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NANOTOXICOLOGY OF SILVER NANOPARTICLES: TOXICITY IN ANINALS AND HUMANS. Silver nanoparticles
(AgNPs) have important antimicrobial activity. These nanoparticles are present in several commercial products, leading to human
and environmental exposure. This review presents a critical view of the toxic effects of Ag NPs on in vitro and in vivo biological

models. It is noteworthy that the toxicity of AgNPs is dependent on several parameters, such as the preparation mode of the colloidal

suspension of the nanoparticles, their state of aggregation, the chemical nature of the nanoparticles, surface size, morphology, dose,
cell type, nature of the living organism, among others. In general, low concentrations of AgNPs do not present significant toxicity
in in vitro and in vivo assays, however with the increase of the concentration of AgNPs there is a significant increase of nanoparticle
toxicity and its accumulation in diverse tissues/organs. It should be emphasized that in living organisms, exposure routes should be
taken into account, such as ingestion and inhalation. At high concentrations, inhalation or ingestion of AgNPs can cause adverse

effects and even lead to human death. In this context, the importance of further studies of the toxicity of AgNPs in several in vitro

and in vivo models is emphasized.
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INTRODUCAO

A nanotoxicologia ¢ um ramo da toxicologia dedicado ao estudo
dos efeitos toxicolégicos de nanomateriais em diferentes sistemas
bioldgicos, incluindo células, tecidos e organismos vivos.! Uma
década de pesquisa envolvendo a nanotoxicologia tem mostrado que
as interagdes entre os nanomateriais com células, animais, seres hu-
manos e meio ambiente sdo extremamente complexas.? Atualmente,
os pesquisadores ainda estio tentando entender, em detalhes, como
as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas dos nanomateriais
podem influenciar essas interagdes, e assim determinar o impacto
final dos nanomateriais na satide e no meio ambiente.’ Toxinas sdo
compostos quimicos naturais ou sintéticos capazes de causar efeitos
adversos ou danos (toxicidade) nos sistemas bioldgicos. Entretanto,
esses efeitos sdo dependentes da dose. Em geral, a dose € definida
como a massa de um composto quimico por unidade de peso corpo-
ral (g/kg de peso corporal).* As propriedades morfoldgicas e fisico-
-quimica dos nanomateriais causam grande impacto na interagdo
do nanomaterial com as células, em meio bioldgico, e dessa forma
impactam sua toxicidade. Entretanto, apesar da nanotoxicologia
estudar os efeitos toxicos de nanomateriais, os efeitos de tamanho
dos materiais s3o importantes ao compard-los com materiais em
escala microscopica ou macroscépica. Logo, o conceito de dose
para nanotoxicologia se baseia em diferentes parametros, como:
tamanho da particula e sua drea superficial, morfologia, compo-
si¢do, quimica da superficie, estado de aglomeragdo/agregacdo,
etc.*> De fato, todos estes parimetros influenciam criticamente na
determinacdo da dose das nanoparticulas e, consequentemente, na
avaliac@o precisa da sua toxicidade. Singh et al.* resumiram esses
conceitos na emergente drea da nanotoxicologia. Contudo, deve-se
ter em mente que humanos sdo animais, portanto, prote¢do contra a
toxicidade de agentes externos e determinacéo de valores maximos
de exposi¢do seriam impossiveis de serem determinados sem a
possibilidade de estudar seus efeitos sobre animais de laboratdrio.

*e-mail: nelsonduran1942 @ gmail.com

Existem ja algumas estratégias para estudos de interagdo de nano-
particulas e sistemas bioldgicos.®

Nas proximas sessdes desse trabalho, serdo demonstrados os
conceitos aplicados a nanotoxicologia considerando algumas das
nanoparticulas mais estudadas nos tltimos anos e utilizadas comer-
cialmente: as nanoparticulas de prata (NPs de Ag).

O que s3o nanoparticulasde prata (NPs de Ag)?

Existem vdrias defini¢des segundo as agéncias envolvidas com
nanotecnologia e nanoparticulas. A recomendacao atual (desde
2016) para definir um nanomaterial, de acordo com a Comunidade
Européia é: “um material natural, incidental ou manufaturado con-
tendo particulas, em estado ndo agregado ou agregado, no qual 50%
ou mais das particulas na distribuicio de tamanho numérico, uma
ou mais dimensdes externas estiverem na faixa de tamanho 1 nm -
100 nm” (http://ec.europa.eu/environment/chemicals/nanotech/faq/
definition_en.htm).

