sospensioni di AuNPs e AgNPs chimico e
biogenico, previa sonicazione di 10 minuti e sterilizzazione per filtrazione,
immediatamente prima del loro utilizzo. La concentrazione di NP desiderata viene
raggiunta con opportune diluizioni con soluzioni stock in terreno PneumaCult™-
Ex Plus senza siero e addizionato con una soluzione stock di idrocortisone per le
cellule HBEC3-KT; mentre per le A549 viene usato il terreno F12k con il 3% di
FBS. La bassa concentrazione di siero contrasta I’aggregazione delle nanoparticelle
ma non influisce la vitalita cellulare durante le 24h, come riportato in letteratura.
Come controllo positivo vengono considerate le cellule nelle medesime condizioni,
senza essere trattate con le NPs. Al termine delle 24h di incubazione, le cellule
vengono fissate in un buffer di cacodilato di sodio 0,1M al 3% di glutaraldeide;
successivamente una seconda fissazione viene eseguita con una miscela all’1% di
tetrossido di osmio e di buffer di cacodilato di sodio 0,1M al’1% di ferrocianuro di
potassio per 1h a 4°C a cui seguono tre passaggi di disidratazione in etanolo dal
25% al 100%, ogni 10 minuti, infine si ha inclusione in una resina epossidica. |
campioni vengono selezionati con opportuna strumentazione. Le sezioni di 80-100
nm ottenute, vengono colorate con agenti di contrasto quali: acetato di uranile e
citrato di piombo e osservate al TEM. In questo modo si puo confermare I’ effettiva
internalizzazione delle nanoparticelle da parte delle cellule. La stessa analisi puo

essere ripetuta anche dopo 48h di incubazione per notale eventuali differenze.

2.3.3 Saggio di vitalita cellulare

Le cellule HBEC3-KT vengono seminate in triplicato in una piastra da 96 pozzetti
in terreno completo. Dopo 24h le cellule vengono incubate con concentrazioni
crescenti di nanoparticelle, AuB e AuC: 0, 10, 20, 40, 60, 80 ng/mL; AgB e AgC:
0,2,5,10, 15 pg/mL a cui viene aggiunta la soluzione per la misura della vitalita
cellulare CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega),

previa rimozione del terreno, le cellule vengono poi incubate per 45 minuti al buio
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con 20 uL di reagente MTS  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt) diluito in 100 pL
di terreno senza siero. Le cellule vive, e quindi metabolicamente attive, riducono il
reagente in un prodotto colorato (marrone-violaceo) detto formazano, la cui
assorbanza viene misurata a 490 nm da un apposito lettore di micropiastre. La
vitalita cellulare viene determinata confrontando i valori di assorbanza ottenuti
dalle cellule trattate con le NPs con quelli delle cellule non trattate, ossia i controlli
(la cui vitalita si considera essere il 100%). L’intensita del colore ottenuto ¢

direttamente proporzionale al numero di cellule vive nel campione.

2.3.4 Test clonogenico

Le cellule HBEC3-KT e A549 vengono seminate in piastre opportune dove
crescono in adesione per 24h, successivamente vengono incubate con opportune
diluizioni di nanoparticelle AuB, AuC, AgB e AgC. Al termine dell’incubazione di
24h, vengono contate e seminate in triplicato in apposite piastre, ognuna contenente
300 cellule/SmL di terreno completo dopo 2 diluizioni 1:10. Le cellule crescono in
incubatore per 7 giorni. Le cellule vengono poi colorate con crystal violetto in
metanolo al 100%, le colonie contenenti > 50 cellule vengono definite cloni e sono
contate per determinare I’efficienza di clonaggio (CE) = cellule formanti colonie/
cellule totali presenti nella piastra, espressa in %. Le concentrazioni di NPs con cui
sono state trattate le cellule sono le seguenti, AuB e AuC: 0, 40, 80 pg/mL; AgB e
AgC:0,2,5, 10 pg/mL.

2.3.5 Saggio live/dead

La vitalita delle cellule HBEC3-KT e A549 trattate con le nanoparticelle di Au e
Ag viene verificata grazie all’utilizzo del kit LIVE/DEAD™Viability/Cytotoxicity
(ThermoFisher). Le cellule vengono quindi seminate in piastre da 96 pozzetti e
dopo 24h vengono trattare con le NPs. Al termine delle 24h di incubazione,
vengono fatti 2 lavaggi con PBS e poi incubate per 45 minuti a temperatura
ambiente e al buio con una soluzione contenente calceina-AM non fluorescente 2
UM (calcein acetoxymethyl ester) e EthD-1 (ethidium homodimer-1) 4 uM, un
agente impermeabile alle cellule. Il saggio permette di differenziare le cellule vive
grazie al rilevamento dell’attivita esterasica intracellulare: queste, infatti,

convertono la calceina-AM in calceina fluorescente, la quale emette fluorescenza



nel verde. Invece, le cellule morte trattate con EthD-1, il quale penetra nelle cellule
stesse compromettendone membrane ed acidi nucleici, emettono fluorescenza nel
rosso. Alcuni pozzetti, che fungono da controllo positivo, vengono incubati con
metanolo al 70% per 30 minuti; in altri senza cellule si aggiungono 100 pL di PBS
e 100 pL di soluzione per colorazione differenziale, come blank. La percentuale di
cellule vive e morte viene calcolata confrontando 1 valori di fluorescenza delle
cellule trattate con NPs e quelle non trattate (i controlli), per quest’ultime si

considera vitalita del 100%.

2.3.6 Saggio di apoptosi

L’induzione dello stato di apoptosi viene valutata mediante un saggio fluorimetrico
che determina la presenza di Caspasi-3 in forma attiva. Questo test ¢ basato sul
rilevamento di fluorescenza verde (400-500 nm) prodotta dalla rottura del substrato
DEVD-AFC (7-amino-4-trifluoromethyl coumarin) ad AFC ad opera della Caspasi-
3, una caspasi effettrice coinvolta nella cascata apoptotica che porta alla morte
controllata della cellula coinvolta. Le cellule HBEC3-KT vengono seminate in una
piastra a 96 pozzetti a fondo piatto alla concentrazione di 2000 cellule/100 pL del
rispettivo terreno di crescita per ciascun pozzetto e fatte proliferare per 24h.
Successivamente le cellule sono incubate per 24h con 5 pg/mL di AgB e AgC NPs.
Al termine dell’incubazione viene rimosso il terreno dai pozzetti e trasferito in
microtubi da 1.5 mL, poi centrifugato a 200 RCF per 10 minuti; nel frattempo 30
pL di terreno di coltura sono riaggiunti ai pozzetti per evitare la disidratazione delle
cellule. Dalla centrifugazione si ottengono un surnatante da eliminare e un pellet,
contenente le cellule morte e i detriti derivati da esse, che viene risospeso in 20 pL
di buffer di lisi freddo e poi riaggiunto al pozzetto corrispondente. La piastra viene
incubata in ghiaccio per 10 minuti. Vengono aggiunti ad ogni pozzetto 20 pL di
buffer di reazione 2X contenente DTT (ditiotreitolo) 10 uM, un agente riducente
usato per indurre apoptosi. Viene aggiunto 1.5 pL di substrato per la Caspasi-3,
raggiungendo la concentrazione di 40 uM per pozzetto. La piastra viene incubata a
37°al 5% di COa2, al buio per 2h. La fluorescenza viene poi misurata tramite
opportuno strumento.

I valori ottenuti sono normalizzati sottraendo il blank. Le cellule apoptotiche si

riconoscono per la morfologia frammentata dei loro nuclei, rilevata con DAPI (4',6-



diamidino-2-phenylindole). Le cellule HBEC3-KT sono seminate in piastre di
coltura per 24h, poi incubate per altre 24h con AgB e AgC NPs alla concentrazione
di2, 5,10 pg/mL. Al termine dell’incubazione vengono trattate con il procedimento

standard descritto in letteratura e osservate al microscopio a fluorescenza.

2.3.7 Saggio di live/dead in colture cellulari 3D

Le cellule HBEC3-KT e A549 vengono seminate in piastre a 96 pozzetti a fondo
ad U, alla concentrazione iniziale di 500, 1000, 2000 cellule/200 pL del rispettivo
terreno di coltura per ogni pozzetto. [ pozzetti delle piastre sono dotati di copertura
con lo scopo di prevenire 1’assorbimento delle proteine e I’adesione delle cellule al
fondo del pozzetto, promuovendo I’aggregazione delle stesse e la formazione di
strutture 3D. La formazione e crescita dello sferoide viene verificata al microscopio
dopo 48h, 4 e 7 giorni. Il kit LIVE/DEAD Viability/Cytotoxity viene usato per
verificare qualitativamente la citotossicita indotta dall’incubazione con Au e Ag
NPs degli sferoidi di HBEC3-KT e A549. Al settimo giorno dopo la semina
vengono rimossi 140 pL di terreno da ogni pozzetto e gli sferoidi vengono incubati
con AuNPs e AgNPs, nelle due formulazioni, alla concentrazione rispettivamente
di 80 pg/mL e 15 pg/mL. La concentrazione desiderata viene poi raggiunta per
diluizione della soluzione stock del terreno PneumaCult™-Ex Plus Medium senza
siero addizionato con uno stock di soluzione di idrocortisone per le HBEC3-KT e
terreno F12k al 3% di FBS per le A549, raggiungendo un volume finale di 140 pL.
per ogni pozzzetto. Dopo 24h di incubazione, il terreno viene rimosso
completamente dal pozzetto e segue un lavaggio con PBS sterile 1X per poi essere
incubati con 150 pL di dye solution avente concentrazione finale di 2 uM di
calceina-AM e 4 uM di EthD-1. La piastra viene nuovamente incubata per 40 minuti
al buio a temperatura ambiente. Per gli sferoidi di HBEC3-KT, data la loro piccola
dimensione, la rimozione del terreno e il lavaggio con PBS avvengono previa
centrifugazione a 200 RCF per 1 minuto, per facilitare la completa rimozione del
terreno evitando 1’aspirazione accidentale dello sferoide. Gli sferoidi sono poi
visualizzati al microscopio a fluorescenza. Come controllo per le cellule morte,
alcuni sferoidi vengono incubati con metanolo al 70% per 30 minuti, a cui segue la
rimozione di quest’ultimo, un lavaggio con PBS sterile 1X e incubazione con dye

solution.



