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RESUMO 

 

A nanotecnologia é um campo multidisciplinar, responsável por inovações no 

que se refere à prevenção e combate de diversas doenças, incluindo o diagnóstico e 

terapia de combate ao câncer. O objetivo geral do estudo foi produzir nanofibras de 

dióxido de titânio dopadas com nanopartículas de prata (Ag/TiO2), utilizando a técnica 

de fiação por sopro em solução (SBS), verificar as propriedades microestruturais e 

físicas das nanofibras produzidas, além de investigar in vitro a sua atividade 

antimicrobiana e antitumoral. As nanofibras de Ag/TiO2 foram caracterizadas por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV), microscopia eletrônica de transmissão 

(MET), adsorção/dessorção de N2, difração de raios-X (DRX), espectroscopia de 

fotoelétrons excitados por raios X (XPS), ângulo de contato e espectrometria de 

emissão atômica por plasma acoplado indutivamente (ICP-AES). Além disso, foi 

avaliada in vitro a atividade antimicrobiana das nanofibras, através da técnica de 

difusão em disco, frente a Staphylococcus aureus (ATCC25923), Enterococcus 

faecalis (ATCC 14506) e Escherichia coli (ATCC 25922). A atividade citotóxica em 

linhagens de carcinoma escamoso oral de murino (AT-84) e de macrófagos (ATCC 

RAW 264.7) foi verificado, através da avaliação da morfologia celular (microscopia de 

contraste de fase), após 72 e 120h (linhagem tumoral) e 24h (macrófagos), em contato 

com 5 e 50mg.ml-1 das nanofibras. A capacidade de migração da linhagem tumoral foi 

observada, através do teste de ferida, após contato por 48h, com 5 e 50mg.ml-1 das 

nanofibras. Por fim, a expressão gênica de mTrp53, mMyc, mCasp8, mCasp9, mBax, 

mBcl2 e mGapdh, através da reação em cadeia da polimerase em tempo real, foi 

investigada. As nanofibras de TiO2 com nanopartículas de prata (diâmetro médio de 

15nm) foram produzidas com sucesso e apresentaram estrutura cristalina compatível 

com a fase do rutilo, além de característica mesoporosa e super-hidrofílica. A 

liberação de íons Ag+ nas concentrações de 5 mg.mL-1 e 50 mg.mL-1 de nanofibras de 

Ag/TiO2 foi próxima a 0,08 μg.mL-1 e 0,18 μg.mL-1, respectivamente. Além disso, as 

nanofibras produzidas apresentaram atividade antimicrobiana contra os 

microrganismos Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Escherichia coli. A 

citotoxicidade em macrófagos e em células tumorais foi dependente da dose das 

nanofibras utilizada. A concentração de 5 mg.mL-1 gerou supressão parcial da 

proliferação e da migração de células tumorais, enquanto a concentração de 50 

mg.mL-1 resultou em inibição completa da proliferação e migração de células AT-84. 



 

 

Foi observado um aumento na expressão dos genes mbax, mMyc e mTrp53 para as 

células AT-84 e para os macrófagos após a exposição a nanofibras de Ag/TiO2, bem 

como redução na expressão do gene mBcl2 para ambas as linhagens celulares 

testadas, indicando que as nanofibras de Ag/TiO2 inibem o mecanismo celular por 

apoptose. A atividade antimicrobiana e antitumoral de nanofibras produzidas foram 

provavelmente resultado da combinação de sua dimensão nanométrica, alta 

reatividade superficial, interação atômica entre dióxido de titânio e a prata, com 

transferência de elétrons na interface metal-semicondutor e produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), além da atividade biológica dos íons de prata liberados. 

Os resultados obtidos sugerem o potencial de uso das nanofibras produzidas na 

terapia local antimicrobiana e antitumoral.  

 

Palavras-chave: Titânio. Prata. Nanotecnologia. Fiação por sopro em solução. 

Atividade antitumoral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Nanotechnology is a multidisciplinary field of knowledge that brings new 

possibilities for the prevention and treatment of diseases, including cancer diagnosis 

and therapy. The general objective of the study was to produce Ag/TiO2 nanofibers 

using the Solution Blow Spinning technique, to verify the microstructural and physical 

properties and to investigate in vitro its antimicrobial and anticancer activity for future 

biomedical applications. Nanosilver immobilized on TiO2 nanometric fibers (Ag/TiO2) 

was produced by solution blow spinning technique and characterized using scanning 

electron microscope (SEM), transmission electron microscopy (TEM), N2 

adsorption/desorption, X-ray diffraction (XRD), X-ray photoelectron spectroscopy 

(XPS), water contact angle and Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission 

Spectrometry (ICP-AES) analyses. In addition, the in vitro antimicrobial activity of 

nanofibers was evaluated by disk diffusion technique, against Staphylococcus aureus 

(ATCC25923), Enterococcus faecalis (ATCC 14506) and Escherichia coli (ATCC 

25922). The cytotoxic potential in oral squamous carcinoma (AT-84) and macrophage 

(ATCC RAW 264.7) cells was verified, by evaluating cell morphology (phase contrast 

inverted microscope), after 72 and 120h (tumor cells) and 24h (macrophages), in 

contact with 5 and 50mg.ml-1 of the nanofibers. The migration potential of tumor cells 

was observed, through scratch assay, after 48h, in contact with 5 and 50mg.ml-1 

nanofibers. Finally, gene expression of mTrp53, mMyc, mCasp8, mCasp9, mBax, 

mBcl2 and mGapdh, by real time polymerase chain reaction, was investigated. TiO2 

nanofibers with silver nanoparticles (average diameter of 15nm) uniformly distributed 

on their surface were successfully produced. Ag/TiO2 nanofibers revealed a crystalline 

structure compatible with the rutile crystalline phase, as well as a mesoporous and 

superhydrophilic nature. XPS profiles showed Ti4+ and Ag0, indicating a strong 

interaction between the Ag nanoparticles and TiO2. The Ag/TiO2 nanofibers presented 

antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, and 

Escherichia coli. The release of silver ions from 5 mg∙mL−1 and 50 mg∙mL−1 of Ag/TiO2 

nanofibers was approximately 0.08 μg∙mL−1 and 0.18 μg∙mL−1, respectively. The 

nanofiber cytotoxicity in both macrophages (ATCC RAW 264.7) and cancer cells 

(murine AT-84 oral squamous carcinoma cells) was dose-dependent. A concentration 

of 5 mg∙mL−1 induced partial suppression growth and migration of cancer cells, while 

a concentration of 50 mg∙mL−1 resulted in complete inhibition of proliferation and 



 

 

migration of murine AT-84 cells. It was observed an increase in mbax, mMyc and 

mTrp53 genes expression for both Murine AT-84 cells and macrophages after 

exposure to Ag/TiO2 nanofibers. On the other hand, there was a reduction in the mBcl2 

gene for both cell lines tested. The overall result indicated that Ag/TiO2 nanofibers 

could selectively inhibit the cellular mechanism of AT-84 by apoptosis with DNA 

damage and cell death. The antimicrobial and anticancer performance of Ag/TiO2 

nanofibers is probably the result of its nanometric dimension, high surface reactivity, 

and the interaction between TiO2 and Ag. Electron transfer at the metal–semiconductor 

interface and reactive oxygen species production, in addition to the biological activity 

of released silver ions, confirm the potential for use as an agent in antimicrobial and 

anticancer therapy. 

 

Keywords: Titanium. Silver. Nanotechnology. Solution blow spinning. Anticancer 

activity. 
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Ag Prata 

AgNPs Nanopartículas de prata  
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DDS Drug delivery system (dispositivos de liberação controlada de fármacos) 

DNA Deoxyribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 

DRX Difração de raios-X 

HPV Human papillomavirus (papilomavírus humano) 

IARC International Agency for Research on Cancer (Agência Internacional de 

Pesquisa sobre o Câncer) 

IC50 The half maximal inhibitory concentration (Concentração Inibitória para 

50% das células) 

ICD International Classification of Diseases (Código internacional de doenças) 

ICP-AES Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry 

(Espectrometria de Emissão Atômica por Plasma Acoplado 

Indutivamente) 

OMS Organização Mundial de Saúde 

ncRNAs RNAs não codificantes 

nm Nanômetro 

MEV Microscopia eletrônica de varredura  

MET Microscopia eletrônica de transmissão 

mM Milimolar 

PBS Phosphate-buffered saline (Tampão fosfato-salino) 

PCR Polymerase Chain Reaction (reação em cadeia da polimerase) 

pH potential of Hydrogen (potencial Hidrogeniônico) 

PVP Poli(vinilpirrolidona) 

RNA Ribonucleic acid (ácido ribonucleico) 

ROS Reactive oxygen species (espécies reativas de oxigênio) 

SBS Solution blow spinning (fiação por sopro em solução) 

SFB Soro fetal bovino 



 

 

TiO2 Dióxido de titânio 

XPS X-ray photoelectron spectroscopy (Espectroscopia de fotoelétrons 

excitados por raios-X) 

μm Micrômetro 

μM Micromolar 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Atualmente, apesar dos grandes avanços na medicina, com novas descobertas 

e opções diagnósticas e terapêuticas, existem mais de 32,6 milhões de pessoas 

vivendo com câncer em todo o mundo, e a cada ano mais de 10 milhões de novos 

casos são diagnosticados 3,4. Ainda segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 

o câncer poderá gerar taxas de mortalidade global de aproximadamente 15 milhões 

de pessoas até 20205. Entre os diferentes tipos de câncer, o de cabeça e pescoço é 

mundialmente considerado um dos 10 tipos de câncer mais comuns, sendo o subtipo 

oral o mais frequentemente encontrado1.  

Descobertas recentes em nanociência e nanotecnologia têm trazido inovações 

quanto à forma de se realizar o diagnóstico, tratamento e prevenção de diversas 

doenças, incluindo o câncer. Entre as nanoestruturas, as AgNPs são as mais 

extensamente estudadas, devido às suas inúmeras possibilidades de utilização, 

graças às suas conhecidas propriedades biológicas, tais como a atividade 

antimicrobiana, antifúngica, antiviral e também atividade antitumoral6.  

A toxicidade das AgNPs depende de fatores como tamanho e forma da partícula, 

além da sua formulação e apresentação, que influenciam a taxa, extensão, localização 

e/ou momento da liberação de íons de prata. Portanto, seu uso deve ser feito 

preferencialmente combinado a um veículo, visando preservar sua estabilidade e 

dispersibilidade7,8.  

Nesse sentido, as nanofibras se destacam pelas características que favorecem 

seu uso como dispositivos de liberação controlada de fármacos, entre elas, a sua 

elevada área de superfície 9. Entre os materiais que podem ser utilizados para 

produção das nanofibras, o TiO2 se destaca por ser um material biocompatível e de 

baixo custo, com uso sedimentado em diversos dispositivos biomédicos10.  

 

1.1 CÂNCER NO CONTEXTO MUNDIAL 

 

O câncer é uma doença complexa e multifatorial, que se caracteriza pelo 

crescimento descontrolado e disseminação de células anormais, causado por fatores 

externos (tabaco, álcool, produtos químicos, radiação, vírus) e fatores internos 

(hormônios, condições imunológicas e mutações) que podem agir juntos ou em 
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sequência para promover a carcinogênese2,5,11. De forma geral, seu tratamento pode 

incluir quimioterapia, radioterapia, cirurgia, terapia hormonal e terapia 

imunológica1,6,12. 

Os índices dos diferentes tipos de câncer variam significativamente entre as 

regiões geográficas, como por exemplo, o câncer oral, que embora seja menos 

comum em países desenvolvidos, está classificado entre as três principais causas de 

morte por câncer entre homens em países do sul da Ásia, como Índia, Bangladesh e 

Sri Lanka13, o que pode ser atribuído ao hábito de mascar betel e tabaco, infecção por 

papilomavírus humano (HPV), consumo de álcool e deficiência nutricional3,13.  

Entre os diferentes tipos de câncer, o de cabeça e pescoço, que inclui a 

cavidade oral, faringe, laringe, glândulas salivares, seios paranasais e cavidade 

nasal12, é responsável por cerca de 6% de todas as doenças malignas diagnosticadas 

e, portanto, é atualmente a oitava causa principal de morte por câncer em todo o 

mundo1.  