As NPs de Ag sdo um dos nanomateriais mais estudados atu-
almente. Sdo as nanoparticulas mais utilizadas do ponto de vista
industrial e comercial gragas as suas propriedades caracteristicas,
como estabilidade quimica, maleabilidade, flexibilidade, elevada con-
dutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, relativo baixo custo
de produc@o e principalmente potente acio antimicrobiana frente a
bactérias, virus, fungos e protozodrios. Dessa forma, as NPs de Ag
sdo amplamente utilizadas em vdrias aplicagcdes como agentes anti-
bacterianos, antiflingicos, antivirais, anti-inflamatdrios, antitumorais,
regeneradores, biossensores e catalisadores. Elas estdo presentes em
produtos na industria de alimentos, téxtil, perfumaria, farmacéutica,
agricola, higiene, produtos de limpeza, tintas, eletroeletronicos, entre
outras.”!"Possuem uma ampla aplicabilidade, como por exemplo, em
medicina, cosmetologia, no recobrimento de dispositivos médicos,
na confec¢@o de nanogéis, nanologdes, na preparacio de materiais
para recobrimento de lesdes cuténeas.'!"!*
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Importancia das NPs de Ag na pesquisa e no mercado

Ao se realizar uma busca em plataformas de busca de artigos
cientificos, como o Web of Science - ISI, pode-se encontrar nume-
rosas citagdes em fungio de vérios pardmetros. A Figura 1A mostra
as referéncias obtidas utilizando-se como palavras chaves na busca:
“silver nanoparticles” e “toxicology” (6962 citacdes). A Figura 1B
mostra que usando as palavras “AgNPs” e “nanotoxicology” na busca,
aparece um valor de 9359 citagdes.

A Figura 2 apresenta uma tendéncia do Mercado Global baseado
uso de NPs de Ag em aplicagdes eletroeletronicas, na drea da sadde,
das inddstrias de alimentos, bebidas e téxtil. O mercado global de NPs
de Ag foi analisado desde 2012 com perspectivas até 2022, destacando
a utilizacdo em toneladas dessas nanoparticulas. (Publicado: Maio
2015, ISBN Code: 978-1-68038-413-0 (http://www.grandviewrese-
arch.com/industry-analysis/silver-nanoparticles-market) (Figura 2).
Uma andlise importante foi realizada pela “Scientific Committee on
Emerging and Newly Identified Health Risks” (SCENIHR) mostrando
que as NPs de Ag sdo utilizadas em aproximadamente 243 produtos
comerciais.'®

Em vista do numeroso uso das AgNPs (Figura 2), a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), recentemente, comecgou
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a exigir que os fabricantes de NPs de Ag registrem seus produtos,
indicando que as nanoparticulas podem trazer riscos diferentes do
que a prata regular (ndo nanométrica). Entretanto, existem alguns
questionamentos a respeito deste ponto. Os clientes, por sua vez,
muitas vezes ndo podem verificar se os produtos contém prata de
tamanho nanométrico, ja que nao ha obrigacdo de se informar no
rétulo do produto a presenca de nanomaterais. A Franca foi um
dos primeiros pafses a exigir este tipo de notificagdo nas bulas de
cosméticos.’ A Figura 3A mostra o aumento do niimero de produtos
comerciais com nanomateriais no periodo de 2005-2013, enquanto
que a Figura 3B mostra a porcentagem de produtos associados a um
especifico material no ano de 2013.

E possivel observar que no ano de 2013 mais de 50% dos
nanomateriais produzidos foram baseados em NPs de Ag. Outras
predi¢des baseadas nos conhecimentos do mercado relatam que a
comercializacdo de produtos contendo NPs de Ag poderia chegar a
movimentar 1.9 bilhdes de délares em 2020. Isto significaria uma
expansio a uma velocidade de crescimento anual (Compound Annual
Growth Rate—CAGR) de 15.4% entre 2014 e 2020. (http://www.
transparencymarketresearch.-com/pressrelease/global-nanosilver-
-market.htm). Assim, as informagdes e proje¢des na producio e
aplicag¢@o de NPs de Ag sdo enormes, e isso indica o quao importante

1soo=(B)
31soo—
0 1400 —
O
© 1300 -
2
S 120 -
g_noo-
] o
3§ 1000
e 900
gsoo—
‘S 700
2
600 —
2828838858333 084232353
L R=-E=-E-E-E-E=-E-E-E=-E-E-E-E-E-EE-E-E=-E-]
HANANNNNNNNNNNNNNNNANANAN
Anos