3. RISULTATI e DISCUSSIONE

3.1 Caratterizzazione delle nanoparticelle

Le sospensioni colloidali di nanoparticelle di Au e Ag chimico e biogenico sono
state prima caratterizzate tramite spettroscopia UV-Vis, la quale ha confermato la
corretta formazione delle NPs, 1 cui picchi di assorbimento rientrano nei range
riportati in letteratura. Dall’analisi al TEM si evidenzia la forma sferica delle NPs
e la minore dimensione delle nanoparticelle ottenute con metodo biogenico rispetto
a quelle chimiche. I risultati del DLS hanno dimostrato diametri idrodinamici
ottimali per I’internalizzazione cellulare, mentre 1 valori del Potenziale Zeta
altamente negativi indicano una discreta stabilita delle sospensioni colloidali grazie
alla repulsione elettrostatica. Questi risultati confermano che le sospensioni
colloidali di nanoparticelle sono adatte in termini di dimensioni e stabilita per

eseguire le analisi biologiche sulle cellule HBEC3-KT e A549.
3.2 Citotossicita delle nanoparticelle chimiche e biogeniche

La citotossicita ¢ stata analizzata con saggio enzimatico MTS che ha riportato una
minima tossicita delle AuNPs chimiche e biogeniche in entrambe le linee cellulari
a tutte le concentrazioni testate; le AgNPs alla minore concentrazione testata non
hanno manifestato tossicita nelle due linee cellulari, mentre a concentrazioni
maggiori le due sintesi manifestano un diverso impatto, come riportato dalla Figura
1, in cui si nota un ruolo piu evidente da parte di AgB, soprattutto nelle cellule non
tumorali. Grazie alle immagini ottenute al TEM ¢ stato possibile confermare
I’internalizzazione delle NPs di Au e Ag di entrambe le formulazioni da parte delle
cellule attraverso strutture fagosomali, come riportato dalla Figura 2. Attraverso il
saggio LIVE/DEAD sono stati evidenziati diversi pattern di citotossicita per 1 due
tipi cellulari e per le formulazioni delle nanoparticelle. Il trattamento delle cellule
tumorali con AgB e AgC NPs a tutte le concentrazioni testate non ha indotto un
drastico livello di morte delle stesse, la vitalita € risultata, infatti, comparabile con
le cellule non trattate; mentre ha riportato un crescente impatto negativo
proporzionalmente alla concentrazione delle NPs nelle cellule sane, dimostrando
un maggiore effetto citotossico da parte di AgB. Successivamente, per comprendere
se la morte cellulare fosse avvenuta per apoptosi, ¢ stata valutata 1’attivazione delle

Caspasi-3 alle varie concentrazioni, dimostrando elevati livelli di Cas-3 attiva nelle
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cellule trattate con la formulazione chimica, ma bassi livelli in quelle trattate con
AgB NPs, che puo coincidere con 1’elevata presenza di corpi apoptotici e quindi di
cellule gia andate incontro a morte. Invece, il trattamento con le formulazioni
chimica e biogenica di AuNPs ha mostrato una bassa tossicita nelle due linee. Si
riportano i dati ottenuti nella Figura 3. Dal test clonogenico delle cellule in 2D si
conferma che le AgNPs ad alte concentrazioni, in particolare quelle ottenute dalla
sintesi biogenica, influenzano significativamente la sopravvivenza e la
proliferazione cellulare nelle due linee. Da questo saggio, infatti, si riesce a rilevare
una riduzione significativa non solo di HBEC3-KT, ma anche di A549, risultato
che non era emerso dal saggio con MTS. Al contrario le AuNPs manifestano minimi
effetti citotossici anche ad alte concentrazioni, confermando ulteriormente il loro
basso livello di tossicita (Figura 4). E opportuno anche notare, in generale, che si
dimostra un maggiore effetto citotossico nei saggi in cui le cellule sono state trattate
per piu tempo (48h) rispetto a quelle trattate per sole 24h. Sugli sferoidi di HBEC3-
KT e A549 trattati con AuB e AuC 80 pg/mL, AgB e AgC 15 pg/mL per 24h, ¢
stato condotto il saggio LIVE/DEAD con successiva visualizzazione della
fluorescenza emessa dalle cellule vive (verde) e morte (rossa), le immagini ottenute
sono riportate nella Figura 5. 1l risultato ¢ che molte cellule vive erano coinvolte
nella formazione dello sferoide, mentre alcune cellule morte erano visibili in
periferia, soprattutto quelle trattate con AuB, AgB e AgC. Inoltre, gli sferoidi di
HBEC-KT appaiono di piccole dimensioni, multipli e facilmente frammentabili.
Gli sferoidi di A549 risultano formati prevalentemente da cellule vive, solo alcune
cellule in periferia si notano emettere fluorescenza rossa quando trattate con AgB
NPs. Si attribuisce ancora una volta maggiore potenziale citotossico alle NPs
ottenute dalla sintesi biogenica, che impatta soprattutto le cellule sane in
monostrato, nelle quali le NPs vengono internalizzate piu facilmente.
Confrontando, quindi, le nanoparticelle d’oro e argento sintetizzate con i metodi
chimico e biogenico, si pud concludere che le AgNPs sono risultate maggiormente
citotossiche rispetto alle AuNPs, in linea con le proprieta dell’argento, ed hanno
riportato un maggiore impatto negativo nelle cellule sane HBEC3-KT in cui AgB
si ¢ dimostrato maggiormente tossico rispetto ad AgC, questo puo essere spiegato
dal fatto che le minori dimensioni delle nanoparticelle d’argento nella formulazione

biogenica favoriscono I’internalizzazione delle stesse da parte delle cellule e
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contribuiscono all’aumento di effetti dannosi. L’elevata citotossicita di AgB nella
linea normale rispetto alla A549 pud anche essere spiegata relativamente alle
differenze fisiologiche tra stato cellulare tumorale e non, in termini di: attivita
metabolica, tasso di proliferazione, risposta allo stress ossidativo (quindi alla
presenza e produzione di ROS) ed alterazioni dell’espressione genica, tutti fattori
che influenzano la morte cellulare. Infatti, le A549 producono maggiori quantita di
ROS e sono meno suscettibili allo stress ossidativo rispetto alle HBEC3-KT, il che
contribuisce alla loro resistenza alla citotossicita indotta dalle NPs. Invece, le AgC
NPs risultano meno tossiche rispetto alla controparte biogenica grazie alle loro
maggiori dimensioni e al rivestimento di citrato di sodio, il quale funge da
stabilizzante e limita le interazioni tra cellule. Per quanto concerne le AuNPs, in
entrambe le sintesi e nelle due linee cellulari, hanno dato risultati simili in tutti i
saggi, manifestando una minima tossicita, confermandosi cosi biocompatibili.
Anche in questo caso le AuNPs di minore dimensione, ossia le AuB, si confermano
maggiormente tossiche, come riportato da studi piu recenti condotti sulle cellule
AS549, 1 quali permettono di considerare questo tipo di NPs nelle future terapie

contro il cancro data la capacita selettiva, di questo tipo di NPs, di indurre apoptosi

[2].
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Figura 1: Risultati saggio vitalita cellulare: Si riportano le percentuali di vitalita delle cellule sane HBEC3-KT e
cancerose A549 in funzione del trattamento con AgC, AgB alle concentrazioni 0-15 pg/mL (A e B); ed in funzione del

trattamento con AuC, AuB 0-80 pg/mL (C e D). H,O viene usata come controllo.
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Figura 2: Internalizzazione cellulare: Siriportano le immagini ottenute al TEM in seguito all’incubazione di 24h con

AgNPs (5 pg/mL) e AuNPs (20 pg/mL) chimici e biogenici nelle cellule HBEC3-KT e A549.
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Figura 3: Risultati saggio LIVE/DEAD: Si riportano i risultati ottenuti dal saggio LIVE/DEAD, in seguito al
trattamento di cellule sane HBEC3-KT con AgC e AgB alle concentrazioni 0-15 pg/mL (A) e con AuC ¢ AuB alle

concentrazioni 0-80 pug/mL (B) e delle cellule A549 con AgC e AgB alle concentrazioni 0-15 pg/mL (C) e con AuC e AuB
alle concentrazioni 0-80 pg/mL (D).
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Figura 4: Risultati test clonogenico: Si riportano i risultati ottenuti dal test clonogenico, in seguito al trattamento delle

cellule sane HBEC3-KT con AgC e AgB alle concentrazioni 0, 2, 5, 10 pg/mL (A) e con AuC e AuB alle concentrazioni 0,

40, 80 pug/mL (C) e delle cellule A549 con AgC e AgB alle concentrazioni 0, 2, 5, 10 pg/mL (B) e con AuC e AuB alle
concentrazioni 0, 40, 80 ug/mL (D).
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Figura 5: Risultato saggio LIVE/DEAD negli sferoidi: Si riportano le immagini degli sferoidi delle cellule HBEC3-