 

1.2      CÂNCER ORAL 

 

Entre os sítios de câncer de cabeça e pescoço, o câncer oral é a neoplasia 

mais prevalente, podendo acometer cavidade oral e lábio. É considerado um dos 10 

tipos de câncer mais encontrados no mundo em ambos os sexos, e a taxa de 

sobrevida em 5 anos é de aproximadamente 50%11. Cerca de 90% dos casos tem 

origem nas células escamosas e por isso são comumente denominados de carcinoma 

de células escamosas (CCE)2,12,14.  

Segundo relatório da Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer 

(IARC), para o câncer oral (ICD-10 código C00-06), que inclui lábios, língua, gengiva, 

assoalho da boca, glândulas parótidas e salivares, foram estimados, em 2018, cerca 

de 300.000 novos casos em todo o mundo, em ambos os sexos e todas as idades15.  

Dados epidemiológicos globais do câncer oral refletem uma variação 

geográfica, com cerca de dois terços de todos os casos recém diagnosticados sendo 

relatados em países em desenvolvimento13. Além disso, apontam um aumento dos 

casos de 5,3 vezes para os homens, e um aumento de 2 vezes para as mulheres nas 

últimas duas décadas. As taxas de recorrência do câncer oral variam de 18% a 76% 
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para pacientes que passam por tratamento padrão, e um atraso no início do 

tratamento é considerado a principal causa para a ausência de melhora relevante na 

taxa de sobrevida16.  

O consumo de tabaco, incluindo tabaco sem fumaça e o consumo de álcool são 

os principais fatores etiológicos para o desenvolvimento de câncer oral, apresentando 

efeito sinérgico. De acordo com a IARC, a fumaça do cigarro contém mais de 60 

agentes carcinogênicos, enquanto o consumo de álcool é um fator de risco com 

comportamento dose-dependente11. 

Além disso, são discutidos outros possíveis fatores possivelmente contributivos 

para o desenvolvimento do câncer oral, como má higiene bucal, infecção pelo 

papilomavírus humano (HPV), em especial o HPV-16, exposição ocupacional, 

deficiência nutricional e fatores genéticos11,13,17. 

O câncer oral se desenvolve a partir de uma série de estágios histopatológicos. 

Clinicamente, na maioria dos casos, não há evidências de lesões potencialmente 

malignas prévias à transformação maligna. Entretanto, a presença de lesões 

potencialmente malignas, com alterações displásicas do epitélio bucal, aumenta o 

risco de transformação maligna, com estabelecimento do CCE18. Sua indução e 

desenvolvimento são mediados pelo acúmulo de múltiplas alterações genéticas, 

associado às influências ambientais da exposição ao carcinógeno 18,19.  

Dessa forma, a carcinogênese configura-se como um processo com múltiplos 

passos, cada um caracterizado pela estimulação sequencial de defeitos genéticos18. 
Devido à ativação de um oncogene e à inativação de gene supressor de tumor, pode 

ocorrer a desregulação da proliferação e morte celular. As alterações genéticas 

incluem amplificação gênica, superexpressão de oncogenes, mutações, deleções 

cromossômicas e hipermetilação 16. 

Mais recentemente, a desregulação de mecanismos epigenéticos, essenciais 

para sustentação do desenvolvimento e da homeostase tecidual específica do 

organismo, parece ainda adicionar maior nível de complexidade em termos de 

mecanismos de regulação do câncer, através de processos relacionados à metilação 

do DNA, modificações das histonas, posicionamento do nucleossoma, além da 

expressão de RNAs não codificantes (ncRNAs), especialmente microRNAs 

(miRNAs)20.  
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1.3  NANOTECNOLOGIA  

 

A nanotecnologia é um campo emergente e multidisciplinar, que abrange uma 

vasta e diversificada gama de dispositivos derivados da engenharia, biologia, física e 

química e que envolve aplicações baseadas na síntese e/ou manipulação de 

moléculas em nanoescala21,22.   

A palavra “nano” vem do grego e significa anão ou algo extremamente 

pequeno. Em sua definição mais estrita, a nanotecnologia refere-se às estruturas de 

tamanho variando entre 1−100 nm em pelo menos uma de suas dimensões23,24. 

Podem apresentar diferentes formas tais como tubos, filmes, fibras, partículas, entre 

outras9,25.  

Quando o tamanho de um material é reduzido à escala nanométrica, novas 

propriedades podem ser adquiridas, bem como o melhoramento de propriedades já 

existentes9. Isto é, os nanomateriais podem apresentar propriedades físico-químicas 

diferenciadas, atribuídas principalmente ao domínio dos efeitos quânticos, associados 

à sua elevada área superficial em relação ao volume, composição química (pureza, 

cristalinidade) bem como sua estrutura de superfície (reatividade superficial)26. 

Quando utilizada no campo da saúde, a nanotecnologia tem aberto novos 

caminhos para a prevenção e combate de diversas enfermidades, utilizando-se das 

características diferenciadas dos materiais em escala atômica 26, inclusive com 

potencial de revolucionar o diagnóstico e a terapia do câncer4.  

Em relação à terapêutica convencional utilizando biomacromoléculas, cujas 

principais limitações incluem meia-vida plasmática curta, baixa estabilidade e 

biodisponibilidade, além de efeitos colaterais aumentados, os sistemas de distribuição 

controlada de drogas em escala nanométrica regulam  a biodistribuição do fármaco, 

aumentando a sua biodisponibilidade e minimizando os efeitos colaterais tóxicos, 

fornecem vias de administração mais convenientes,  além de permitirem ligação 

específica de drogas a alvos específicos27–30. 

 A diferença de concentração plasmática efetiva em função do tempo entre 

sistemas convencionais e de liberação controlada de drogas é mostrada na Figura 1. 
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Figura 1 - Perfil de liberação de drogas (1) terapia farmacológica convencional 

(2)  sistema de liberação controlada              31. 

 

Fonte: Adaptado de Primo FL. Estudos fotofísicos e in vivo em modelo animal do 

fármaco fotossensibilizador Foscan ® incorporado em nanoemulsão: avaliação como 

sistema de liberação em terapia fotodinâmica do câncer de pele. Universidade de São 

Paulo. Tese; 2006. 

 

Nos últimos anos, a nanotecnologia vem sendo considerada um campo 

promissor, com contribuição para o avanço na detecção precoce bem como para a 

terapia contra o câncer. Terapias modernas antitumorais atualmente incluem a 

incorporação de sistemas de liberação de medicamentos baseados em 

nanotecnologia, como nanopartículas poliméricas, nanopartículas lipídicas sólidas, 

transportadores lipídicos nanoestruturados, nanopartículas de ouro, hidrogéis, 

complexos de ciclodextrina e cristais líquidos e representam uma opção terapêutica 

interessante e promissora baseada no “drug delivery system” ou sistemas de liberação 

de medicamentos16.  
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1.3.1 Nanoestruturas 

 

A dimensão de uma nanoestrutura, bem como seu tamanho e forma, são 

fatores cruciais na determinação das propriedades finais dos nanomateriais.  Sendo 

assim, as nanoestruturas podem ser construídas estruturalmente a partir de quatro 

arquiteturas, que incluem: zero dimensão (nanopartículas), ou seja, materiais que 

apresentam todas as suas dimensões em escala nanométrica; uma dimensão 

(nanofios, nanofibras, nanotubos), contendo duas de suas dimensões em escala 

nanométrica e forma geométrica unidimensional; duas dimensões (filmes ultrafinos, 

nanofolhas), que apresentam apenas uma de suas dimensões em escala nanométrica 

e três dimensões, constituídas por nanoestruturas porosas25,32,33. 

 

1.3.1.1 Nanopartículas 

 

O uso de nanopartículas cresce rapidamente e abrange uma ampla gama de 

produtos comerciais em todo o mundo, incluindo dispositivos eletrônicos, bio-

sensoriamento, vestuário, indústria alimentícia, tintas, protetores solares, cosméticos 

e dispositivos médicos. Sabe-se que a forma, o tamanho e a distribuição das 

nanopartículas afetam fortemente as suas propriedades eletromagnéticas, ópticas, 

catalíticas e biológicas34.  

Na área biomédica, as nanopartículas têm sido alvo de vasta investigação ao 

longo dos anos. O principal motivo para tal interesse é a possibilidade de produzir 

materiais com características únicas, de tamanhos diversos, variando de poucos até 

dezenas de nanômetros, comparáveis a importantes estruturas biológicas como uma 

célula (10–100 μm), um vírus (20–450 nm), uma proteína (5–50 nm) ou um gene 

(aprox. 2 nm de largura e 10–100 nm de comprimento). Ou seja, são estruturas que 

podem “aproximar-se” do alvo biológico de interesse, ou ainda estar revestidas por 

moléculas que irão interagir ou se ligar à estrutura alvo35.                   

  Ao longo das décadas, estudos mostram que as nanopartículas metálicas 

possuem características únicas, correlacionadas às suas propriedades químicas, 

físicas e biológicas. Estima-se que, de todas as nanopartículas em produtos de 

consumo, as aplicações de nanopartículas de prata atualmente têm o maior grau de 
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comercialização, que abrangem produtos com finalidades variadas, incluindo a 

desinfecção de dispositivos médicos, eletrodomésticos até o tratamento de água34.  

 

1.3.1.1.1 AgNPs e ação antitumoral 

 

Durante séculos, a prata (Ag) tem sido usada para o tratamento de 

queimaduras e feridas crônicas. Já em 1000 a.C., a prata foi usada para produzir água 

potável. Tecidos de granulação do século XIX foram removidos com nitrato de prata 

para permitir a epitelização e promover a formação de crostas na superfície das 

feridas. Na década de 1940, depois da introdução da penicilina, o uso de prata para o 

tratamento de infecções bacterianas foi reduzido. Apesar do uso de sais de prata ser 

tão antigo quanto a civilização humana, a fabricação e utilização de AgNPs é algo 

relativamente recente36.  

As AgNPs são um dos mais importantes e fascinantes nanomateriais entre 

várias nanopartículas metálicas envolvidas em aplicações biomédicas. Possuem 

comprovada ação antibacteriana, antifúngica e antiviral, sendo empregadas em 

diferentes áreas como embalagens de alimentos, roupas esportivas, eletrônicos, 

cosméticos e dispositivos médicos, inclusive no diagnóstico e na terapia do 

câncer1,6,37,38.  

A dose, tamanho de partícula, revestimento e estado de agregação das AgNPs, 

bem como o tipo de célula ou organismo nos quais são utilizadas são fatores 

determinantes que definem o efeito e potencial de toxicidade das AgNPs. A exposição 

às AgNPs pode alterar as respostas de estresse celular e iniciar cascatas de 

sinalização que podem, eventualmente, desencadear autofagia e apoptose de 

organelas36–38. 

Trabalhos anteriores confirmaram ação antitumoral das  AgNPs, sendo os 

danos celulares explicados principalmente por perda de integridade da membrana 

celular, estresse oxidativo e indução de várias vias de sinalização apoptóticas37,39–41. 

Sendo assim, íons Ag são capazes de interagir com células e macromoléculas 

intracelulares, gerando dano ao DNA bem como aumento da permeabilidade da 

membrana mitocondrial. Essa disfunção mitocondrial parece estar relacionada à 

apoptose37,38.  
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Além disso, a absorção celular das nanopartículas pode levar à captura de 

elétrons livres e aumento da síntese e acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), que reagem com proteínas e causam estresse oxidativo, seguido de perda de 

estrutura e função celular 39.  

Por fim, AgNPs também são capazes de induzir apoptose através da indução 

de supressores tumorais como o gene p53, relacionado à parada do ciclo celular, 

apoptose ou senescência e ao mesmo tempo regular positivamente genes 

proapotóticos, dentre eles Bax e Bak, e negativamente genes antiapoptótico como o 

Bcl-240,42. 

 

1.3.1.2 Nanofibras 

 

As nanoestruturas unidimensionais (1D) têm sido assunto de pesquisa 

intensiva devido às suas propriedades únicas e 

possibilidade de aplicações em diferentes áreas do conhecimento33,43,44. 