Figura 1. Resultados da busca de trabalhos na plataforma Web of Science, usando como palavras chaves “silver nanoparticles” e “toxicology” (A) e resultados

da busca de trabalhos usando como palavras chaves “AgNPs” e “nanotoxicology” (B). Data da busca: 12 junho de 2018
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Figura 2. Mercado e produgdo em toneladas de NPs de Ag. (Fonte: https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/silver-nanoparticles-market, acessado

em 24 de maio de 2018)
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Figura 3. Mercado e produgdo em toneladas de NPs de Ag. (A): o aumento do niimero de produtos comerciais com nanomateriais no periodo de 2005-2013.

(B): Porcentagem de elementos quimicos associados a produtos comerciais no ano de 2013. http://ec.europa.eu/health/scientific_committees/consultations/

public_consultations/scenihr_consultation_17_en.htm. (Fonte: The Project on Emerging Nanotechnologies)'

sdo os aspectos de segurancga e avaliacdo dos seus riscos para satde
humana e ambiental.’®*

ROTAS DE SINTESE DE NPs DE Ag

Embora existam diversificados métodos de produgdo de NPs de
Ag, duas rotas sdo as mais utilizadas: a sintese por redugio quimica
(tradicionalmente empregada) e a sintese biogénica ou bioldgica,
desenvolvida mais recentemente devido a sua rapidez, simplicidade
e sustentabilidade.?' Ambas as rotas sdo baseadas na reducéo de fons
prata (Ag*) a Ag’, formando as NPs de Ag.

Narota quimica de preparacdo de NPs de Ag, os agentes redutores
de Ag* mais utilizados sdo o citrato de sédio e borohidreto de sédio
(Figura 4A).” Além disso, a sintese quimica também apresenta ver-
satilidade e outros agentes redutores utilizados sio o poli (dlcoolvini-
lico) (PVA) e poli (etilenoglicol) (PEG), polimeros biocompativeis
que também atuam como agente estabilizantes.!'** Em geral, a sin-
tese quimica forma NPs de Ag com consideravel reprodutibilidade,
permitindo o controle do tamanho e dispersdo das nanoparticulas,
controlando os parametros experimentais. Destaca-se que a sintese
quimica permite o maior controle do tamanho das NPs obtidas. As
sinteses quimicas apresentam versatilidade e algumas rotas podem
empregar meio aquoso, auséncia de reagentes toxicos e condi¢Oes
experimentais brandas. Entretanto, em algumas rotas sintéticas qui-
micas empregam-se reagentes toxicos, podendo gerar sub-produtos
téxicos, alguns protocolos requerem a presenga de atmosfera inerte
ou controle da temperatura. Além disso, a apds a sintese das NPs de
Ag pela rota quimica, a superficie das mesmas deve ser recoberta a
fim de evitar a oxidacdo as nanoparticulas e sua aglomeragao.

Alternativamente, a rota biogénica vem ganhando consideravel
importancia nos dltimos anos (Figura 4B).>*?" Trata-se de uma op¢ao
economicamente e ecologicamente vidvel para a produgdo de nano-
particulas metdlicas, incluindo as NPs de Ag. A sintese biogénica é
considerada simples, de baixo custo, sustentdvel e pode ser realizada
sob temperatura e pressdo ambientes, sem uso de agentes estabilizan-
tes externos.'**? As desvantagens da sintese biogénica podem ser
elencadas como a maior dificuldade de escalonamento e rendimento
das nanoparticulas e, portanto, mais estudos sdo necessdrios para o
seu desenvolvimento. A sintese biogénica € realizada por extratos
vegetais, fungos, bactérias, algas e leveduras.*® Destaca-se que na
sintese biogénica o agente redutor também € responsavel pelo re-
vestimento da superficie da nanoparticulas obtidas, aumentando sua
estabilidade e evitando sua aglomeragao.