KT e A549 ottenute in seguito all’incubazione di 24h con AgNPs (15 pg/mL) e AuNPs (80 pg/mL) chimici e biogenici nelle
cellule HBEC3-KT e A549.
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4. ANALISI CRITICA

4.1 Prospettive e campi di applicazione

Lo sviluppo di nuove tecnologie ha permesso di monitorare in tempo reale gli effetti
citotossici indotti dalle NPs, la formazione di clusters di AgNPs in confronto alla
stabilita delle AuNPs e 'uptake di entrambe da parte delle cellule dell’epitelio
bronchiale umano, attraverso xCELLigence [3]. Grazie a questa tecnica ¢ possibile
comprendere il percorso biologico che intraprendono le NPs una volta
internalizzate dalle cellule grazie ad un sofisticato sistema di imaging 3D. A scopo
terapeutico, sono stati studiati approcci in vitro con sistemi piu avanzati e diverse
tipologie di NPs sono gia state testate in vivo. In particolare, Cruz de Morantes et
al. [4], hanno riprodotto un modello tissutale alveolare 3D partendo dalle cellule
A549 integrato con un sofisticato sistema Air-Liquid Interface in grado di simulare
la modalita reale di inalazione e deposizione con cui le nanoparticelle vengono
internalizzate dalle cellule. Gli autori hanno dimostrato che il metodo di esposizione
per immersione di NPs alle colture cellulari in sospensione, rispetto al loro modello,
non riproduce fedelmente il processo di assimilazione delle nanoparticelle e
nemmeno la fisiologia cellulare. Questo pud portare a sovrastimare la
concentrazione necessaria di NPs, rispetto al dovuto, per ottenere dei risultati
rilevanti. Invece, dai loro esperimenti ¢ stato possibile ottenere una significativa
diminuzione della vitalita cellulare utilizzando minori concentrazioni di NPs,
evidenziando che 1’adozione di un sistema a maggiore fedelta biologica porta ad
ottenere risultati diversi rispetto ai test tradizionali ma piu affidabili e veritieri. Gli
studi condotti in vivo su topi e ratti, come riportato da E Lee et al. [5], hanno
permesso di valutare le risposte cellulari indotte dall’esposizione di NPs veicolate
attraverso prodotti cosmetici, detergenti e additivi alimentari. Le nanoparticelle
sono cosi in grado di penetrare la barriera epiteliale, causare rotture a livello delle
giunzioni cellulari, fino ad attivare processi di inflammazione, alterazioni genetiche
e morte cellulare. Un altro studio recente [6] riporta in parallelo esperimenti in vitro
condotti su cellule A549 e in vivo su topi xenograft a cui sono state iniettate le
stesse cellule di adenocarcinoma polmonare per via sottocutanea, in entrambi 1 casi
sottoposti all’esposizione di AgNPs. [ risultati confermano [D’efficienza
antitumorale delle NPs testate anche in vivo, attraverso la repressione dei pathway

mediati da p53, la promozione dell’arresto del ciclo cellulare, la formazione di ROS
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e di conseguenza la morte per apoptosi delle cellule tumorali. Le nanoparticelle di
oro e argento possono quindi essere considerate ideali per continuare ad essere

studiate ed applicate in ambito biomedico e terapeutico.

4.2 Limiti

Nello studio condotto dall’articolo di riferimento viene dimostrata
I’internalizzazione delle NPs da parte delle cellule target; tuttavia, non viene
studiato il loro destino intracellulare. La presenza di vescicole contenenti NPs
osservata al TEM sotto la membrana plasmatica e nel citoplasma suggerisce che le
cellule eseguano endocitosi. Questa evidenza perd non spiega quali sono i passaggi
successivi del traffico vescicolare e I’interazione delle NPs con determinati
organelli. Comprendere questi aspetti € un passaggio necessario per valutare se la
citotossicita sia causata direttamente delle nanoparticelle o dovuta a risposte
cellulari innescate da esse. Infatti, secondo gli studi di Dini et al. [7], gli endosomi
contenenti NPs subiscono un processo di maturazione che li porta a fondersi con 1
lisosomi, a questo punto I’ambiente acido del lisosoma stesso porta alla
disgregazione delle AgNPs, con conseguente rilascio di ioni Ag", i quali si
disperdono nel citoplasma, alterano la funzionalita mitocondriale e inducono stress
ossidativo. Invece le AuNPs tendono ad accumularsi in vescicole di deposito senza
innescare gravi effetti citotossici. Inoltre, 1’endocitosi dipende strettamente da
dimensione, forma e carica di superficie delle NPs. Come riportato dalla letteratura,
le nanoparticelle inducono la formazione di ROS, i quali danneggiano componenti
strutturali cellulari; 1 ROS insieme alle NPs stesse, inducono i mitocondri al rilascio
di citocromo c, che sommato ai danni al DNA indotti da p53, portano all’attivazione
di Cas-3 e quindi della via apoptotica. Inoltre, 1 test biologici condotti sono stati
testati solo in vitro, sono quindi necessarie ulteriori analisi che permettano lo studio
del comportamento delle NPs nei due metodi di sintesi anche in vivo, (non basta
nemmeno il modello 3D in quanto viene comunque a mancare la rilevanza
fisiologica) cosi da comprendere realmente come si relazionano all’organizzazione
tissutale tridimensionale, e quindi I’effettiva internalizzazione nelle cellule e la
successiva localizzazione, i1 loro effetti in termini di interazione intercellulare,
inflammazione tissutale e genotossicita. Notando il maggiore effetto citotossico

delle AgNPs di entrambi i metodi sulle cellule sane, un’idea puo essere quella di
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indagare su un diverso approccio o sintesi per cui si abbia una significativa
induzione di morte cellulare nelle cellule tumorali rispetto alle sane. Secondo
recenti studi sembrerebbe pitl conveniente considerare un diverso sistema di misura
del dosaggio che preveda I’area superficiale specifica (m*mL) oppure densita dei
siti superficiali reattivi (RSSD) [8]. Un limite riguardante, invece, i metodi di sintesi
biogenici, che quindi coinvolgono estratti vegetali o microbici, viene riassunto dalla
variazione batch-to-batch [9], che evidenzia come la composizione dell’estratto
varia in base a fattori stagionali, geografici e di estrazione non garantendo massima
riproducibilita tra lotti diversi; si pud notare gia nella fase di caratterizzazione
poiché si ottengono NPs di dimensioni e carica superficiale notevolmente diverse.
Oltre a questo fattore, bisogna ricordare che ’estratto di per sé¢ ¢ composto da una
miscela ricca e complessa di biomolecole, tra cui polifenoli e flavonoidi, che si
depositano sulla superficie delle NPs in modo non definito, per cui non ¢ intuitivo
capire se la tossicita indotta sia associabile al solo core delle nanoparticelle o anche

allo shell di biomolecole.
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5. ESPERIENZA DI TIROCINIO

Durante la mia esperienza di tirocinio ho potuto seguire la medesima tipologia di
esperimenti riportati nell’articolo di riferimento. Lo scopo era quello di procedere
in parallelo con esperimenti sulla linea cellulare epiteliale tumorale HCT-116
(carcinoma del colon-retto), per valutare gli effetti citotossici indotti da
nanoparticelle di oro e argento sintetizzate con metodo chimico e biogenico. Le
cellule HCT-116, dopo essere scongelate, vengono mantenute in colture cellulari in
fiasche di coltura T25 c¢cm? in terreno McCoy’s, dove crescono in adesione, poi
opportunamente sub-coltivate una volta raggiunto lo stato di confluenza (circa ogni
48h). Per i test citotossici le AuNPs ed AgNPs, dopo essere state caratterizzate,
vengono sonicate e si eseguono le opportune diluizioni. Le cellule in esame possono
quindi essere incubate con le nanoparticelle per 24 o 48h, a seconda
dell’esperimento e delle condizioni necessarie. Di seguito sono riportati i grafici
che riassumono 1 risultati ottenuti da due tipologie di esperimenti: il saggio di

vitalita cellulare e il test clonogenico.
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Figura 6: Citotossicita di nanoparticelle di oro e argento, chimiche e biogeniche, in cellule HCT-116 A)
Vitalita cellulare determinata con saggio MTS su cellule HCT-116 dopo un’incubazione di 24h con AuC e AuB (40, 80, 100
pg/mL), AgC e AgB (0.5, 1, 2, 3 pg/mL). Come controllo sono state usate cellule trattate con H,0, allo stesso volume
contenuto nella dose piu alta testata, per verificare gli effetti attribuibili alla sola acqua usata per la sospensione di NPs. B)
Sopravvivenza cellulare determinata con saggio clonogenico su cellule HCT-116 dopo un’incubazione di 24h con AuC e AuB

(20, 40 pg/mL), AgC e AgB (1, 2 pg/mL).
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Per il saggio di vitalita cellulare (A), le cellule HCT-116 sono state trattate con AuB
e AuC alle concentrazioni di 40, 80 e 100 pg/mL e con AgB e AgC alle
concentrazioni di 0.5, 1, 2 e 3 pg/mL. Come controllo negativo sono state usate le
medesime cellule non trattate, per constatare che non subissero morte spontanea, la
cui percentuale di vitalita ¢ stata posta al 100% per convenzione. Come controllo
negativo, per dimostrare la validita del protocollo sperimentale, ¢ stata usata 1’H20.