Entre as características das nanofibras, destacam-se sua área de superfície 

específica muito alta, além de elevada resistência mecânica. Essas propriedades 

favorecem o seu uso para o transporte de portadores de carga através de uma direção 

controlada, na forma de sistemas integrados nanométricos, podendo funcionar, na 

área biomédica, como dispositivos de liberação controlada de fármacos9,43.  

As nanofibras apresentam algumas vantagens para aplicações biológicas, 

quando comparadas às nanopartículas do mesmo material, pois não tendem a se 

agregar, mas ao contrário, têm a capacidade de se dispersar bem em meio aquoso e 

de se fixar de maneira mais eficiente nas superfícies celulares45. Além disso, quando 

empregadas como carreadores de drogas, são capazes de reduzir a dosagem dessas 

medicações, através da liberação local e controlada das mesmas, reduzindo assim 

possíveis efeitos colaterais46.  

Entre as técnicas utilizadas para produção de nanofibras, destaca-se a técnica 

conhecida como Solution blow spinning (SBS) ou fiação por sopro em solução. Essa 

técnica consiste inicialmente em uma matriz de fiação com dois bicos concêntricos, 

um interno, com fluxo de um polímero dissolvido em um solvente volátil e outro 

externo, com fluxo de um gás pressurizado que flui ao redor da solução do polímero, 

criando fibras que são depositadas na direção do fluxo de gás. Uma bomba injetora 
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controla a taxa de injeção da solução polimérica, que encontra o jato de ar e é 

arrastada até encontrar um coletor com velocidade de rotação controlável47,48. 

O SBS permite a produção de fibras na escala micro e nanométrica, de forma 

mais rápida, com menor custo e utilização de aparato relativamente simples, em 

relação a outras técnicas utilizadas para a mesma finalidade 47–50.  Nessa técnica, o 

aspecto final das fibras produzidas, como sua morfologia e diâmetro, é diretamente 

relacionado a parâmetros utilizados durante o processo de fiação, entre eles, a taxa 

de injeção da solução polimérica, fluxo de ar utilizado, distância de trabalho (ponta do 

tubo interno-coletor), distância de protrusão do tubo interno em relação ao externo, 

tipo de polímero e sua concentração47,48.  

Mais recentemente, a fiação por sopro em solução foi utilizada para produção de 

fibras de óxidos cerâmicos, utilizando metodologia muito semelhante à originalmente 

descrita, porém com adição de precursores cerâmicos à solução polimérica para 

fiação, além de execução de fase adicional de queima para completa eliminação do 

componente polimérico e manutenção exclusiva do óxido cerâmico51,52.  

Entre as nanofibras cerâmicas produzidas, utilizando a fiação por sopro em 

solução, com possíveis aplicações na área biomédica, destacam-se nanofibras de 

zircônia53, alumina54,55, óxido de zinco52 e TiO252.   

 

1.3.1.2.1 Nanofibras de TiO2 

 

O TiO2, também chamado de titânia, vem sendo utilizado  em uma ampla gama 

de aplicações, incluindo fotocatalisadores, cosméticos e produtos farmacêuticos56. 

Variando-se o método de preparação, o TiO2 pode ser obtido em diferentes fases 

cristalinas: rutilo (tetragonal), anatase (tetragonal) e bruquita (ortorrômbico), sendo 

que anatase e rutilo são as formas mais comumente encontradas57. As diferentes 

fases cristalinas do TiO2 estão ilustradas na Figura 2. 
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Figura 2 - Fases cristalinas do TiO2: Rutilo (a) Bruquita (b) e Anatase (c)57. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Moellmann J, Ehrlich S, Tonner R, Grimme S. A DFT-D study of 

structural and energetic properties of TiO 2 modifications. J Phys Condens Matter. 

2012;24(42).  

 

O TiO2 é reconhecidamente um dos mais importantes materiais com aplicações 

biomédicas, especialmente devido sua resistência à corrosão, excelente 

biocompatibilidade, estabilidade química em ampla faixa de pH e baixo custo58–61.  

Além disso, suas propriedades eletrônicas, fotoativas e eletroquímicas têm sido 

extensivamente investigadas e podem impactar sobre suas propriedades biológicas, 

especialmente a atividade antimicrobiana 62,63 e antitumoral61. Atualmente é um dos 

principais materiais utilizados para fotocatálise, processo através do qual espécies 

reativas com poder oxidante são gerados a partir da ativação do material por energia 

oriunda da luz, artificial ou natural64,65.    

Isso se explica pelo fato do TiO2 ser um material semicondutor, isto é, um sólido 

caracterizado por uma banda de valência (BV) e uma banda de condução (BC), 

separadas por uma região conhecida como “bandgap”(Eg). Dessa forma, quando o 

TiO2 é ativado por fóton, com energia igual ou maior à energia de “bandgap” sofre 

transferência de elétrons da banda de valência para banda de condução, gerando a 
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formação de buracos (h+) na banda de valência e elétrons (e-) na banda de condução, 

com elevado poder de oxidação e redução, respectivamente, e consequente produção 

de ROS, como radical hidroxila (HO.), peróxido de hidrogênio (H2O2) e superóxido 

(O2.-), a partir de reações com espécies adsorvidas como O2, H2O, OH- e H- 64–66. O 

mecanismo da fotoativação de um semicondutor está representado na Figura 3. 

 

Figura 3 - Mecanismo da fotoativação do TiO2. Incidência de Fóton (hv) com 

energia igual ou superior à energia de bandgap do semicondutor, excitando elétrons 

(e-) da banda de valência (BV) para a banda de condução (BC)66
.  

 

Fonte: Adaptado de Bansal P, Verma A. N, Ag co-doped TiO2 mediated modified in-

situ dual process (modified photocatalysis and photo-Fenton) in fixed-mode for the 

degradation of Cephalexin under solar irradiations. Chemosphere. 2018;212:611–9. 

 

O O2 auxilia na captura dos elétrons na banda de condução formando radicais 

superóxidos (Equação 1). Por outro lado, na banda de valência os buracos reagem 

com as moléculas de H2O e OH- adsorvidas na superfície do TiO2, formando os 
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radicais hidroxila (Equações 2 e 3). Os radicais superóxido podem ainda reagir com 

moléculas de hidrogênio, gerando peróxido de hidrogênio (Equação 4) 64,65. 

TiO2(e-bc) +O2             TiO2 + O2
.-                                                        Equação 1 

TiO2(h+bv) +H2O             TiO2 + HO. + H+                                       Equação 2 

TiO2(h+bv) +OH-             TiO2 + HO.                                                   Equação 3 

O2
.-+ 2H+             H2O2                                                     Equação 4 

Porém a atividade fotocatalítica do TiO2 é limitada pela sua elevada energia de 

“bandgap” (3.2 eV para anatase e 3.0 eV para o rutilo)61,64, sendo necessária 

normalmente a utilização da luz ultravioleta para sua fotoativação, além da elevada 

recombinação e-/h+67. Para melhoria da absorção de luz pelo TiO2, dopantes podem 

ser utilizados, entre eles metais nobres como a prata, que atuaria estendendo sua 

absorção de luz para a região visível, além de reduzir a recombinação de pares 

elétron/buraco, através da sua ligação com os elétrons excitados66,68.  

 

1.3.1.2.2 TiO2 e ação antitumoral 

 

As características descritas anteriormente, associadas à sua biocompatibilidade 

e alta afinidade por células, faz com que materiais à base de TiO2 venham sendo cada 

vez mais aplicados para uso biomédico. Em especial, esses materiais têm sido 

estudados na terapia antitumoral, diretamente contra células tumorais45, associados a 

anticorpos específicos visando a captura de células tumorais circulantes69,70, como 

imunossensores para detecção precoce de células tumorais71 ou ainda como 

carreador de drogas antitumorais46,72.  

A ação do TiO2 sobre células tumorais se explica graças às suas propriedades 

fotocatalíticas que, quando ativadas, em meio aquoso, induzem a formação de pares 

de elétrons-buracos com elevado poder de redução e oxidação, levando à produção 

de ROS, capazes de reagir com membranas de células tumorais, podendo levá-las à 

morte principalmente através da apoptose, com  aumento da expressão de proteínas 

pró-apoptóticas como Bax e inibição de proteína anti-apoptótica Bcl-245.  
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1.4 APOPTOSE 

 

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, é um 

processo caracterizado por alterações morfológicas e bioquímicas que levam à morte 

celular. A apoptose desempenha um papel relevante na manutenção da homeostasia 

de diferentes tecidos73–75.   

A ativação da apoptose pode ocorrer através de duas vias principais: a 

extrínseca e intrínseca. A via extrínseca (citoplasmática) é mediada pela ativação de 

receptores de morte celular localizados na membrana citoplasmática, tais como Fas e 

TNFR (receptor de fator de necrose tumoral). A via intrínseca, ou mitocondrial, é 

ativada por estresse extracelular e/ou intracelular, com permeabilização da membrana 

mitocondrial, e consequente liberação de fatores apoptogênicos como citocromo c 73–

75.  

A via intrínseca é regulada por proteínas anti e próapoptóticas da família BCL2 

(B-cell CLL/ lymphoma 2). A proteínas antiapoptóticas (BCL2, BCL-XL), localizadas na 

membrana externa de mitocôndria, bloqueiam a permeabilização da membrana. Por 

sua vez, as proteínas próapoptóticas (BAX e BAK) são responsáveis pela formação 

de poros na membrana mitocondrial, permitindo a liberação de fatores pró-apoptóticos 
74,76.  

Normalmente, ambas as vias, intrínseca e extrínseca, levam à ativação de 

caspases. As caspases são cisteíno-proteases, normalmente inativas nas células 

saudáveis, que ao serem ativadas por estímulos específicos, hidrolisam proteínas 

estruturais e funcionais levando à morte celular. Entre as caspases, destacam-se as 

caspases iniciadoras da via extrínseca (caspases 8 e 10) e da via intrínseca (caspase 

9), além das caspases executoras (3,6 e 7)73,77.  

Outros genes relacionados às funções essenciais nas células podem estar 

relacionados ao processo de apoptose. O proto-oncogene MYC está relacionado a 

processos fisiológicos da célula como a proliferação celular, porém, diante de 

condições inadequadas como ausência de algum fator de crescimento, pode atuar no 

processo de apoptose78. Por sua vez, o gene p53, um supressor de tumor, 

normalmente relacionado à regulação da proliferação celular, é capaz de parar o ciclo 

celular para correção de possíveis danos ao DNA. Apesar disso, em situações em que 

esses danos são irreversíveis, pode ativar o processo de apoptose, evitando o 

processo de replicação79. 
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Diante do exposto acima, estudos para investigação de novas opções para o 

tratamento do câncer oral são desejáveis, sendo a nanotecnologia um campo 

promissor, através do qual pode-se aperfeiçoar tratamentos já existentes ou ainda 

obter novas opções terapêuticas, aproveitando-se das características únicas dos 

materiais em nanoescala.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1  OBJETIVO GERAL 
 

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver, caracterizar e avaliar in vitro as 

atividades antimicrobiana e antitumoral de um dispositivo de nanofibras de TiO2 com 

imobilização de AgNPs. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Produzir nanofibras de TiO2 contendo AgNPs;  

 Caracterizar a morfologia e tamanho das nanofibras de TiO2, antes e após o 

processo de calcinação e das AgNPs; 

 Conhecer a estrutura cristalográfica das nanofibras produzidas;  

 Investigar a composição química superficial das nanofibras produzidas; 

 Caracterizar a área superficial, volume e tamanho de poros das nanofibras 

produzidas; 

 Avaliar o ângulo de contato estático das nanofibras produzidas; 

 Conhecer o perfil de liberação de íons Ag+ das nanofibras; 

 Testar a atividade antimicrobiana das nanofibras produzidas frente aos 

microorganismos Staphylococcus aureus (ATCC25923), Enterococcus faecalis 

(ATCC 14506) e Escherichia coli (ATCC 25922); 

 Conhecer o potencial citotóxico das nanofibras produzidas frente às linhagens de 

carcinoma de células escamosas (AT-84) e de macrófagos (ATCC RAW 264.7); 

 Analisar a capacidade de migração das células tumorais após contato com as 

nanofibras produzidas; 

 Observar a expressão gênica de mTrp53, mMyc, mCasp8, mCasp9, mBax, mBcl2 

e mGapdh através da Reação em cadeia da polimerase em tempo real (real-time 

PCR). 
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3 METODOLOGIA 
 

O estudo em questão foi desenvolvido segundo fluxograma mostrado na Figura 4.  

 

Figura 4 - Fluxograma geral da tese 

 

Fonte: Arquivo próprio. 
 
 
3.1  MATERIAIS 
 

Para a produção das nanofibras, foram utilizados o tetraisopropóxido de titânio 

(TTIP), Ti(OCH(CH3)2)4, e nitrato de prata, AgNO3, respectivamente, como fontes de 

titânio e de prata. O etanol e a N,N-dimetilformamida, DMF foram usados como 

solventes e o polímero poli(vinilpirrolidona), PVP, (Mw ~ 1,300,000 g.mol-1) foi usado 

para preparação da solução polimérica.  As informações dos reagentes utilizados 

estão mostradas na Tabela 1.  

TESE

PARTE 1

Síntese 
nanofibras 
de Ag/TiO2

PARTE 2

Caracterização das 
nanofibras

-MEV
-MET
-DRX
-XPS
-adsorção/ dessorção

de N2

-ângulo de contato
-ICP-AES

PARTE 3

Atividade 
antimicrobiana 

in vitro das 
nanofibras 

Parte 4

Teste de 
citotoxicidade das 

nanofibras 
(AT-84 e RAW 264.7)

Teste de migração das 
células tumorais após 

contato com as 
nanofibras 

Expressão gênica 
de mTrp53, 

mMyc, mCasp8, 
mCasp9, mBax, 

mBcl2 e mGapdh
através do real-

time PCR
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Tabela 1 - Reagentes utilizados no preparo das nanofibras Ag/TiO2 

Material Procedência CAS 

tetraisopropóxido de 

titânio  

Sigma-Aldrich 

(MO, USA) 

546-68-9 

nitrato de prata Sigma-Aldrich 

(MO, USA) 

7761-88-8 

etanol Dinâmica Química Contemporânea 

(SP, Brasil) 

64-17-5 

N,N-

dimetilformamida  

Química moderna 

(SP, Brasil) 

68-12-2 

poli(vinilpirrolidona)  Sigma-Aldrich 

(MO, USA) 

9003-39-8 

 

3.2 PRODUÇÃO DAS NANOFIBRAS  

 

Para a produção das nanofibras de Ag/TiO2, inicialmente foram preparadas duas 

soluções em bequeres de vidro de 50ml, sob agitação magnética, em temperatura 

ambiente. Em uma delas, o TTIP (12% v/v) e o PVP (10%m/v) foram dissolvidos 

sequencialmente em etanol. Na segunda solução, o nitrato de prata (1% em massa 

relativa ao precursor de Ti) foi dissolvido em 1ml de DMF.  

Após completa dissolução dos precursores e do PVP, as duas soluções foram 

misturadas e o sistema foi vigorosamente agitado à temperatura ambiente por cerca 

de 2h. Após o término da preparação da solução polimérica contendo as fontes de 

titânio e de prata, a mesma foi transferida para uma seringa de plástico de 10ml e 

posicionada no sistema de injeção do aparato da fiação por sopro em solução (SBS).  

A representação do aparato básico do SBS está mostrada na Figura 5.  

A ponta da seringa foi unida ao sistema de tubos concêntricos, constituído por 

dois tubos de aço inoxidável, um externo, para passagem do ar comprimido, e outro 

interno, para a passagem da solução polimérica (Figura 6). Entre a ponta do sistema 

de bicos concêntricos e o coletor, as nanofibras formadas foram submetidas à 

passagem por um forno túnel (EDG série FT- São Carlos- SP-Brasil), programado com 

temperatura de 300ºC. A temperatura do gás no interior desse tubo foi de 
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aproximadamente 60ºC e auxiliou na evaporação dos solventes utilizados na 

preparação da solução polimérica.  

As nanofibras produzidas foram recolhidas em coletor perfurado, posicionado 

dentro de uma câmara aquecida, para também auxiliar na secagem das nanofibras e 

evitar o processo de coalescência das mesmas. 

 As condições de processamento foram: taxa de injeção da solução polimérica 

de 6,6ml/h, pressão de ar de 50 psi e distância de trabalho, entre o sistema de bicos 

concêntricos e o coletor, de 800 mm. Após a produção das nanofibras, as mesmas 

foram submetidas ao processo de calcinação em mufla (EDG 3000- São Carlos- SP-

Brasil) a 700ºC por 2h, para eliminação completa do componente polimérico.  

 

Figura 5 - Representação esquemática da fiação por sopro em solução (1) sistema de 

ar comprimido (2) manômetro (3) sistema de injeção (4) sistema de bicos concêntricos 

(5) forno (6) sistema de coleta das nanofibras80. 

 

Fonte: Adaptado de Farias RM da C. Desenvolvimento de sistemas adsotivos de 

nanofibras de sílica/carbono-N pela técnica do solution blow spinning. Universidade 

Federal de Campina Grande. Tese; 2018. 
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Figura 6 -  (a) sistema de tubos concêntricos e (b) detalhe da protrusão do tubo 

interno em relação ao tubo externo (c) detalhe dos tubos interno e externo. 

 

Fonte: Arquivo próprio. 

 

3.3  CARACTERIZAÇÃO DAS NANOFIBRAS 

 

3.3.1  Microscopia eletrônica de varredura  

 

A morfologia das fibras foi observada utilizando um microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) (Quanta 250 FEG, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). O 

procedimento de preparação das amostras consistiu na deposição de uma porção das 

nanofibras sobre uma fita adesiva de carbono fixada sobre um porta amostra e, em 

seguida, deposição sobre as mesmas de uma fina camada de ouro com o auxílio do 

metalizador marca Emitech K 550X.  

Os diâmetros das fibras foram avaliados através de um software analisador de 

imagens (ImageJ, National Institutes of Health, USA). O diâmetro médio das fibras e 



33 

 

a sua distribuição, previamente e após a calcinação, foram determinados a partir da 

análise de 100 fibras escolhidas aleatoriamente50,52. 

 

3.3.2  Microscopia eletrônica de transmissão  

 

A morfologia detalhada das nanofibras bem como das AgNPs foi caracterizada 

por microscopia eletrônica de transmissão (MET) (FEI Tecnai20, Oregon, EUA). Para 

o preparo das amostras, previamente foram preparadas suspensões coloidais 

alcoólicas contendo as nanofibras produzidas, que foram em seguida gotejadas sobre 

grades de cobre revestidas de carbono, seguido por secagem ao ar. As imagens finais 

foram feitas em campo escuro.  

A partir das imagens, foram feitas medidas do diâmetro de 100 partículas de 

prata escolhidas aleatoriamente. As medidas das partículas foram realizadas através 

de um software analisador de imagens (ImageJ, National Institutes of Health, EUA). 

 

3.3.3  Difração de raios-X  
 

A estrutura cristalográfica das nanofibras produzidas foi observada utilizando 

um difratômetro marca Rigaku (Tokyo, Japan). Foram realizadas varreduras de 10º a 

80º (2θ) a uma velocidade de 0,05º/min. A radiação alfa do cobre (CuKα, λ=0,154 nm) 

filtrada com filtro de níquel foi empregada nas análises. 

 

3.3.4  Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X  

 

A técnica de XPS foi utilizada para determinar a composição da superfície das 

nanofibras utilizando o equipamento Thermo Scientific™ K-Alpha X-ray, Thermo 

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). As medidas foram realizadas usando uma fonte 

monocromática de raios X de alumínio Al Kα (1486,4 eV), sob ultra-alto vácuo de 10-8 

mBar. A área analisada teve um diâmetro de cerca de 400 μm. Foi realizado um 

espectro exploratório (3 scans), além dos espectros de alta resolução do Ti 2p, Ag 3d 

e O 1s (10 scans para cada). As análises dos dados foram realizadas no programa 

CasaXPS ©.  
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3.3.5 Adsorção/ dessorção de N2 

 

A determinação da área superficial, volume e tamanho de poros foram 

determinados utilizando o método de adsorção de N2 à temperatura de -195,8ºC=77K 

(nitrogênio líquido) no equipamento TriStar II 3020 (Micrometrics, Georgia, USA). 

Cerca de 200mg de amostra foi submetida à desgaseificação sob vácuo, à 

temperatura de 150ºC durante 24 horas. As isotermas de adsorção foram obtidas em 

uma faixa de P/Po de 0,01 a 0,95. A área superficial foi estabelecida pelo método 

Brunauer–Emmett–Teller (BET) e o volume e tamanho de poros foram calculados 

através do método Barrett–Joyner–Halenda (BJH). 

 

3.3.6 Ângulo de contato 

 

Para a determinação do ângulo de contato estático, depositou-se uma gota de 

água deionizada de volume determinado (5 µl) sobre a superfície da manta de fibras, 

previamente posicionada sobre superfície plana e obteve-se fotografias utilizando uma 

câmara EOS REBEL T3i montada em tripé (Canon, Tokyo, Japão), com 

retroiluminação. Todas as medições foram realizadas a 25°C e cerca de 53% de 

umidade. Os ângulos esquerdo e direito na interface sólido-líquido foram medidos 

para cada amostra (Figura 7), com o software de análise ImageJ. O teste foi feito em 

triplicata (n=3). 

 

Figura 7 - Representação ângulo de contato sólido-líquido. 

 

Fonte: Arquivo próprio. 
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3.3.7 Espectrometria de Emissão Atômica por Plasma Acoplado Indutivamente  

 

O perfil de liberação de íons Ag+ foi analisado após 24h, 48h, 72h e 240h de 

imersão de duas concentrações de nanofibras (50 mg.mL-1 e 5 mg.mL-1) em frascos 

de plástico, sob agitação em incubadora shaker Modelo SP-222 (SP Labor, Presidente 

Prudente, SP, Brasil) em água deionizada a 37ºC, utilizando espectrometria de 

emissão atômica por plasma acoplado indutivamente (ICP) no instrumento Optima 

2000 (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA)81. Para determinação da prata, as amostras 

sofreram decomposição por via úmida através da digestão em ácido nítrico (HNO3) 

em chapa de aquecimento. O teste foi feito em triplicata (n=3). 

 

3.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO 

 

A atividade antimicrobiana in vitro das nanofibras (n = 3) foi determinada de 

acordo com o método M02-A12 para teste de susceptibilidade de difusão em disco do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 82. Três cepas de bactérias da 

American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas para o estudo 

antimicrobiano: os microorganismos gram-positivos Staphylococcus aureus 

(ATCC25923), Enterococcus faecalis (ATCC 14506) e o microorganismo gram-

negativo Escherichia coli (ATCC 25922).  

Uma alíquota de bactérias foi reativada em caldo Mueller-Hinton (Merck, 

Kenilworth, N.J., EUA) e armazenada por 24h em estufa bacteriológica Modelo SP-

101 (SP Labor, Presidente Prudente, SP, Brasil) a 37ºC. Após esse período, a turbidez 

do inóculo foi padronizada para a escala de 0,5 McFarland (~ 1,5 × 108 células/ml) em 

solução salina estéril a 0,85%. A suspensão bacteriana foi inoculada em placas 

contendo ágar Mueller-Hinton (Merck, Kenilworth, NJ, EUA) com auxílio de alças de 

inoculação.  

Discos de nanofibras Ag/TiO2 (1 mm de espessura x 5 mm de diâmetro) foram 

preparados em moldes metálicos estéreis e posicionados sobre as placas inoculadas. 

Discos de papel umedecidos com solução salina foram usados como controle 

negativo. Discos de papel umedecidos com clorexidina 0,12% (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) foram usados como controle positivo.   

https://www.google.com/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88ksziwF7Ub6pTwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7n4mw-cbiAhWnIbkGHc6LB8MQmxMoATAXegQICxAH
https://www.google.com/search?q=St.+Louis&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtYOYNL9BR88ksziwF7Ub6pTwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi7n4mw-cbiAhWnIbkGHc6LB8MQmxMoATAXegQICxAH
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As placas contendo as amostras foram armazenadas por 24h em estufa 

bacteriológica a 37ºC. Após este período, foram fotografadas e a inibição do 

crescimento determinada pela medição do halo de inibição (mm) formado ao redor 

dos discos (4 medidas por amostra), com o software ImageJ. As médias e os desvios 

padrão foram calculados para cada grupo. O teste foi feito em triplicata (n=3). 