Ci0 che si puo ricavare dai grafici ottenuti € che all’aumentare della concentrazione
delle NPs la percentuale di vitalita delle cellule HCT-116 tende a diminuire in modo
differenziale in base alla tipologia di nanoparticella e al metodo di sintesi. Sia nel
caso di AuNPs che di AgNPs, la formulazione che risulta maggiormente tossica,
dando come risultato una minore percentuale di sopravvivenza, ¢ quella biogenica
(AuB e AgB). Questo ¢ un risultato coerente con quanto descritto nell’elaborato,
infatti, si dimostra che il metodo di sintesi biogenico, piu green, pud essere una
valida alternativa al metodo chimico che prevede 1’utilizzo di reagenti e intermedi
di reazione tossici. Contrariamente, I’oro risulta essere piu tossico dell’argento,
soprattutto nel caso di AuB. Cio potrebbe essere influenzato dal fatto che la
soluzione in cui erano sospese le AuNPs risultava ad occhio nudo molto scura e cid
si ¢ riflesso nel valore di assorbanza, ottenendo un valore di sole NPs molto alto,
che in fase di calcolo ha portato ad un basso valore finale di sopravvivenza. Le
deviazioni standard sono state calcolate considerando i dati come indipendenti,
invece, non ¢ stata calcolata la significativita statistica in quanto sono stati effettuati
solo 2 esperimenti (numerosita campionaria limitata). Per quanto riguarda AuB, non
¢ stato possibile calcolare la deviazione standard in quanto ¢ stato condotto un solo
esperimento.

Per il saggio clonogenico (B), le cellule HCT-116 sono state trattate con AuB e AuC
alle concentrazioni di 20 e 40 pg/mL e con AgB e AgC alle concentrazioni di 1 e 2
pg/mkL.

I risultati ottenuti dal test clonogenico (b) confermano quanto ottenuto nel saggio
di vitalita cellulare per quanto concerne le AuNPs, ma si trovano in contrasto per le
AgNPs. Nel caso di AuB e AuC la percentuale di sopravvivenza ¢ inversamente
proporzionale alla concentrazione delle nanoparticelle e conferma ulteriormente la
maggiore tossicita di AuB come nel saggio precedente. Invece, nel caso delle
AgNPs, si evidenzia una discordanza con i risultati del saggio di vitalita cellulare,
potrebbe essere dovuto a una sottostima durante la conta cellulare che ha portato
alla semina di un minor numero di cellule HCT-116 rispetto al previsto, perché
anche solo ad occhio nudo si notava in modo evidente che, sia per AgB che per
AgC, le piastre corrispondenti alla concentrazione maggiore riportavano un
maggior numero di cloni. La deviazione standard non ¢ stata calcolata poiché il test
non ¢ stato ripetuto.
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Silver (Ag) and gold (Au) nanoparticles (NPs) are largely employed in many different fields and are typically
synthesized through chemical methods, involving reduction reactions, which can result in the production of
hazardous compounds harmful to both human health and the environment. As a response to these concerns,
there is an increasing interest in developing more environmentally friendly approaches for their synthesis. In this
study, we analysed the cytotoxic response of human cells exposed to Ag and Au NPs, produced via alternative
routes: the Lee-Meisel and the Turkevich chemical methods, and the biogenic method using tea extract. Ag and
Au NPs were synthesized to achieve high NP concentrations and ensure the stability of the NP suspension over
time. We assessed the effects of these NPs on two different lung cell lines, one normal (HBEC3-KT) and one
tumoral (A549) since the cellular response to NPs may vary depending on the tumoral status of the cells.

The results evidenced a higher cytotoxicity of Ag than Au NPs, irrespective of the synthesis method and
consistent with silver’s reported toxic properties. At 2 pg/mL, both biogenic and chemical Ag NPs showed
minimal toxicity but at 5 pg/mL and above, biogenic Ag NPs exhibited greater cytotoxicity towards normal cells
compared to cancer cells, distinguishing them from their chemical counterparts. Notably, long-term clonogenic
assays revealed that biogenic Ag NPs affected the proliferation ability of cancer cells at lower concentrations than
chemical Ag NPs. Biogenic Au NPs maintained minimal toxicity in both normal and cancer cells, similarly to
chemically synthesized NPs, even at the highest concentration tested, highlighting the high biocompatibility of
Au NPs. Our results show that biogenic synthesis using the tea extract is efficient to synthesize Ag NPs with
potential anticancer or antimicrobial applications and Au NPs suitable for drug delivery.

1. Introduction environment [11]. Therefore, there is a growing imperative to develop

greener synthesis approaches that minimize the use of toxic reagents,

Nanobiotechnology represents a cutting-edge field at the intersection
of nanotechnology and biotechnology, offering unprecedented oppor-
tunities for various applications in medicine, agriculture, environmental
remediation and beyond. Among the diverse nanomaterials explored,
metallic nanoparticles (NPs), particularly silver and gold, have garnered
significant attention due to their unique optical, electrical, and catalytic
properties [1-4]. These NPs exhibit remarkable potential in biomedical
imaging, drug delivery, sensing and antimicrobial applications, among
others [1,5-10].

However, the conventional methods for synthesizing metal NPs often
involve the use of hazardous chemicals and harsh reaction conditions,
raising concerns about their adverse effects on human health and the

energy consumption, and waste generation while maintaining the
desired NPs properties [6,12]. In this context, the request for environ-
mentally benign synthesis methods for silver (Ag) and gold (Au) NPs
(NPs) has become paramount. Green synthesis strategies involve the
utilization of biocompatible and renewable resources such as plant,
extracts, yeast, microorganism, and biopolymers as reducing, capping
and stabilizing agents [6,11]. These methods offer several advantages,
including cost-effectiveness and biocompatibility, while simultaneously
reducing the ecological footprint associated with NPs production [1].
Considering the pressing need for sustainable solutions in nano-
technology, and in view of potential applications of these systems in
biomedicine, this work aims to evaluate the cytotoxicity of Ag and Au
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NPs synthesized by a biogenic approach in comparison to conventional
chemical methods, specifically the well-known Lee-Meisel and Turke-
vich approach [13-15]. In particular, the reduction of Ag* and Au®*
species was evaluated by the two alternative routes. For the biogenic
synthesis, black tea infusion was chosen as the biogenic agent due to its
easy availability and its content of molecules with antioxidant, anti-
bacterial and antiviral activities represented by polyphenols [16,17] The
biogenic syntheses were optimized to obtain high NPs concentrations
and to ensure the stability of the NPs suspensions over time. The
chemical synthesis was performed following two well-known protocols:
The Lee-Meisel method for Ag NPs and the Turkevich one for Au NPs
[14,15]. We compared the two-synthesis different approaches and
evaluated any differences from both chemical and biological perspec-
tives. Considering the possible Ag NPs and Au NPs application in the
biomedical field we analysed and compared the cytotoxicity of bio-
genically and chemically synthesized NPs in human cells of the respi-
ratory tract [18].

2. Materials and methods
2.1. Chemical synthesis of colloidal silver and gold NPs

The reagents we used were silver nitrate (AgNOs from Sigma-
Aldrich) and tetra chloroauric acid (HAuCly) as a precursor salt and
trisodium citrate (CgHsNa3O7e2H,0 from Sigma-Aldrich) as reducing
and capping agent. The colloidal silver and gold NPs were prepared
through the chemical reduction methods respectively described by Lee
and Meisel [14] and Turkevich [15]. All the reagent solutions were
prepared with Milli-Q deionized water. For NPs synthesis, 100 mL of 2.5
mM AgNOj3 and 100 mL of 2.5 mM HAuCl, were each heated, separately,
in a beaker. When the temperature was close to the boiling point, to each
solution, 10 mL of 1 % CgHsNa3O; were carefully added drop by drop.
The process was carried on applying a vigorous stirring to ensure the
increased interaction of the reagents. The reactions were stopped once
the colour change was observed, from colourless to light yellow for Ag
NPs suspension and to dark red for Au NPs suspension. The reduced
silver (Ago) and gold (Au®) form, both, Ag NPs and Au NPs with citrate
attached to the surface and dispersed in aqueous medium [19] form the
colloidal suspension; these were studied from the viewpoint of physical
characteristics and biological effects.

2.2. Biogenic synthesis of colloidal silver and gold NPs

We used black tea leaves (Lipton, Yellow Label) as reducing and
capping agent. All the reagents solutions were prepared with Milli-Q
deionized water. Black tea infusion was obtained by infusion for 15
min at room temperature (RT) of black tea leaves (1.75 g) in 300 mL
Milli-Q deionized water and subsequent gravity filtration. Filtration was
performed using Macherey-Nagel filter paper with a pore size of 16 pm.
For NPs synthesis, 100 mL of 2.5 mM of AgNO3 and of HAucly were
dissolved, separately, in a beaker. Biogenic colloidal Ag was obtained at
RT by adding to 100 mL of AgNO3 salt precursor 10 mL of black tea drop
by drop. Unlike the biogenic synthesis of Ag NPs, the biogenic Au NPs
occurred at 40 °C: once the temperature reached 40 °C, an additional
100 mL of tea infusion was added drop by drop to the 100 mL of pre-
cursor salt. Both syntheses were interrupted once the colour change to
yellow-brown and dark-red occurred, respectively, for the Ag and Au
NPs.

2.3. UV-Vis

UV-Vis spectroscopy was employed to analyze the optical properties
of Ag NPs and Au NPs, revealing characteristic absorption peaks giving
an idea about NPs formation, size, and shape. The UV-Vis spectroscopy
measurement was performed using an Agilent Varian Cary 50 UV-Vis
spectrophotometer (Department of Chemistry, University of Padua) in
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the range of 300-900 nm, using glass cuvettes.
2.4. Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) analyses were performed
using the FEI Tecnai G2 microscope (FEI Company, Hillsboro, OR, USA),
operating at 100 kV and equipped with a side-mounted camera Olympus
Veleta and a bottom-mounted camera TVIPS F114. For this analysis, a
drop of each NP suspension (~1 mg/mL) was deposited onto standard
carbon-coated copper grids (200-mesh) and dimensional analysis of NPs
from TEM images was performed by using the Image J software.

2.5. Dynamic Light Scattering

Dynamic light scattering (DLS) was utilized to determine NPs hy-
drodynamic diameters in solution, providing insights into their stability
and aggregation behavior. These measurements were conducted at the
Department of Chemistry, University of Padua, using the DLS Zetasizer
Nano S instrument (Malvern Panalytical). The same instrument has been
utilized to determine Zeta Potential of the colloidal suspension which
measure the surface charge indicating the suspension stability. Hydro-
dynamic particle diameters were obtained from cumulant fit of the
autocorrelation functions at 178° scattering angle. Size measurements
were performed at 37 °C. DLS measurements were performed in phos-
phate buffered saline (PBS) solution and in cell culture medium, with or
without 3 % of fetal bovine serum (FBS), because the electric double
layer produced by the highly negative surface charge of the NPs hampers
reliable measurements in pure water.

2.6. Cell lines

The experiments were performed using two different human cell
lines derived from the respiratory tract, normal hTERT-immortalized
epithelial cells from bronchus (HBEC3-KT, ATCC® n. CRL-4051™)
and alveolar type 2 lung adenocarcinoma cells (A549, ATCC CCL-
185™), The morphology of these cell lines is adherent, and the doubling
time is 20 h for HBEC3-KT and 24 h for A549. HBEC3-KT cells were
cultured in PneumaCult™-Ex Plus Medium supplemented with Hydro-
cortisone Stock Solution (STEMCELL Technologies, Canada). The A549
cells were cultured in Ham’s F12-K Nutrient Mixture (Life Technologies,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) supplemented with 10 %
heat-inactivated FBS (Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and antibiotics (38 units/mL streptomycin; 100 units/mL peni-
cillin G, Life Technologies, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). For cell growth in 2D, the cells were grown in T75 cm? flasks
(FALCON) maintained at 37 °C in a humidified atmosphere of 95 % air
and 5 % CO and properly sub-cultured to maintain the exponential
growth. For cell growth in 3D, A549 and HBEC3-KT cells were seeded in
complete medium in low attachment spheroid culture plates (Nunclon™
Sphera™ 96-Well ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) and
cultured for 7-9 days.

2.7. Cell treatments with silver and gold NPs

Cells were properly seeded in culture dishes in complete culture
medium and 24 h later were incubated with suspensions of chemically
and biogenically synthesized Ag and Au NPs. Immediately before use,
the NP suspensions were sonicated for 10 min using a tip Q125 Soni-
cator® ultrasonic processor (QSONICA SONICATORS, Newtown, Con-
necticut, USA), and sterilized by filtration with 0.22 pM. The desired NP
concentrations were achieved by diluting stock solutions in Pneuma-
Cult™-Ex Plus Medium (serum-free), supplemented with Hydrocorti-
sone Stock Solution for HBEC3-KT cells, and in F12k medium with 3 %
FBS for A549 cells. The low concentration of serum counteracts particle
aggregation driven by serum proteins but does not affect cell viability for
24 h, as previously reported [20]. Control cells were subjected to the
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same treatments except for NP incubation.
2.8. Analysis of cellular uptake of silver and gold NPs

A549 (1x10°) and HBEC3-KT (0.7 x10°) cells were seeded in 60 x 15
mm culture dishes and, after 24 h, were incubated for 24 h with
chemically and biogenically synthesized Ag NPs (5 pg/mL) and Au NPs
(20 pg/mL). At the end of incubation time cells were fixed in 2.5 %
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer as previously reported
[21]. Then, samples were post-fixed with a mixture of 1 % osmium te-
troxide and 1 % potassium ferrocyanide in 0.1 M sodium cacodylate
buffer for 1 h at 4 °C, dehydrated in ethanol from 25 % to 100 % (thrice)
for 10 min each step, and finally included in epoxy resin. The samples
were sectioned with an Ultrotome V ultramicrotome (LKB instruments,
Victoria, TX, USA). Thin sections (80—100 nm) were counterstained
with uranyl acetate and lead citrate and then observed at TEM. Images
were captured with a Veleta (Olympus Soft Imaging System) digital
camera.

2.9. Assessment of cell viability

A549 and HBEC3-KT cells were seeded in triplicate in 96-well plates
(5 x 10° cells/well) in a complete culture medium. After 24 h, cells were
incubated for 24 h with increasing concentrations of chemically and
biogenically synthesized Ag NPs (0, 2, 5, 10, 15 pg/mL) and Au NPs (0,
10, 20, 40, 60, 80 pg/mL), and then assayed for cell viability by the
CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI, USA) as previously reported [20-23]. Briefly, the culture
medium was removed, and the cells were incubated for 45 min in the
dark with 20 pL of the MTS ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-5-(3-carbox-
ymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium  salt)  reagent
diluted in 100 pL of serum free medium. The absorbance of the formazan
product was measured at 490 nm with a microplate reader (Spectramax
190, Molecular Device, San Jose, CA, USA). Cell viability was deter-
mined by comparing the absorbance values of NP-treated cells vs. un-
treated control cells that were considered 100 %.

2.10. Colony forming assay

A549 (0.35x10°) and HBEC3-KT (0.2x10°) cells were plated in 35 x
10 mm culture dishes and allowed to attach for 24 h, then, chemical and
biogenic Ag and Au NPs were diluted to appropriate concentrations and
applied to the cells. At the end of incubation, cells were detached,
counted, and seeded in triplicate in dishes of 60 x 15 mm, each con-
taining 300 cells in 5 mL of complete medium, after performing two
dilutions of 1:10 each. The seeded cells were allowed to grow in the
incubator for 7 days. Subsequently, the colonies were coloured with
crystal violet in 100 % methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
and colonies of >50 cells were counted to determine the cloning effi-
ciency (CE) as the proportion of cells that formed colonies to the total
number of cells plated, expressed in percentage [20,24]. The following
concentrations of NPs were used to assess the clonal forming ability of
NP-treated cells: 0, 2, 5 and 10 pg/mL for Ag NPs and 0, 40 and 80
pg/mL for Au NPs.

2.11. Live/dead assay

The viability of A549 and HBEC3-KT cells treated with Ag NPs and
Au NPs was assessed using the LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit
(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Eugene OR, USA) [22]. Cells were
plated in amount of 2x10° cells/well in a 96-well plate and 24 h later
were treated with NPs for 24 h. At the end of incubation time cells were
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and incubated for
45 min at room temperature in the dark with a solution containing the
cell permeant calcein acetoxymethyl ester (calcein-AM, 2 pM), nonflu-
orescent, and cell impermeant ethidium homodimer-1 (EthD-1, 4 pM).
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This assay differentiates viable cells by detecting intracellular esterase
activity: live cells convert the cell-permeant calcein acetoxymethyl ester
into fluorescent calcein, emitting green fluorescence. In contrast, dead
cells are stained with ethidium homodimer I, which penetrates cells with
compromised membranes and binds to nucleic acids, producing a strong
red fluorescence indicative of cell death. Fluorescence was measured
with the TECAN Spark fluorimeter (Tecan Life Science) using the
appropriate excitation and emission filters (ex/em ~495 nm/~515 nm
for calcein; ex/em ~495 nm/~635 nm for EthD-1). As a positive con-
trol, some wells were incubated with 70 % methanol for 30 min. Addi-
tionally, in some wells, no cells were seeded; instead, 100 pL of 1X PBS
and 100 pL of the two-colour staining solution were added as blanks. The
percentage of live and dead cells was calculated by comparing the
fluorescence values of NP-treated vs. untreated cells that were consid-
ered as 100 %.

2.12. Apoptosis assays

The induction of apoptosis was assessed by a fluorometric assay to
determine the presence of activated Caspase-3 (Caspase-3 Assay Kit,
Abcam®). This test is based on the detection of green fluorescence (ex/
em ~ 400 nm/505 nm) produced by the cleavage of the DEVD-AFC
substrate (7-amino-4-trifluoromethyl coumarin) into AFC by Caspase-
3, an effector caspase involved in the apoptotic cascade. HBEC3-KT
cells were seeded in a flat-bottom 96-well plate at a concentration of
2000 cells per well in 200 pL of their growth medium and allowed to
proliferate for 24 h. The cells were then incubated for 24 h with 5 pg/mL
of chemically and biologically synthesized Ag NPs. After incubation, the
medium was removed from the wells and transferred to 1.5 mL micro-
tubes, while 30 pL of growth medium was added to the wells containing
the cells to prevent them from drying out. The 1.5 mL microtubes were
centrifuged at 200 RCF for 10 min, and the supernatant was discarded.
Any pelleted material was resuspended in 20 pL of cold lysis buffer and
returned to the wells. The plate was incubated on ice for 10 min. Then,
20 pL of 2X Reaction Buffer containing 10 mM DTT was added to each
well. Finally, 1.5 pL of the Caspase-3 substrate was added to achieve a
final concentration of approximately 40 pM per well. The plate was
incubated at 37 °C with 5 % CO., protected from light, for 2 h. Fluo-
rescence (ex/em ~ 400 nm/505 nm) was measured using a TECAN
Spark fluorimeter (Tecan Life Science). The obtained values were
normalized by subtracting the blank values.