 

3.5  ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VITRO  

 

3.5.1 Cultura celular 

 

As linhagens AT-84 (carcinoma oral de células escamosas de murino) e 

macrófagos (RAW 264.7) foram mantidas em meio de cultura RPMI (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Sera 

Laboratories International, Horsted Keynes, UK), 1% de penicilina (10.000 UI.mL-1) e 

1% de estreptomicina (10.000µg.mL-1), a 37°C e 5% de CO2 em garrafas de cultura 

até o momento da utilização para os ensaios. 

 

3.5.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro 

 

AT-84 e RAW 264.7 foram cultivadas em placa de seis poços (densidade 

aproximada de 1x103 células/poço). Foram então incubadas com diferentes 

concentrações (5 mg.mL-1 e 50 mg.mL-1) das nanofibras de Ag/TiO2. As células não 

tratadas foram usadas como controle positivo de crescimento. As amostras foram 

incubadas a 37ºC e 5% de CO2 com a linhagem tumoral por 72h e 120h83,84 e com os 

macrófagos por 24h 85,86. 

Após o período de incubação, considerando cada corte de tempo, a morfologia 

das células foi observada sob um microscópio invertido (EVOS FL, Thermo Fisher 

Scientific, Hampton, N.H., EUA), e as imagens de contraste de fase na ampliação de 

200x foram capturadas 87–89. O teste foi feito em triplicata (n=3). Para a linhagem de 

macrófagos, a contagem celular após o tratamento com as nanofibras foi comparada 

ao controle, o que permitiu estimar a dose capaz de inibir 50% das células (IC50) 84. 
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3.5.3 Ensaio de migração in vitro (scratch assay) 

 

O ensaio de migração de células AT-84 foi realizado em placas de seis poços, 

observando o padrão de confluência do controle (densidade aproximada de 105 

células/poço). O meio de cultura foi retirado, substituído por solução de tampão fosfato 

(PBS), e então uma ferida foi realizada na camada uniforme de células utilizando uma 

ponta de micropipeta estéril de 200 µl. As células foram lavadas com PBS para 

remover os detritos celulares. O RPMI foi novamente colocado e as células foram 

incubadas, a 37ºC e 5% de CO2, com diferentes concentrações (5 mg.mL-1 e 50 

mg.mL-1) das nanofibras Ag/TiO2, por 48 horas90. Foram obtidas imagens de contraste 

de fase com uma ampliação de 10x (t = 0 e t = 48 h), utilizando um microscópio 

invertido (EVOS FL, Thermo Fisher Scientific, Hampton, N.H., EUA)90.  

O teste foi realizado em triplicata (n=3). A distância de migração celular foi 

determinada medindo a largura da ferida (t=48) e subtraindo esse valor da largura 

inicial da mesma (t=0). Em cada imagem, 10 pontos da ferida foram considerados, e 

a média de largura (µm) foi medida. As medidas foram realizadas com o software 

ImageJ. A migração percentual foi calculada usando a seguinte equação 91: 

% taxa migração  = 
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑎 𝑓𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 (0ℎ)−𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑎 𝑓𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 (48ℎ)𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑙𝑎𝑟𝑔𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑎 𝑓𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎 (0ℎ)  𝑥100 

 

3.5.4 Real-time PCR 

 

Para o estudo da expressão gênica, inicialmente o RNA total foi isolado 

utilizando o método Trizol®, conforme instruções do fabricante. Para síntese do DNA 

complementar (cDNA), foi utilizada a transcriptase reversa Superscript II (Invitrogen, 

Carlsbad). O RNA e o cDNA tiveram quantificação e qualidade mensuradas pela 

absorbância 260/280 nm no espectofotômetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Wilmington, DE, EUA). As informações referentes aos iniciadores 

utilizados neste trabalho estão listadas na Tabela 2. 

 As reações de real-time PCR foram realizadas em placas de 96 poços - 

MicroAmp®Optical 96 - Well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems by Life 

Technologies, EUA) e conduzidas no sistema StepOnePlus™ (Applied Biosystems, 



38 

 

EUA) utilizando o Master Mix Power PCR SYBR® Green (Applied Biosystems, Foster 

City), conforme proposto pelo MIQE Guideline [61].  

Cada reação de real-time PCR foi composta de 10 uL de cDNA (20 ng/µL), 

0.125 mM de cada dNTP, 0.1 µM de cada iniciador, 2.5 mM MgCl2, 0.2 x Sybr Green 

(Invitrogen) e 2.5 U Taq DNA polimerase em um volume total de 20µl. As reações 

foram realizadas em triplicata. O GAPDH foi o gene de referência utilizado com o 

objetivo de verificar a integridade das amostras. Diferenças na expressão gênica 

foram calculadas usando o modelo Pfaffl 92. 

 

Tabela 2 - Oligonucleotídeos (iniciadores) empregados nas análises de expressão 

gênica 

 Iniciadores Sequência do nucleotídeo 5′-3′ 

 mTrp53 Forward: CCCCTGTCATCTTTTGTCCCT 

Reverse: AGCTGGCAGAATAGCTTATTGAG 

 mMyc Forward: ATGCCCCTCAACGTGAACTTC 

Reverse: GTCGCAGATGAAATAGGGCTG 

 mCasp8 Forward: TGCTTGGACTACATCCCACAC 

Reverse: GTTGCAGTCTAGGAAGTTGACC 

 mCasp9 Forward: GGCTGTTAAACCCCTAGACCA 

Reverse: TGACGGGTCCAGCTTCACTA 

 mBax Forward: AGACAGGGGCCTTTTTGCTAC 

Reverse:AATTCGCCGGAGACACTCG 

 mBcl2 Forward: GCTACCGTCGTGACTTCGC 

Reverse: CCCCACCGAACTCAAAGAAGG 

 mGapdh Forward: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

Reverse: GGGGTCGTTGATGGCAACA 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados da taxa média de migração de células foram analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis e Mann-Whitney U (α = 0,05). A citotoxicidade e a expressão gênica 

foram analisadas pelo Teste de Comparação Múltipla de Kruskal-Wallis e Dunn (α = 

0,05). A análise estatística foi realizada usando o IBM SPSS Statistics versão 20. 
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4 CONCLUSÕES 

 

Nanofibras de Ag/TiO2, com estrutura mesoporosa e super-hidrofílica, 

compatível com a fase rutilo, contendo nanopartículas de prata com tamanho médio 

de 15 nm, foram produzidas com sucesso utilizando a técnica da fiação por sopro em 

solução. O material produzido apresentou atividade antimicrobiana contra 

microrganismos S. aureus, E. faecalis e E. coli. A liberação de íons prata das 

nanofibras foi de aproximadamente 0,08 μg. mL− 1 e 0,18 μg. mL− 1, para as 

concentrações de 5 e 50 mg. mL− 1, respectivamente, confirmando o perfil de liberação 

lenta e controlada do material. A maior concentração de nanofibras inibiu 

completamente a proliferação e migração de células tumorais, sendo esse efeito 

parcial para a menor concentração de nanofibras utilizada. Foi observado um aumento 

na expressão gênica de mbax, mMyc e mTrp53 e redução na expressão de mBcl2, 

confirmando a capacidade das nanofibras de Ag/TiO2 de induzirem apoptose celular. 

A alta reatividade superficial, a interação atômica entre TiO2 e Ag associada à 

liberação de íons Ag foram provavelmente os principais mecanismos que contribuíram 

para o alto desempenho das nanofibras produzidas. Os efeitos biológicos observados 

sugerem o potencial das nanofibras Ag/TiO2 para uso em terapia local antimicrobiana 

e antitumoral. 
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Abstract  

Nanotechnology is a multidisciplinary field of knowledge that brings new possibilities for the 

prevention and treatment of diseases, including cancer diagnosis and therapy. The general 

objective of the study was to produce Ag/TiO2 nanofibers using the Solution Blow Spinning 

technique, to verify the microstructural and physical properties and to investigate in vitro its 

antimicrobial and anticancer activity for future biomedical applications. Nanosilver 

immobilized on TiO2 nanometric fibers (Ag/TiO2) was produced by solution blow spinning 

technique and characterized using scanning electron microscope (SEM), transmission electron 

microscopy (TEM), N2 adsorption/desorption, X-ray diffraction (XRD), X-ray photoelectron 

spectroscopy (XPS), water contact angle and Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission 

Spectrometry (ICP-AES) analyses. In addition, the in vitro antimicrobial activity of nanofibers 

was evaluated by disk diffusion technique, against Staphylococcus aureus (ATCC25923), 

Enterococcus faecalis (ATCC 14506) and Escherichia coli (ATCC 25922). The cytotoxic 

potential in oral squamous carcinoma (AT-84) and macrophage (ATCC RAW 264.7) cells was 

verified, by evaluating cell morphology (phase contrast inverted microscope), after 72 and 120h 

(tumor cells) and 24h (macrophages), in contact with 5 and 50mg.ml-1 of the nanofibers. The 

migration potential of tumor cells was observed after 48h, in contact with 5 and 50mg.ml-1 

nanofibers. Finally, gene expression of mTrp53, mMyc, mCasp8, mCasp9, mBax, mBcl2 and 

mGapdh, by real time polymerase chain reaction, was investigated. TiO2 nanofibers with silver 

nanoparticles (average diameter of 15nm) uniformly distributed on their surface were 

successfully produced. Ag/TiO2 nanofibers revealed a crystalline structure compatible with the 

rutile crystalline phase, as well as a mesoporous and superhydrophilic nature. XPS profiles 

showed Ti4+ and Ag0, indicating a strong interaction between the Ag nanoparticles and TiO2. 

The Ag/TiO2 nanofibers presented antimicrobial activity against Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, and Escherichia coli. The release of silver ions from 5 mg∙mL−1 and 50 

mg∙mL−1 of Ag/TiO2 nanofibers was approximately 0.08 μg∙mL−1 and 0.18 μg∙mL−1, 

respectively. The nanofiber cytotoxicity in both macrophages (ATCC RAW 264.7) and cancer 

cells (murine AT-84 oral squamous carcinoma cells) was dose-dependent. A concentration of 

5 mg∙mL−1 induced partial suppression growth and migration of cancer cells, while a 

concentration of 50 mg∙mL−1 resulted in complete inhibition of proliferation and migration of 

murine AT-84 cells. It was observed an increase in mbax, mMyc and mTrp53 genes expression 

for both Murine AT-84 cells and macrophages after exposure to Ag/TiO2 nanofibers. On the 

other hand, there was a reduction in the mBcl2 gene for both cell lines tested. The overall result 

indicated that Ag/TiO2 nanofibers could selectively inhibit the cellular mechanism of AT-84 by 

apoptosis with DNA damage and cell death. The antimicrobial and anticancer performance of 

Ag/TiO2 nanofibers is probably the result of its nanometric dimension, high surface reactivity, 

and the interaction between TiO2 and Ag. Electron transfer at the metal–semiconductor 

interface and reactive oxygen species production, in addition to the biological activity of 

released silver ions, confirm the potential for use as an agent in antimicrobial and anticancer 

therapy. 

 

 

Keywords: Solution blow spinning, nanofibers, silver, rutile, anticancer activity 
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1. Introduction 

  According to the World Health Organization, an increase in annual cancer cases from 

14 million in 2012 to 22 million by 2030 [1,2] is expected. Head and neck cancers are the sixth 

most common cancer in the world and are strongly associated with tobacco and alcohol 

consumption and/or infection with human papillomavirus (HPV). The treatment outcome for 

patients with head-neck squamous cell carcinoma (HNSCC), which represents more than 90% 

of cases, has not improved significantly over the past 30 years, with a five-year disease survival 

rate below 50% [3,4]. 

Nowadays, nanomaterials represent a promising field with a broad range of applications, 

including cancer therapy [5,6]. Efforts have been made to develop new anticancer agents, 

including the use of nanotechnology, since most of the interactions between biomaterials and 

cells occur at the nanoscale. In addition, nanostructures are capable of interacting with 

biomolecules on the cellular surface as well as being internalized and acting on organelles [7,8]. 