Apoptotic cells were identified by their fragmented morphology of
their nuclei stained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole). HBEC3-
KT cells (0.4 x 106) were seeded in 60 x 15 mm culture dishes and 24 h
later were incubated for 24 h with chemical and biogenic Ag NPs at
concentrations of 2 pg/mL, 5 pg/mL, and 10 pg/mL. At the end of in-
cubation time the cells were detached and processed as previously re-
ported [20] and then observed under a LeicaDM4000 fluorescent
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.13. Cytotoxicity assay in 3D-cultured cells

A549 and HBEC3-KT cells were seeded in U-bottom 96-well plates
(Nunclon™ Sphera™ 96-Well, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA)) at initial concentrations of 500, 1000, and 2000 cells/well in 200
pL of their respective growth media. The surface coating of pre-treated
wells prevents protein adsorption and cell adhesion to the well bot-
tom, minimizing cell adhesion and promoting the assembly of 3D
structures. Spheroid formation and growth were assessed using an op-
tical microscope at 48 h, 4 days, and 7 days. The LIVE/DEAD™
Viability/Cytotoxicity Kit (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Eugene
OR, USA) was used to qualitatively assess the cytotoxicity induced by
24-h incubation with Ag and Au NPs on A549 and HBEC3-KT spheroids.
On the seventh day post-seeding, 140 pL of growth medium was
removed from each well, and the spheroids were incubated with
chemically and biologically synthesized Ag and Au NPs at a
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Fig. 1. Characterization of Ag and Au NPs synthesized by chemical or biogenic reduction. A, E) UV-Vis spectra of Ag and Au NPs obtained by chemical (C) and
biogenic (B) reduction. B, F) Trasmission electron micrographs (TEM) of NP suspensions. Scale bars are 100 nm. C, G) Hydrodynamic diameter distribution by DLS
measurement. D, H) Surface charge of the different nanoparticles evaluated through Zeta potential analysis.
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Table 1
DLS characterization of colloidal formulations of NPs.

Sample Dy (nm) PDI Intercept Zeta Potential (mV)
Ag C 32.39 £0.22  0.524 +0.008  0.79 + 0.001 —48.6 +1.18
AgB 48.62 + 0.26 0.289 + 0.002 0.90 + 0.001 —23.1 £ 0.92
AuC 28.88 +£0.54  0.484 +0.005  0.82 + 0.001 —49.3 + 0.57
AuB 37.29 £0.25  0.439 +0.028  0.84 + 0.001 —20.9 £+ 0.40

Values of hydrodynamic diameter (Dy), polydispersity index (PDI) and zeta
potential obtained by DLS for the chemical and biogenic silver (Ag C; Ag B) and
gold (Au C; Au B) NPs.

concentration of 15 pg/mL regarding the former and of 80 pg/mL for the
latter. The desired NP concentrations were achieved by diluting stock
solutions in PneumaCult™-Ex Plus Medium (serum-free), supplemented
with Hydrocortisone Stock Solution for HBEC3-KT and F12k medium
with 3 % FBS for A549, reaching a final volume of 140 pL. After 24 h of
incubation, the medium was completely removed, and the LIVE/DEAD
assay was performed. The medium was completely removed from the
wells, the spheroids were washed with 1X sterile PBS, and then incu-
bated with 150 pL of the dye solution with final concentrations of 2 pM
calcein AM and 4 pM EthD-1. The plate was incubated for 40 min at RT
in the dark. For HBEC3-KT spheroids, considering their smaller size, the
medium removal and PBS washing were performed with a prior
centrifugation at 200 RCF for approximately 1 min (Hermle Labor-
Technik GmbH-Z 233 MK) thus facilitating complete medium removal
without accidental aspiration of the spheroids. The spheroids were then
visualized using a LEICA DM14000 inverted fluorescence microscope.
As a control for dead cells, some spheroids were incubated with 70 %
methanol for 30 min, followed by removal of the methanol, washing
with 1X sterile PBS, and incubation with the dye solution.
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2.14. Statistical analysis

Data are reported as means + standard deviation (S.D.) or standard
error (S.E.). The differences between groups were evaluated by two-
tailed, unpaired Student’s t-test and differences with a p-value <0.05
were considered significant.

3. Results
3.1. Characterization of chemical and biogenic Ag and Au NPs

The freshly obtained aqueous colloidal suspensions of chemically
and biogenic Ag and Au NPs (Ag C; Ag B; Au B; Au C) were first char-
acterized by UV-Vis spectra to determine the correct NPs formation
(Fig. 1 A). Ag NPs show maximum absorption from 400 to 500 nm while
Au NPs are from 500 to 600 nm, as already reported in literature [25].
Transmission electron microscopy (TEM) micrographs further evi-
denced the presence of spherical monodispersed NPs (Fig. 1 B) with an
average size of 30.3 & 19.8 nm for Ag C NPs, 7.3 & 5.4 nm for Ag B NPs,
37.8 £ 11 nm for Au C NPs and 18.3 + 4.9 nm for Au B NPs. Dynamic
Light Scattering (DLS) analysis was performed to determine the hydro-
dynamic diameter of the NPs [26,27] (Fig. 1C). As expected, the hy-
drodynamic diameters obtained by DLS (Table 1) were higher than the
core sizes measured by TEM, due to the contribution of the solvation
layer and possible surface-bound biomolecules or stabilizing agents. In
addition, DLS generally provides a volume-weighted average, which
may emphasize the contribution of larger aggregates if present, whereas
TEM offers direct visualization of the dry nanoparticle core, often
resulting in smaller and more defined size distributions [28]. In addition
to size measurements, Zeta potential analysis was conducted to evaluate
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Fig. 2. Cell viability in lung cells incubated with chemical and biogenic Ag and Au NPs. Cell viability was assessed by MTS assay in HBEC3-KT and A549 cells
incubated for 24 h with Ag NPs (0-15 pg/mL) and Au NPs (0-80 pg/mL) synthesized by chemical (Ag C; Au C) and biogenic methods (Ag B; Au B). Cells treated with
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A549

HBEC3-KT

Fig. 3. Cellular uptake of Ag and Au NPs synthesized by chemical and biogenic reduction. TEM images of HBEC3-KT and A549 cells incubated for 24 h with Ag NPs
(5 pg/mL) or Au NPs (20 pg/mL) obtained by chemical (C) and biogenic (B) synthesis. The intracellular localization of NPs is indicated by arrows pointing black

electron-dense spots.

the surface charge of the NPs. The results showed a highly negative Zeta
potential (Ag C: 48.6 mV; Au C: 49.3 mV; Ag B: 23.1 mV; Au B: 20.9 mV;
Fig. 1D-H, Table 1), which indicates moderate stability in suspension
due to electrostatic repulsion [29]. These characterization results
confirmed that the colloidal suspensions of NPs were suitably sized and
stable for further cytotoxicity testing.

3.2. Viability of lung cells exposed to chemically and biogenically
synthesized NPs

We assessed the impact of chemically and biogenically synthesized
Ag and Au NPs on the viability of normal immortalized bronchial cells
(HBEC3-KT) and lung adenocarcinoma cells (A549). Cells were cultured
in monolayers and exposed to increasing concentrations of NPs colloidal
suspensions for 24 h. Following this exposure period, cell viability was
assessed by MTS assay. Fig. 2 A shows that Ag NPs at 2 pg/mL did not
exhibit toxicity in either cell line, regardless of the synthesis method,
however, higher concentrations of NPs affected cell viability differently
between the two cell lines. At a concentration of 5 pg/mL, biogenic but
not chemical Ag NPs, significantly decreased cell viability of HBEC3-KT
cells to 68 % (p < 0.01). As the concentration increased, the viability of
HBEC3-KT cells was completely compromised by Ag B NPs, whereas Ag

C NPs led to a more moderate, but significant, decrease in viability to 74
% (p < 0.05) at 10 pg/mL and to 38 % (p < 0.01) at 15 pg/mL. The
effects of Ag NPs were generally less toxic to A549 cancer cells, with
more than 80 % of the cells remaining viable up to 15 pg/mL for both NP
suspensions (Fig. 2 B).

Au NP formulations showed minimal cytotoxicity in both cell lines,
with cell viability remaining at approximately 95 % with either chemical
or biogenic NPs, even at the highest concentration tested (Fig. 2C and
D).

3.3. Intracellular uptake of chemical and biogenic Ag and Au NPs

To assess whether the observed cytotoxicity was a result of nano-
particle internalization, we examined the intracellular uptake of Ag and
Au NPs in HBEC3-KT and A549 cells after 24 h of incubation. TEM
analysis provided clear evidence that both chemical and biogenic Ag and
Au NPs were effectively internalized by both cell types in membrane-
bound vesicles (Fig. 3). This finding suggests that the cytotoxic effects
observed in our previous experiments are likely due to the presence of
NPs within the cells, rather than interactions limited to the cell surface.
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Fig. 4. Cytotoxicity of Ag NPs synthesized by chemical and biogenic reduction. Live/Dead® viability/cytotoxicity assay in HBEC3-KT and A549 cells after 24 h of
incubation with Ag NPs synthesized via chemical reduction (Ag C) or biogenic reduction (Ag B). The fraction of live and dead HBEC3-KT cells (A) and A549 cells (C)
has been determined by fluorimetric analysis. Data are presented as means + S.D. from three independent experiments performed in 96-microplate wells and
analysed by a fluorescence microplate reader (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Student’s t-test). Representative fluorescence microscopy images of Ag NPs-
exposed HBEC3-KT cells (B) and A549 cells (D) stained with calcein AM (green, live cells) and ethidium homodimer-1 (red, dead cells). Cells treated with 70 %
methanol for 30 min represent the positive control for death induction. Scale bars: 100 pm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
Eeader is referred to the Web version of this article.)
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Fig. 5. Induction of apoptosis in HBEC3-KT cells exposed to chemical and biogenic Ag NPs. A) Activation of caspase-3 was measured by fluorimetric analyses 24 h
after incubation with chemical (Ag C) and biogenic (Ag B) NPs at concentrations of 5 and 10 pg/mL and in untreated controls (0 pg/mL). The fluorescence intensity
data are presented as fold-increase of NP-treated over relative untreated control cells (mean =+ S.D. from three independent experiments, **p < 0.01, Student’s t-test).