Metal-based nanoparticles have been used extensively in diverse biomedical 

applications and are considered promising materials for applications in drug/gene delivery, cell 

imaging, biosensing, antimicrobial agents, and cancer therapy. The main parameters that 

influence the biological activity of nanoparticles include their size, shape, surface area, and 

chemical composition [5,6,8,9].  

Silver nanoparticles (AgNPs) are known to constitute the most commonly used 

nanomaterials in healthcare and have significant biological properties, especially due to their 

antimicrobial activity, with a broad spectrum of action against gram-positive and gram-negative 

bacteria [10–19]. The primary biological effects include the generation of reactive radicals, 

which triggers oxidative stress, DNA damage, and apoptosis [20,21]. More recently, AgNPs 

have shown potential against tumor cells [1,5,8,9,20,22–25].  

However, Ag ionic or nanoforms rapidly bind to environment factors (such as Cl−) or 

aggregate and eventually become unavailable. In addition, evidence shows that AgNPs can 

accumulate and, in some cases, damage tissues such as the liver, lungs, and olfactory bulbs, or 

penetrate the blood-brain barrier [26]. Hence, the use of a carrier such as a ligand is 

recommended to stabilize nanosilver onto a solid support or carrier, aiming to ensure its 

biological effects, avoid inactivation, decrease aggregation, and prevent toxicity through its 

controlled release [17,27].  

Carrier structures include liposomes, polymers, hydrogels, inorganic NPs, and 

nanofibers [28,29]. Nanofibers present a high surface area, controllable architecture (porosity, 
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diameter), high drug loading capacity and encapsulation efficiency, and the possibility of 

simultaneous multiple drug delivery [29,30]. Among the nanofiber production techniques, 

solution blow spinning (SBS) has high fiber productivity as well as low cost and simplicity 

[31–34]. 

For nanocarrier design, titanium dioxide (TiO2) is a suitable choice, since it presents 

interesting biological properties, especially non-toxicity, chemical stability, and low cost [35–

38]. TiO2–Ag-based biomaterials exhibit a combination of titanium dioxide biocompatibility 

with the biological properties of silver [15,19,37,39,40]. In addition, the electronic, photoactive, 

and electrochemical properties of TiO2 have been extensively investigated [41–46]. In 

particular, the photocatalytic properties of TiO2 have an impact on its biological properties, 

such as antimicrobial [43,44] and anticancer activities [38]. However, limitations, which 

include a large band gap with excitation by ultraviolet light (λ < 388 nm) and fast electron-hole 

pair recombination, impair its overall performance [38,47,48]. 

Several strategies have been used to improve the photocatalytic properties of materials, 

including the combination of semiconductors and metal or metal oxide [49,50]. The combined 

use of TiO2 with Ag appears to be promising, since AgNPs can trap electrons in the conduction 

band, preventing the recombination of photoinduced electron-hole pairs, with improvement in 

the redox reaction on the TiO2 surface and enhancement of the antimicrobial and antitumor 

properties [35,38,42,43,51–54].  

This paper outlines the experimental procedure that has resulted, for the first time, in 

the production of nanosilver immobilized TiO2 fibers by the SBS technique. The 

microstructural and physical properties were investigated, and in vitro assays were performed 

to assess the antimicrobial and anticancer activities for future biomedical applications. 

2. Materials and methods 

2.1 Materials 

Titanium (IV) isopropoxide (TTIP), Ti(OCH(CH3)2)4 (CAS number 546-68-9, ≥ 97.0%, 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and silver nitrate, AgNO3 (CAS number 7761-88-8, 

≥ 99.0%, Sigma-Aldrich) were used, respectively, as Ti and Ag sources. Ethanol PA ACS (CAS 

number 64-17-5, 99.8%, Dinâmica Química Contemporânea, SP, Brazil) and N,N-

dimethylformamide PA ACS, DMF (CAS number 68-12-2, 99.8%, Química Moderna, SP, 

Brazil) were used as solvents, and poly(vinylpyrrolidone), PVP (CAS number 9003-39-8, 

Sigma-Aldrich, average MW of 1 300 000) was also used for solution preparation. 

2.2 Fibers Spinning 
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For the production of Ag/TiO2 fibers, two separate solutions were prepared. First, TTIP 

(12% v/v) and PVP (10% w/v) were subsequently dissolved in ethanol. In the second solution, 

silver nitrate (1.0 % wt. relative to Ti precursor) was dissolved in 1 mL of DMF. After complete 

dissolution of the precursors and PVP, the two solutions were mixed and the system was 

vigorously stirred at room temperature, as previously described [31]. The processing conditions 

for both fibers were: injection rate of 6.6 mL/h, air pressure of 344 kPa and a working distance 

of 600 mm. The fibers were collected and then calcined at 700 °C for 2 h. 

2.3 Fibers characterization 

The blow spun fiber morphology was characterized by scanning electron microscopy (SEM) 

(Quanta 250 FEG, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and transmission electron 

microscopy (TEM) (FEI Tecnai20, Oregon, USA). SEM surface samples were coated with gold 

using a K 550X Emitech sputter coater, and at least 100 randomly selected fibers were 

measured. TEM samples were prepared by wetting carbon-coated copper grids with a drop of 

the alcoholic colloidal suspensions, followed by air drying. One hundred silver particles were 

measured using TEM micrographs. Fiber and particle measurements were performed with 

ImageJ analysis software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The 

crystallographic structure of the resulting nanocomposites was visualized using an X-ray 

diffraction instrument (Rigaku Corp., Tokyo, Japan) with Cu Ka radiation ( = 1.540 Å). X-ray 

photoelectron spectroscopy (XPS, Thermo Scientific™ K-Alpha X-ray, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) was carried out to analyze the chemical status of the elements. 

XPS was performed with a monochromatic Al Ka X-ray source. Emission lines were calibrated 

with the C1s signal at 284.8 eV. The spectra were analyzed using mixed Gaussian–Lorentzian 

peak fitting with the processing software CasaXPS (v.2.3.19PR1.0; Casa Software Ltd., USA). 

The specific surface area (SSA), pore volume, and pore size were determined by N2 

adsorption/desorption isotherms (NOVA Station:A, Quantachrome Instruments, Boynton 

Beach, FL, USA). The SSA was calculated using the Brunauer–Emmett–Teller (BET) method 

and the pore volume and pore size were derived from the adsorption branches of the isotherms 

using the Barrett–Joyner–Halenda (BJH) method. For static contact angle (SCA) determination, 

a 5 μl droplet of deionized water was pipetted onto the surface of fiber mats (n = 3), and 

photographs were obtained using a tripod-mounted EOS REBEL T3i camera (Canon, Tokyo, 

Japan), with back-illumination. All measurements were performed at 25 °C and approximately 

53% humidity. The left and right angles at the liquid–solid–air interface were measured for each 

sample with ImageJ analysis software. The released contents of silver ions were analyzed after 
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24 h, 48 h, 72 h, and 240 h immersion of two concentrations of nanofibers (50 mg∙mL−1 and 5 

mg∙mL−1) in deionized water at 37 °C, using inductively coupled plasma (ICP) emission 

spectroscopy on an Optima 2000 instrument (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).  

 

2.4 In vitro antimicrobial activity 

The in vitro antimicrobial activity of blow spun fibers (n = 3) was determined as per the 

M02-A12 method for disk diffusion susceptibility testing of the Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI) [55]. Three bacteria strains from the American Type Culture 

Collection (ATCC®) were used for the antimicrobial study: gram-positive organisms 

Staphylococcus aureus (ATCC25923), Enterococcus faecalis (ATCC 14506), and gram-

negative organisms Escherichia coli (ATCC 25922). An aliquot of bacteria was reactivated in 

Mueller Hinton Broth (Merck & Co., Kenilworth, NJ, USA) and stored for 24 h in a 

bacteriological incubator at 37 °C. After this time, the turbidity of the inoculum was 

standardized to a 0.5 McFarland scale (~1.5 × 108 cells∙mL−1) in 0.85% sterile saline. The 

bacterial suspension was plated on dishes containing Mueller-Hinton agar (Merck & Co.). 

Ag/TiO2 disks (1mm thickness × 5mm diameter) were prepared in sterile molds and positioned 

over inoculated dishes. Paper disks were used as a negative control. Samples were stored for 

24 h in a bacteriological incubator at 37 °C. After this period, the plates were photographed and 

growth inhibition determined by measuring the inhibition halo (mm) formed around the disks 

(four measurements per sample), with ImageJ software. The means and standard deviations 

were calculated for each group. 

 

2.5 In vitro anticancer activity 

2.5.1 Cell culture 

Murine AT-84 oral squamous cells carcinoma and macrophages (ATCC RAW 264.7) 

were maintained at 1 × 106 cells∙mL−1 in RPMI medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Sera Laboratories 

International, Horsted Keynes, UK), 1% penicillin (10 000 UI∙mL−1 stock), and streptomycin 

(10 000 µg∙mL−1 stock) (Gibco, Langley, OK, USA) at 37 °C and 5% CO2 humidified 

atmosphere. 

2.5.2 Cytotoxicity assay 

AT-84 and RAW 264.7 were seeded in a six-well plate (1×103 cells/well) and incubated 

with different concentrations (5 mg∙mL−1 and 50 mg∙mL−1) of the Ag/TiO2 nanofibers. 
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Untreated cells were used as a control. The samples (n = 3) were placed in an incubator at 37 

°C and 5% CO2 for 72 h and 120 h (tumor cells)[56,57] and 24h (macrophages)[58,59]. After 

incubation, considering each time cut, the morphology of the cells was observed under an 

inverted microscope (EVOS FL, Thermo Fisher Scientific), and the phase-contrast images at 

200x magnification were captured. 

2.5.3 Migration assay 

The migration activity of murine AT-84 oral squamous cells carcinoma was performed 

in a six-well plate, observing the confluence pattern on the control (105 cells/well). The plates 

were washed with phosphate buffer solution (PBS), and a scratch was made on a uniform layer 

of cells using a sterile 200-µL micropipette tip. The cells were then washed with PBS to remove 

the cellular debris. RPMI medium was replenished. Cells were incubated at 37 °C and 5% CO2 

with different concentrations (5 mg∙mL−1 and 50 mg∙mL−1) of the Ag/TiO2 nanofibers for 48 h 

[60]. Phase-contrast images at 10x magnification were obtained (t = 0 and t = 48 h), using an 

inverted microscope (EVOS FL). The test was performed in triplicate. In each image, ten points 

per scratch were considered, and the scratch width average (µm) was measured. The percent 

migration was calculated using the following equation [61]: 

% Migration rate = 
𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑠𝑐𝑟𝑎𝑡𝑐ℎ (0ℎ)−𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑠𝑐𝑟𝑎𝑡𝑐ℎ (48ℎ)𝑎𝑣𝑒𝑟𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑒 𝑠𝑐𝑟𝑎𝑡𝑐ℎ (0ℎ) × 100 

 
2.5.4 Quantitative real time RT-PCR (qRT-PCR) 

cDNAs were synthesized from 1 μg of isolated RNA using Superscript II reverse 

transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and random primers (Invitrogen). Primer set 

sequences were chosen using Primer Express 3.0 software (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi), as displayed in Table 1. qRT-PCR amplification was 

conducted in a total volume of 20 µL, using Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) and quality controls as proposed by the MIQE 

guidelines [62]. The reactions were carried out in triplicate. GAPDH was the most stable control 

gene using the geNorm algorithm [62]. Fold differences in the relative gene expression were 

calculated using the Pfaffl model [63]. 