B) Representative images of nuclear DAPI staining with apoptotic cells indicated by white arrows.

3.4. Cytotoxicity of Ag and Au NPs synthesized by chemical and biogenic
reduction

We next evaluated the cytotoxicity of Ag and Au NPs in HBEC3-KT
and A549 cell lines using the Live/dead assay which revealed distinct
patterns of toxicity between the two cell types and NP formulations.
Cells were exposed for 24 h to NPs 5, 10, and 15 pg/mL, but not to 2 pg/
mL since this concentration did not affect cell viability with MTS assay.
In normal HBEC3-KT cells, Ag B NPs 5 pug/mL significantly reduced cell
viability to 57 % (p < 0.05), while at the same concentration Ag C NPs
were no cytotoxic (Fig. 4A and B). At 10 pg/mL, both formulations
decreased significantly cell viability, with Ag B NPs causing a more se-
vere reduction (10 % viable and 90 % dead cells, p < 0.001) compared to
Ag C NPs (47 % viable and 53 % dead cells, p < 0.01). At 15 pg/mL, cell
death reached 92 % and 79 %, respectively for Ag B and Ag C NPs (p <
0.001). In A549 cancer cells both chemical and biogenic Ag NPs did not
induce cell death, as the fraction of dead cells was 16-18 % across all
concentrations like untreated control cells (Fig. 4C and D). Only Ag B
NPs at 15 pg/mL induced the death in 24 % of cells, but this increase was
not significant. To investigate if cell death in HBEC3-KT cells occurred
by apoptosis, we assessed caspase-3 activation after 24-h exposure to 5
and 10 pg/mL of Ag NPs. At 5 pg/mL, both NP types increased caspase-3
activation, with biogenic NPs showing a significant increase (p < 0.01).
At 10 pg/mL, caspase-3 remained activated in cells exposed to chemical
NPs but decreased in cells treated with biogenic NPs, consistent with the
high level of cell death (90 %) observed in the live/dead assay and the
presence of numerous apoptotic bodies (Fig. 5 B). Consistent with the
low level of cell death observed in the live/dead assay, caspase-3

activation was not detected in A549 cells exposed to Ag NPs at con-
centrations of 5 and 10 pg/mL for 24 h (Fig. 5C). Regarding Au NPs, both
chemical and biogenic formulations showed little toxicity in both cell
lines, being live cells 80-90 % after 24-h incubation (Fig. 6).

3.5. Late effects of chemical and biogenic Ag and Au NPs on cell
proliferation ability

We further investigated the potential of different NP formulations to
cause perturbations at the single-cell level by measuring clonogenic
survival in cells treated for 24 h with Ag NPs (2, 5, 10 pg/mL) or with Au
NPs (40 and 80 pg/mL). At 2 pg/mL, both chemical and biogenic Ag NPs
had no effect on clonogenic survival in HBEC3-KT and A549 cells
(Fig. 7A and B). At 5 pg/mL, chemical Ag NPs maintained high clono-
genic survival (96 % in HBEC3-KT, 99 % in A549), while biogenic Ag
NPs significantly reduced survival to 75 % in HBEC3-KT (p < 0.05) and
64 % in A549 (p < 0.001). At 10 pg/mL, chemical Ag NPs further
reduced survival to 77 % in HBEC3-KT (p < 0.05) and 64 % in A549 (p <
0.001). Biogenic Ag NPs at this concentration completely prevented
HBEC3-KT cell survival since no viable HBEC3-KT cells were recovered
after the treatment, while 63 % of A549 cells survived (p < 0.01). These
results demonstrate that Ag NPs, particularly the biogenic ones, can
significantly impact single-cell survival at higher concentrations, in both
cell lines. In contrast, Au NPs exhibited minimal effects on clonogenic
survival, even at high concentrations, further supporting their lower
toxicity profile. Au NPs at 40 pg/mL, neither chemical nor biogenic,
affected clonal forming ability in either cell line. At 80 pg/mL, chemical
Au NPs maintained approximately 90 % clonogenic survival in both cell
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Fig. 6. Cytotoxicity of Au NPs synthesized by chemical and biogenic reduction. Live/Dead® viability/cytotoxicity assay in HBEC3-KT and A549 cells after 24 h of
incubation with Au NPs synthesized via chemical reduction (Au C) and biogenic reduction (Au B). The fraction of live and dead HBEC3-KT cells (A) and A549 cells (C)
has been determined by fluorimetric analysis. Data are presented as means + S.D. from three independent experiments performed in 96-microplate wells and
analysed by a fluorescence microplate reader (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Student’s t-test). Representative fluorescence microscopy images of HBEC3-KT
cells (B) and A549 cells (D) stained with calcein AM (green, live cells) and ethidium homodimer-1 (red, dead cells). Cells treated with 70 % methanol for 30 min
represent the positive control for death induction. Scale bars: 100 pm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the

Web version of this article.)

lines, whereas biogenic Au NPs slightly reduced survival to 76 % in
HBEC3-KT and 81 % in A549 cells (p < 0.05, Fig. 7C and D). As shown in
Fig. 8, the comparison of cell survival derived from the different assays
evidence that short-term enzymatic assays are less sensitive compared to
the long-term assay in estimating the toxic effects of NPs.

3.6. Cytotoxicity of chemical and biogenic Ag and Au NPs towards
cellular spheroids

We tested the effects of chemical and biogenic NPs on seven-day-old
spheroids of HBEC3-KT and A549 cells incubated for 24 h with the
highest concentrations of Ag and Au NPs (respectively 15 pg/mL and 80
pg/mL). At the end of NPs incubation, spheroids were subjected to the
Live/dead assay and observed under a fluorescence microscope. Most
cells were viable across all conditions, as visible by the green fluores-
cence in individual spheroids (Fig. 9). Few dead cells (in red) were
observed at the periphery of HBEC3-KT spheroids treated with Ag NPs of
both formulations, and with Au B NPs. Notably, the red fluorescence is
visible in ungrouped cells, being HBEC3-KT spheroids small, multiple
and easily fragmentable. A549 spheroids showed predominantly viable
cells after all incubations, except for few dead cells detected at the pe-
riphery of spheroids incubated with Ag B NPs.