 

 

 

 

 

https://www.thermofisher.com/us/en/home.html
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Table 1. Primer sequences used for gene expression analysis 

ID Gene Sequence 

1 mTrp53 F: CCCCTGTCATCTTTTGTCCCT 

R: AGCTGGCAGAATAGCTTATTGAG 

2 mMyc F: ATGCCCCTCAACGTGAACTTC 

R: GTCGCAGATGAAATAGGGCTG 

3 mCasp8 F: TGCTTGGACTACATCCCACAC 

R: GTTGCAGTCTAGGAAGTTGACC 

4 mCasp9 F: GGCTGTTAAACCCCTAGACCA 

R: TGACGGGTCCAGCTTCACTA 

5 mBax F: AGACAGGGGCCTTTTTGCTAC 

R: AATTCGCCGGAGACACTCG 

6 mBcl2 F: GCTACCGTCGTGACTTCGC 

R: CCCCACCGAACTCAAAGAAGG 

7 mGapdh F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 

R: GGGGTCGTTGATGGCAACA 

 

2.6 Statistical analysis  

Data from the mean migration rate of cells from the in vitro scratch assay were analyzed 

using the Kruskal–Wallis test and the Mann–Whitney U test (α = 0.05). In vitro cytotoxicity 

and gene expression were analyzed using the Kruskal–Wallis test and Dunn’s Multiple 

Comparison Test (α = 0.05). Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics ver. 

20.  

3. Results and Discussion 

SEM micrographs before (Fig. 1a) and after heating process (Fig. 1c) show efficient 

nanofiber production by the SBS technique, indicating that the variables used during the 

process, such as polymer concentration, polymer injection rate, pressure, and Ag content, are 

suitable for the spinning process. The study of the nanomaterial morphology has great 

importance because characteristics such as diameter can directly modulate biological properties 

[64]. The mean diameter of Ag/TiO2 fibers was 494 ± 215 nm, ranging from 130 nm to 1152 

nm, and 279 ± 108 nm, ranging from 85 nm to 621 nm, before and after the heating process, 

respectively (Figs. 1b and d). The decrease in the diameter of the fibers is related to the removal 

of the organic substances and the formation of crystalline TiO2. This behavior corroborates 

previous studies [33,65]. Bead-free, cylindrical, and slightly rugged surface fibers revealed that 
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the Ag content was adequate, not altering or damaging the production and morphology of 

nanofibers. 

 

Figure 1. SEM images of Ag/TiO2 nanofibers (a) before and (c) after heating process and distribution of 

Ag/TiO2 fibers diameter (b) before and (d) after heating process.  

 

In the present study, PVP was chosen as a spinning agent. In the ceramic fiber 

production through the one-step SBS method, the polymer allows stable jet/fiber production 

and acts as a polymer matrix, while the alkoxide is hydrolyzed with the formation of the 

continuous gel network within the polymer matrix. After calcination, the organic part is 

decomposed while ceramic fibers are formed and condensed. Semicrystalline polymers such as 

PVP produce ordered structures, facilitating the kinetics of ceramic crystallization. Moreover, 

PVP presents two adsorption sites (N+ and O -) with a high adsorption capacity of titanium 

isopropoxide, increasing the contact between Ti atoms and favoring TiO2 crystallization 

[31,33].  
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TEM images show the TiO2 particles in detail with the presence of spherical AgNPs, 

having a mean particle size of 15 nm, uniformly attached to the nanofiber surface (Fig. 2a). All 

measured Ag NPs had a size less than 50 nm (Fig. 2b). The final characteristics of the NPs 

depend on processing variables such as Ag reduction, the presence of visible light during 

synthesis, the stirring speed, and thermal treatment [66]. Parameters such as shape and size 

affect the biological properties and functions of metal nanostructures [12,13,66]. AgNPs with 

different shapes interact similarly with E. coli, although an increased reactivity is attributed to 

triangular Ag nanoplates when compared with spherical and rod-shaped NPs, and with Ag+ (in 

the AgNO3 form). This difference can be explained regarding the percentage of active facets in 

different shapes [12]. 

Similarly, the size of AgNPs is critical for understanding its biological behavior, since 

it interferes with several biological processes, such as oxidative stress, DNA damage, 

mitochondrial dysfunction, cellular uptake, and permeabilization across biological barriers 

[13]. AgNPs of smaller size may exert significant cellular effects due to their increased surface-

to-volume ratio, associated with the faster silver ion release, in addition to better interaction 

with cellular proteins and organelles when compared to larger AgNPs. This relationship does 

not appear to be true for DNA damage, where the magnitude of effects does not seem to be 

related to AgNP size [13,14]. 
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Figure 2. (a) TEM images of Ag/TiO2 nanofibers, and (b) distribution of Ag particle diameters. Red arrows 

indicate Ag nanoparticles.  

The XRD patterns of Ag/TiO2 nanofibers show rutile as the only TiO2 crystalline phase 

(JCPDF card file no. 21-1276), which corroborates the previous result of this group [31] (Fig. 

3). It identified only a remarkable peak at a 2θ value of 38.1°, and an unobvious peak at a 2θ 

value of 77.5°, corresponding, respectively, to the (1 1 1) and (3 1 1) planes of Ag, which are 

in accordance with the values reported for face-centered cubic Ag nanocrystals (JCPDS 04-

783). Other characteristic peaks of Ag crystals (44.7° and 64.5°) were not identified, probably 

because of the nanodimensions of Ag crystallites (widening of the diffraction peaks), other than 

the overlap of the rutile peaks. 

 

Figure 3. XRD pattern of Ag/TiO2 nanofibers. 

 

XPS measurements were employed to identify the surface chemical state of Ag/TiO2 

nanofibers. The XPS survey spectrum confirmed the presence of peaks corresponding to Ti, O, 

Ag, and C elements (Fig. 4a). The presence of C1s corresponds to the presence of adventitious 

carbon [42,45,48]. Figure 4(b) shows the high-resolution XPS profiles of Ti 2p. It is observed 
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that the peaks at 458.6 eV and 464.3 eV correspond to binding energies of the oxidation states 

Ti4+ 2p3/2 and Ti4+ 2p1/2, respectively [41,42,45,48]. 

  Two individual peaks were observed in the Ag 3d spectrum (Fig. 4c) at 367.8 and 373.7 

eV, correlated with Ag 3d5/2 and Ag 3d3/2, respectively, suggesting the presence of Ag0 

[41,42,45,53]. The splitting of the 3d doublet (6 eV) indicates that Ag loading on the TiO2 

surface mainly exists as metallic Ag [41,54]. The shift in binding energy to the lower level 

when compared to bulk metallic silver (the 3d5/2 and Ag 3d3/2 peaks are centered at 368.3 eV 

and 374.3 eV, respectively) suggests a strong interaction between Ag and TiO2 with electron 

transfer from TiO2 to metallic Ag [41,54,67]. 

The high-resolution O1s scan (Fig. 4d) shows O1s spectra with three main peaks 

observed: 530.46 eV (OL), 531.93 eV (OH), and 533.12 eV (OD). OL is attributed to the Ti-O 

bond [41,44,68,69]. OH can be assigned to the oxygen atom involved in hydroxyl groups (H-O 

bond) [53,54,68] and the third peak (OD) is associated with adsorbed oxygen on the surface, 

hydroxyl groups, and surface oxygen vacancies [41,44,54].  

Thus, the presence of metallic Ag on the TiO2 surface enables efficient separation of the 

electron-hole pairs, possibly favoring oxidation processes on the TiO2 surface with the 

production of reactive oxygen species (ROS), including the superoxide ion (O2
-), hydroxyl 

radical (.OH), and hydrogen peroxide (H2O2) [43]. 
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Figure 4. XPS survey spectra of (a) Ag/TiO2 nanofibers, and XPS high-resolution spectra of (b) Ti2p, (c) 

Ag3d, and (d) O1s. 

Ag/TiO2 nanofibers exhibited a type IV isotherm, which characterizes materials as 

mesoporous, with hysteresis loop type H3 (Fig. 5). The characteristics of a Type IV isotherm 

results from surface coverage of the mesopore walls followed by pore filling. A hysteresis loop 

H3 is associated with plate-like particles with slit-shaped pores [70–72]. The SSA, average pore 

size, and total pore volume of the Ag/TiO2 nanofibers were 20.65 ± 3.1 m²g−1, 11.77 ± 0.4 nm, 

and 0.06 ± 0.006 cm3g−1, respectively. The surface area obtained was possibly related to the 

formation of the rutile phase, which requires higher firing temperatures, with the coalescence 

of the grains and reduction of micrometric pores [46].  
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Figure 5. N2 adsorption/desorption isotherms of Ag/TiO2 nanofibers. 

 

In the present study, Ag/TiO2 nanofibers have been characterized as being mesoporous 

due to the formation of pores with diameters between 2 nm and 50 nm. Efforts are committed 

to the development of porous materials able to interact with cells and molecules. The type and 

size of the pore material are characteristics that influence the type of interaction of this material 

with tissues. Macroporosity is an important property in the development of biomaterials in 

which cellular responses, such as attachment, differentiation, and cell growth are expected 

[73,74]. On the other hand, mesoporous materials have fundamental biomedical applications, 

such as drug storage and delivery, mainly due to their particular surface and textural properties, 

as well as stable mesostructure, tunable pore size, and the possibility of surface modifications 

for site-specific delivery [2,75–77]. 

The contact angle of a biomaterial is an important factor because the interaction between 

biomaterials may come in contact with biological fluids, depending on the wettability surface 

behavior of these materials, and it has been proven that an increased wettability plays a 

significant role in the improvement of cell–materials interactions [24,40]. 
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The contact angle of the nanofiber mats was 0° for Ag/TiO2, resulting in a 

superhydrophilic material (Fig. 6). This is probably a result of both the nanometric nature of 

the material, with high surface tension, and the effect of nanosilver on the wettability surface. 

In a previous study, Ti-Ag and Nb–Ag thin films presented a hydrophilic nature due to the water 

contact angle of 55.7° and 60.6° obtained for Ti–Ag and Nb–Ag coatings, respectively [39]. In 

another study [15], a polydopamine (PDA) coating with AgNPs on TiO2 nanotube arrays (Ag–

PDA–TiO2) and Ag nanoparticles prepared by ultraviolet irradiation on a TiO2 nanotube array 

[Ag–TiO2 (UV)] showed superhydrophilicity. On the other hand, the surface of PDA coating 

with AgNPs on a Ti surface (Ag–PDA–Ti) presented common hydrophilicity (58 ± 1)°, 

demonstrating that both types of coatings and nanostructure increase the wettability of the 

surface, while the effect of the nanostructure was much more significant [15].  

 

 

Figure 6. Water contact angle of Ag/TiO2 nanofibers. 

 

It is observed that the silver ion release is modulated by the concentration of nanofibers 

(Fig. 7), with concentrations close to 0.08 μg∙mL−1 and 0.18 μg∙mL−1, respectively. In addition, 

for both concentrations, the released Ag ions were slightly higher over time, despite remaining 

in a narrow range, which characterizes the material as a slow and prolonged release device. 
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This type of curve may be related to nanocomposites in which Ag is mostly deposited on the 

surface of the material [16,37], which corroborates with previous TEM images. 

Another important consideration for the nanofibers tested is their dose-dependent effect, 

with Ag release proportional to the concentration of nanofibers. This behavior allows the 

control of the Ag release rate and modulation of the biological response of the material. 

Therefore, a slow and controlled release of Ag ions is decisive, since high doses can trigger 

toxicity reactions in the body, and high exposure for long periods leads to the development of 

argyrosis and argyria [17].  

 

 

Figure 7. Silver ions released from 5 mg∙mL−1
 and 50 mg∙mL−1 of Ag/TiO2 nanofibers. 

 

Ag/TiO2 nanofibers have antimicrobial activity (Fig. 8). They are able to inhibit the 

growth of gram-positive and negative tested microorganisms, although smaller halos were 

found against the gram-negative microorganism E. coli. The mean inhibition halos (mm) found 

were 1.429 ± 0.17, 1.113 ± 0.01, and 0.540 ± 0.01 for S. aureus, E. faecalis, and E. coli, 

respectively. 
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Figure 8. In vitro antimicrobial activity of Ag/TiO2 nanofibers. 

The antibacterial effect of the Ag/TiO2 nanofibers can be attributed to the effect of the 

ROS produced in the cellular membrane of the microorganism due to interaction between TiO2 
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and Ag, as revealed in the XPS analysis, resulting in leakage of the intracellular components 

and cell death, as well as the germicidal action of the released silver ions [44]. 