4. Discussion

The shift towards biogenic synthesis of metallic NPs necessitates a
thorough understanding of their biocompatibility and cytotoxicity [30].
The characterization of chemically and biogenically synthesized Ag and
Au NPs confirmed their successful synthesis and stability, enabling
reliable biological assessments. UV-Vis spectroscopy outlined the ex-
pected surface plasmon resonance (SPR) peaks, confirming the forma-
tion of Ag and Au NPs, with slightly broader absorption bands for Ag
NPs, indicating potential shape variations or aggregation [31-33]. TEM
analysis demonstrated however that all NPs were spherical and not
aggregated, and that biogenic NPs were smaller than their chemically
synthesized counterparts (Fig. 1B-F). Nevertheless, DLS measurements
indicated higher hydrodynamic diameters, indicating that the different
coating influences the particle surface in solution [34]. Zeta potential
analysis showed a higher negative charge for chemical NPs (approxi-
mately —50 mV) respect to biogenic NPs (about —20 mV). This negative
charge generates electrostatic repulsion that counteracts aggregation
and improves NP stability, but as known it may also influence their
cellular uptake [35-37], although a hydrodynamic size range between
10 and 60 nm is the most favorable for cellular uptake regardless of zeta
potential and NP composition [38].In evaluating the impact of Ag and
Au NPs on lung cell viability, Ag NPs, either chemically or biogenically
synthesized, resulted more toxic than Au NPs, aligning with the silver’s
toxic properties [5,30]. Notably, Ag NPs induced more toxicity in
normal cells (HBEC3-KT) than in cancer cells (A549), and for normal
cells, biogenic Ag NPs resulted more toxic than chemical ones. Starting
at 5 pg/mL, biogenic Ag NPs reduced cell viability to 68 %, while
chemical Ag NPs showed no effect at this concentration (Fig. 2 A). At
higher concentrations, the viability of HBEC3-KT cells was drastically
reduced, falling below 10 %, whereas that of cells incubated with
chemical Ag NPs progressively declined, reaching 74 % and 38 % with
respectively 10 and 15 pg/mL of chemical Ag NPs. The enhanced cyto-
toxicity of biogenic Ag NPs is likely due to their smaller size, which can
lead to increased cellular uptake and more pronounced detrimental
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effects. In contrast, chemically synthesized Ag NPs resulted less toxic,
potentially due to their larger size and stabilizing citrate coating, which
may reduce cellular interactions [35]. Au NPs, regardless of synthesis
method, exhibited minimal cytotoxicity for both HBEC3-KT and A549
cells, even at the highest concentrations tested (Fig. 2C and D). The
intracellular uptake analysis confirmed that both chemical and biogenic
colloidal suspensions of Ag and Au NPs were effectively internalized by
HBEC3-KT and A549 cells (Fig. 3). This suggests that the observed
cytotoxicity of Ag NPs, was mainly driven by intracellular interaction
rather than cell surface interactions. Moreover, the minimal toxicity
observed from Au NPs correlated with their verified cellular uptake.
Live/dead and apoptosis experiments provided further mechanistic in-
sights into Ag NP-induced cytotoxicity. Normal HBEC3-KT cells showed
higher levels of cell death when incubated with Ag NPs, especially those
biogenic (Fig. 4). The fraction of dead cells caused by Ag B and Ag C was
respectively 43 % and 16 % (at 5 pg/mL), 90 % and 53 % (at 10 pg/mL),
92 % and 79 % (at 15 pg/mL). In contrast, cancer A549 cells treated with
both formulations of Ag NPs showed a proportion of dead cells com-
parable to that of control untreated cells (16-18 %), except for a little
increase, not significant, at the highest concentration of Ag B NPs.
Further analysis indicated that cell death of HBEC3-KT cells occurred by
an apoptotic mechanism as evidenced by the activation of caspase-3
activation, whose increase was significant for Ag B NPs (Fig. 5).
Conversely to Ag NPs, Au NPs did not induce cell death in both
HBEC3-KT and A549 cells (Fig. 6), confirming their biocompatibility
[39]. The different level of Ag NPs cytotoxicity observed between the
normal and cancer cells came evident from the results of MTS and
live/dead assays. As known these assays determine cell viability based
on biochemical and physical characteristics of cells, such as enzymatic
activities and plasma membrane integrity that may still occur in
cell-cycle arrested cells or early apoptotic cells, and that can underes-
timate the effects of NP treatments. To have a valuable measure of
cytotoxicity we investigated the proliferation ability of cells by per-
forming the clonogenic assay which is particularly sensitive since it
directly measures the ability of individual NP-treated cells to form col-
onies of daughter cells [40,41], providing a reliable assessment of their
proliferative potential over a 7-10 days period post-treatment. Such
assay revealed a significant reduction in the proliferation capacity of
A549 cells incubated with Ag NPs that was not evidenced by the
short-term MTS and live/dead assays. Specifically, when incubated with
biogenic Ag NPs 5 pg/mL, A549 cells significantly decreased their clo-
nogenic survival to 64 % in contrast to a cell survival of 95-100 %,
measured respectively with the MTS assay and the Live/Dead assay
(Fig. 8). Similarly, the clonogenic survival of A549 cells incubated with
Ag NPs 10 pg/mL, either chemical or biogenic, was 64 % when assessed
by clonogenic assay, and above 80 % when assessed by short-term as-
says. Conversely, the data of clonogenic survival of HBEC3-KT cells were
in accordance with those determined by short-term assays, with the only
exception at 10 pg/mL for the Live/dead assay. These results highlight
the importance of the testing strategy and cell type in assessing the
toxicity of NPs, as previously reported [20]. The higher cytotoxicity of
biogenic Ag NPs towards normal HBEC3-KT cells compared to cancer
A549 cells, as demonstrated by both short- and long-term assays, is
related to physiological differences between the malignant and
non-malignant states. These differences include metabolic activity,
proliferation rate, oxidative stress response, gene expression alterations,
that ultimately can influence cell death [42-45] Due to their heightened
metabolic activity, cancer cells tend to have higher ROS levels than
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Fig. 7. Colony forming ability of HBEC3-KT and A549 cells incubated with chemical and biogenic NPs. Cells were incubated for 24 h with chemical and biogenic Ag
NPs (0-2-5-10 pg/mL), or Au NPs (0-40-80 pg/mL) and the values of cloning efficiency (CE) were used to calculate clonogenic cell survival, expressed as the per-
centage of the CE of NP-treated cells over that of untreated control cells (100 %). Data report means + S.E. from independent experiments (3 < n < 5), each
conducted in triplicate (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, Student’s t-test). HBEC3-KT cells incubated with Ag NPs (A); A549 cells incubated with Ag NPs (B);
HBEC3-KT cells incubated with Au NPs (C); A549 cells incubated with Au NPs (D). Representative images of clones derived from cells incubated for 24 h with Ag and
Au NPs are shown. Note: At 10 pg/mL of biogenic Ag NPs, no viable HBEC3-KT cells were recovered, preventing the performance of the clonogenic assay.

normal cells, therefore cell death induction in cancer cells requires the
exceed of their ROS threshold by specifically targeting antioxidant
proteins [46]. A549 cells proved to be less susceptible to oxidative stress
than normal cells [20,42] which may contribute to their resistance
against cytotoxicity induced by NPs of various origins, and high doses of
ionizing radiation [24,47,48].

Gold NPs, in contrast to silver ones, showed similar results across the
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different assays, including the clonogenic one which confirmed a cell
survival above 75 % with both type of formulations even at the highest
tested dose (Fig. 7C and D), supporting the high biocompatibility of Au
NPs. These findings agree with previous studies highlighting how NP-
induced cytotoxicity is influenced by NP characteristics, cell type, and
assay type used to assess cytotoxicity [20,49]. NP size has been identi-
fied as a key factor influencing cytotoxicity, with smaller NPs generally
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exhibiting higher toxicity compared to larger NPs [50-52]. Ag NPs of
approximately 60 nm in diameter induced significant cytotoxicity in
A549 cells at 50 pg/mL [53], whereas in the same cells, smaller NPs of
10-15 nm in diameter showed toxic effects at concentrations as low as
10 pg/mL [54]. Our findings support the notion that biogenically syn-
thesized Ag NPs, that have a smaller average size (~7 nm) exhibit
greater cytotoxicity than their chemically synthesized counterparts,
which have a larger average size (~30 nm). Among the Au NPs only the
biogenic ones slightly impacted the clonogenic survival of both cell
types at the highest concentration tested (80 pg/mL), denoting their low
cytotoxicity. Most studies have evaluated the cytotoxicity of Au NPs
against cancer cells, and biosynthesized Au NPs have demonstrated
varying levels of toxicity in A549 cells across different studies. Abdallah
et al. [55] reported no toxicity within a concentration range of 0-150
pg/mL. However, Uboldi et al. [56] observed slight toxicity at approx-
imately 140 pg/mL. In contrast, Anandan [57] found that bio-
synthesized Au NPs reduced A549 cell viability by 50 % at 100 pg/mL,
with initial signs of toxicity evident as early as 40 pg/mL. These dispa-
rate findings highlight the variability in cytotoxic effects of bio-
synthesized Au NPs, which may be attributed to differences in synthesis
methods, particle characteristics (i.e. size, zeta potential, surface
chemistry), and/or experimental conditions. Our results align with other
reports, where smaller Au NPs (5 nm) exhibited more pronounced toxic
effects compared to larger particles (50 nm) at the same concentration in
HBEC3-KT [58]. This size-dependent toxicity has also been demon-
strated in HeLa cells, where smaller NPs (4.8 nm) reduced cell viability
to 50 % at 50 pg/mL, while larger NPs (46.6 nm) resulted in 90 %
viability at the same concentration [59]. The difference in toxicity
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observed between the biogenic and chemically synthesized Au NPs used
in this study may be attributed to the smaller size of the biogenic par-
ticles compared to the chemically synthesized ones (respectively 18.3 +
4.9 and 37.8 &+ 11 nm).

Finally, the evaluation of NP effects in cellular spheroids confirmed
the differential cytotoxicity of Ag and Au NPs observed in monolayer
cultures. In general, the high concentration of NPs tested little impacted
on cell viability of HBEC3-KT and A549 spheroids (Fig. 9). Low levels of
cell death were observed at the periphery of HBEC3-KT and A549
spheroids incubated with biogenic Ag NPs following interactions with
the outermost cells than the middle or core ones. Chemically synthesized
Ag NPs induced a similar effect in HBEC3-KT spheroids but had a weaker
impact on A549 spheroids. The observed differences could be attributed
to the normal and cancer status of cells forming the spheroids, with
normal cells more susceptible than cancer cells to cell death induction by
NPs. Moreover, NPs may have less efficient penetration into the multi-
cellular layers of spheroids than in monolayer cultures, potentially
requiring higher concentrations to induce toxicity. Exposure of spher-
oids to Au NPs revealed no dead cells on the outer layer of either cell
line’s spheroids, despite the abundance of visible NPs on the cells,
further supporting their biocompatibility.

The limitations of the proposed protocol are mainly attributed to the
novelty of the proposed biogenic approach which needs to be optimized
and standardized in terms of involved experimental parameters to better
control size and shape of NPs. Moreover, further studies are necessary to
explore the impact of such metallic NPs in in vivo human/animal bio-
logical systems with a three-dimensional tissue organization, focusing
on cellular uptake, biodistribution, tissue inflammation and
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Fig. 9. Live/Dead assay for the determination of cell viability in spheroids of HBEC3-KT and A549 cells exposed to chemical and biogenic NPs. Seven-day-old
spheroids were incubated for 24 h with Ag C or Ag B NPs (15 pg/mL) and with Au C or Au B NPs (80 pg/mL). Fluorescence microscopy images of spheroids
showing live cells in green, and dead cells in red. Spheroids treated with 70 % methanol (Met) for 30 min represent the positive control for death induction. Scale bar:
100 pm. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

genotoxicity.
5. Conclusions

This study presents experimental evidence that biogenic Ag NPs
exhibit stronger cytotoxic effects than chemically synthesized Ag NPs,
suggesting their potential for antimicrobial or anticancer applications.
Conversely, the low toxicity of biogenic Au NPs indicates their suit-
ability for biomedical applications requiring high biocompatibility.
Notably, our research uncovered a higher sensitivity of normal cells
compared to cancer cells towards Ag NP toxicity. This crucial observa-
tion emphasises the need for comprehensive and strategic testing pro-
tocols in evaluating the safety and therapeutic potential of these NPs
across various biomedical fields.
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