Although the antibacterial mechanisms of Ag ions are not completely elucidated, it has 

been suggested that Ag can penetrate into bacteria and interact with nucleic acids and impair 

DNA replication, eventually leading to bacterial death [51]. It has also been reported that Ag 

ions could bind to proteins that can interfere with cell function and modify cell structure and 

permeability [18,19] as well as bind to electron donor groups in biological molecules containing 

sulfur, oxygen, or nitrogen [16]. 

Our results corroborate with previous studies that observed the antimicrobial potential 

of TiO2 nanofibers containing AgNPs (5–10 nm) against E. faecalis [78], E. coli, and S. aureus 

[79]. Moreover, zones of inhibition were clearer for S. aureus than for E. coli. The different 

effects on gram-positive and gram-negative bacteria can be explained by chemical and 

structural differences in the bacterial cell wall as well the differences in the growth rate between 

microorganisms, which would allow slow-growing bacteria to be less susceptible to the effect 

of metal ions [18]. 

Several studies demonstrate the association of malignancies with an altered composition 

of commensal microbiota. In addition, the possible role of microbiota in carcinogenesis through 

its metabolic capacity and influence on immune cells is also discussed [80–84].  

A previous study evaluated the blood and oral swab cultures of 40 oral cancer patients 

undergoing radiotherapy and found that the main microorganisms isolated were Staphylococcus 

aureus (23.2%) and Escherichia coli (15.62%) [84]. Besides that, Enterococcus faecalis may 

affect the etiology of oral cancers through interaction with host cells and production of free 

radicals, with increase EGFR (Epidermal growth factor receptor) activation, double-strand 

DNA breaks and chromosome instability [80,82]. 

In vitro cytotoxicity assay in oral cancer was exhibited after 72 h; the lowest 

concentration of nanofibers (5 mg∙mL−1) led to the partial suppression of cell growth, cell 

shrinkage, and restrictions on cells spreading patterns (Fig. 9a). After 120 h (Fig. 9d), it was 

possible to observe the growth of some tumor cells, but it was less pronounced when compared 

to the control. At a higher concentration of nanofibers (50 mg∙mL−1), the total suppression of 

cell growth in both evaluated periods was evident (Figs. 9b and d).  

A previous study reported that Ag-doped TiO2 NPs induced cytotoxicity in human liver 

cancer (HepG2) cells and that the main mechanisms involved were ROS generation and 

antioxidant depletion, with dose-dependent behavior proportional to the amount of Ag-doping 

in TiO2 NPs [38]. Furthermore, other studies describe the in vitro anticancer activity of Ag ions. 
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Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanofibers incorporated with AgNPs present anticancer 

activity on the human liver carcinoma cell line (Hep-G2) [22]. Ficus religiosa AgNPs decreased 

the cell viability in a time- and dose-dependent manner in different cancer cell lines, including 

A549 (human lung adenocarcinoma epithelial cells), HeLa (human cervical carcinoma cells), 

Hep2 (human epidermoid carcinoma cell line), COLO 205 (human colon cancer cells), and 

SHSY5Y (human neuroblastoma cells) [5]. AgNPs (4.7 nm and 42 nm) decreased the viability 

of two different tumor cell lines (hepatoma- Hep-G2 and leukemia-HL-60) in a dose-dependent 

manner. In addition, AgNPs with 4.7 nm showed significantly higher toxicity than particles 

with 42 nm in both cell lines used [9]. 

The primary mechanisms that can explain the anticancer activity of Ag include 

reduction of the mitochondrial function, generation of oxidative stress, and depletion of 

intracellular molecular antioxidants such as glutadhione [9]. Recently, Das et al. (2017) 

observed the action of AgNPs as cellular pro-oxidants. These authors showed that the 

generation of ROS appeared to be associated with the depletion of mitochondrial membrane 

potential (MMP) and cellular antioxidant levels [5]. Furthermore, oxidative stress and 

activation of intracellular caspase enzymes induced by ROS would probably be related to DNA 

damage [8,23,25]. 

The cytotoxicity was performed on AT-84 murine cells. Previous study showed that At-

84 model of oral cancer resembled corresponding human disease, with a similar natural history 

of the tumor and its response to surgical and chemotherapeutic treatment, making it a valuable 

model for the test of new therapies [85]. Besides that, macrophages cells (RAW 264.7) were 

also used, because the biological response to a biomaterial is related to the actions of immune 

cells in the surrounding tissue involved in the inflammation and wound healing phases. 

Macrophages are the predominant responsible cell type for directing the tissue reaction to the 

foreign material and activating in response to infection or the accumulation of damaged or dead 

cells [13,21]. 
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Figure 9. Morphology of murine AT-84 cells after 72-h incubation with (a) 5 mg∙mL−1 Ag/TiO2, (b) 50 

mg∙mL−1 Ag/TiO2, (c) untreated cells, and after 120-h incubation with (d) 5 mg∙mL−1 Ag/TiO2, (e) 50 

mg∙mL−1 Ag/TiO2, and (f) untreated cells. 

 

 

Fig. 10 shows the cytotoxicity assay for RAW 264.7 cells cultured for 24 h with 

Ag/TiO2 nanofibers. The lower concentration of Ag/TiO2 nanofibers (5 mg∙mL−1) showed 

behavior similar to that of the control group, with cell viability greater than 60% of the total 

cells. On the other hand, the higher concentration (50 mg∙mL−1) caused a significant decrease 

in cell viability compared to untreated cells, with a reduction of over 50% in cell viability. A 
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previous study demonstrated that the cytotoxicity of Ag NPs was dependent on various factors, 

such as cell type, and the authors concluded that lung epithelial cells were more resistant to the 

AgNPs than the macrophages [21]. 

 

Figure 10. Cytotoxicity assay for macrophage cells (RAW 264.7) cultured for 24 h with Ag/TiO2-5 (5 

mg∙mL−1) and Ag/TiO2-50 (50 mg∙mL−1) nanofibers. * Means followed by different lowercase letters in each 

column indicate significant differences using the Kruskal–Wallis test and Dunn’s Multiple Comparison Test 
(p< 0.05). 

 

In our study, AT-84 cells in contact with Ag/TiO2 nanofibers during a 48-h period 

showed less motility and migration capacity compared with the untreated cells (Fig. 11, Table 

2). It is noted that both concentrations of nanofibers (5 mg∙mL−1 and 50 mg∙mL−1) were able to 

significantly inhibit further migration of cells compared to untreated cells. However, the highest 

concentration was able to completely inhibit cell migration.  

In general, the highest concentration of nanofibers (50 mg∙mL−1) presented a high 

suppression capacity of tumor cells, but with a significant deleterious effect on RAW 264.7 

cells. On the other hand, the lower concentration (5 mg∙mL−1) demonstrated a more discrete 

antitumor capacity compared to the higher concentration of nanofibers and low toxicity to RAW 

264.7 cells. The results confirm the dose-dependent behavior of Ag/TiO2 nanofibers and further 

investigation of intermediate nanofiber concentrations appears to be suitable to optimize the 

therapeutic effect with less toxicity to non-tumor cells. 
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Figure 11. Migration of murine AT-84 cells after (a) 0 h in contact with 5 mg∙mL−1 Ag/TiO2, (b) 48 h in 

contact with 5 mg∙mL−1 Ag/TiO2, (c) 0 h in contact with 50 mg∙mL−1 Ag/TiO2, (d) 48 h in contact with 50 

mg∙mL−1 Ag/TiO2, (e) 0 h untreated cells, and (f) 48 h untreated cells. 
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Table 2. Migration rate of Murine AT-84 cells after 48h 

Sample 

 

Scratch width (μm) 
Migration rate 

of cells after 48h 

(%)* 0 h 48 h 

Control 547.51±13.83  59.84±56.64  89.07 a 

Ag/TiO2-5mg 615.12±27.00  479.89±36.06  21.94 b 

Ag/TiO2-50mg 601.31±36.01  1032.96±0.00  0.0 c 

* Means followed by different lowercase letters indicates significant differences using the Kruskal-Wallis and 

Mann-Whitney U tests (p<0.05). 

 

Expression levels of some apoptotic-related genes were investigated to clarify the 

molecular mechanism of Ag/TiO2 nanofibers (Fig. 12). Our results show an increase in mbax, 

mMyc, and mTrp53 genes expression for both murine AT-84 cells and macrophages after 

exposure to Ag/TiO2 nanofibers. On the other hand, there was a reduction in the mBcl2 gene 

for both cell lines tested. mCasp 8 had increased expression in macrophages, but the same did 

not occur in murine AT-84 cells, while an increase in mCasp 9 expression was not observed, 

but a more significant expression was found in the higher concentrations of Ag/TiO2 nanofibers 

tested. 

Apoptosis is a known mechanism of programmed cell death involving the elimination 

of cells in which cellular DNA is damaged [38]. Apoptotic regulation could be related to the 

combined activity of Bcl-2 and Bax genes. Reduction of anti-apoptotic Bcl-2 expression and an 

increase of pro-apoptotic Bax expression could trigger the mitochondrial pathway of cell death 

induced by the AgNPs. In addition, increased Bax expression as well as suppression of BCL-2 

expression could result from increased expression of Myc and p53 genes [8,23,25]. Previous 

studies have observed the apoptotic activity of AgNPs [8,23,25].  
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Figure 12. Gene expression in macrophages (RAW 264.7) and murine AT-84 cells after 48 h. Different 

asterisk in each column indicates significant differences in gene expression using the Kruskal–Wallis test 

and Dunn’s Multiple Comparison Test (p< 0.05). 

Activation of caspase 9 would be expected [8,25], but in the present study, it was not 

observed. The increase would probably be observed in a longer time period of evaluation. 

Despite this, higher values were obtained in the higher concentration of Ag/TiO2 nanofibers, 
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confirming their apoptotic potential. Finally, Ag/TiO2 nanofibers also showed some selectivity 

regarding cell types. In general, higher expressions of the pro-apoptotic genes and greater anti-

apoptotic gene suppression were observed in tumor cells (AT-84). 

In the present study, the antimicrobial and anticancer activities of Ag/TiO2 nanofibers 

were investigated. Cancer patients usually exhibit immunocompromising due to multiple 

factors, such as chemotherapy, radiation therapy, normal leukocyte function impairment, or 

corticosteroid use, with high susceptibility to infection, especially bacterial and fungal infection 

[84]. Additionally, some studies discuss a possible relationship between the oral microbiome 

and oral cancer [86–88]. In the oral cavity, there are more than 700 microbial species, some of 

which could be related to deregulation of signaling pathways, including interference in 

programmed cell death or apoptosis in epithelial cells [86,87]. 

Our results suggest that the high performance of Ag/TiO2 nanofibers is probably a result 

of the nanometric dimension associated with an improved surface area, superhydrophilic nature, 

and high surface reactivity, as well as the atomic interaction between TiO2 and Ag. This last 

feature can be explained by the combination of TiO2, a semiconductor, and Ag, which generates 

an electron transfer at the metal–semiconductor interface, with subsequent superoxide, 

hydrogen ions (H+), and/or OOH/radicals formation by electron-hole reactions [35]. This 

property could potentiate Ag ion effects on cells, such as protein inactivation and apoptosis. 

Another important aspect is the dose-dependent effect of the material, which would allow its 

use with efficacy and minor side effects. Ag/TiO2 nanofibers may have potential use as a topical 

agent in combination with other systemic therapies, to ensure increased efficiency in the 

elimination of cancer cells and to avoid possible bacterial contamination at tumor wounds. 

 

4. Conclusions 

Mesoporous and superhydrophilic TiO2 nanofibers with AgNPs (average size 15 nm) 

immobilized on the surface were successfully synthesized based on a one-step process using 

the SBS technique. The produced material showed antimicrobial activity against 

microorganisms such as S. aureus, E. faecalis, and E. coli. The release of Ag ions from two 

different Ag/TiO2 nanofibers (5 and 50 mg∙mL−1) was close to 0.08 μg∙mL−1 and 0.18 μg∙mL−1, 

respectively. The highest concentration completely inhibited the proliferation and migration of 

oral cancer cells. The high surface reactivity, the atomic interaction between TiO2 and Ag 

associated with the release of Ag ions are probably the main mechanisms contributing to the 
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high performance of the produced nanofibers. The observed biological effects demonstrate the 

potential of Ag/TiO2 nanofibers for use in antimicrobial and anticancer therapy. 
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