A Figura 4 representa esquematicamente a sintese quimica (A) e
biogénica (B) de NPs de Ag. Na sintese quimica, a redu¢@o dos fons

Ag* foi realizada pelo borohidreto de s6dio (NaBH,). Na Figura 4B a
redugdo dos fons Ag* ocorre a partir de redutases presentes no extrato
do fungo Fusarium oxysporum e transferéncia de elétron. Ressalta-
se que na sintese biogénica de nanoparticulas, os agentes bioldgicos
responsdveis pela redu¢do dos fons agem também como agentes
pacificadores das nanoparticulas metalicas obtidas, aumentando a
estabilidade da suspensdo coloidal de nanoparticulas, evitando a
oxidacdo e aglomeracdo das particulas. Além disso, a presenca desses
agentes bioldgicos na superficie das nanoparticulas obtidas também
pode oferecer alguma funcionalidade a nanoparticula.’'*> Em relagao
a sintese de NPs de Ag, recentemente varios trabalhos importantes
foram publicados.®**-*¥ Contudo, € importante destacar que as NPs
de Ag produzidas por diferentes métodos apresentaram diferentes
caracteristicas fisico-quimicas e morfoldgicas e, portanto, diferentes
interacdes no meio biolégico resultando em diferentes toxicidades.

PARAMETROS IMPORTANTES QUE INFLUENCIAM A
TOXICIDADE DAS NPs DE Ag

Cada nanoparticula (incluindo-se outras nanoparticulas além
das NPs de Ag) € tnica, em funcdo da sua rota de preparagdo, tama-
nho, estado de agregacio, estabilidade em meio biolégico, natureza
quimica do revestimento, carga superficial, etc. Destaca-se que tal
variabilidade no processo de sintese de nanoparticulas, incluindo as
NPs de Ag, poderia ser um problema para o uso comercial das mes-
mas. O controle nos parametros de sintese de NPs de Ag € necessdrio
para garantir a reprodutibilidade de sua produgdo. Nesse sentido, nesta
se¢do serdo abordados alguns fatores importantes que influenciam a
toxicidade das NPs de Ag em células de humanos e animais.

Preparacao da suspensiao

Park er al.* avaliaram a toxicidade de uma suspensdo comercial
de NPs de Ag recobertas com citrato de sédio, preparada a partir
de diferentes métodos. Os resultados mostram que a suspensdo
fracionada (agitada e sedimentada) foi menos téxica para o orga-
nismo aquético modelo Daphnia (13,8 pg L''), em comparagdo com
a suspensdo coloidal (6.1 pg L) sem tratamento algum, sugerindo
que o método de preparagdo da suspensdo de NPs de Ag foi um fator
critico na determinagdo da toxicidade das nanoparticulas (Tabela 1).

Entretanto, as diferencas de toxicidade causadas pela suspensdao
de NPs de Ag ndo foram observadas em peixe (Oryzias latipes).
Andlises de microscopia eletronica de transmissdo (TEM) mostra-
ram que no caso da Daphnia, a suspensdo coloidal € mais téxica
que a fracionada. Esse resultado pode ser explicado devido & maior
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Figura 4. Sintese quimica (A) e biogénica de NPs de Ag (B) (modificado a partir das referéncias 22, com permissdo da American Chemical Society, e 26, artigo

de acesso livre distribuido sob os termos da Creative Commons Attribution License: http://creativecommons.org/licenses/by/2.0)

Tabela 1. Pardmetros de toxicidades de suspensdo de NPs de Ag comercial,
preparada por diferentes métodos, em Daphnia magna e Oryzias latipes

Daphnia magna Oryzias latipes

Tipo da amostra Total Ag ECs, Total Ag LCs,
(C195%, ng/L) (C195%, ng/L)
AgNPs fracionada 13,8 ng/L (13,3-14,0) 64,7 ug/L (%)

AgNPs coloidal
AgNO;

6,1 pg/L (5,6-6,5)
2,1 ng/L (2,1-2,1)

76,0 pg/L (55,0-99,0)
493 pg/L (43,9-55,3)

“Nao aplicdvel.

agregacdo que se observa na suspensdo coloidal em relagdo a suspen-
sdo fracionada. No caso da Daphinia, a toxicidade das suspensdes
de NPs de Ag foi menor em comparacio a toxicidade dos fons Ag*
(nitrato de prata (AgNO;). As NPs de Ag possam liberar fons Ag*,
o que geraria toxicidade. Os resultados apresentados na Tabela 1
mostram que o método utilizado para preparar a suspensao de AgNPs
pode afetar a toxicidade das nanoparticulas. Além disso, a Tabela 1
também mostra que as mesmas suspensdes de nanoparticulas, pre-
paradas pelos métodos iguais, podem causar diferentes toxicidades
em diferentes organismos.*

Ressalta-se que o impacto do envelhecimento das suspensdes
coloidais de nanoparticulas na toxicidade das mesmas ainda € pouco
investigado devido a falta de metodologias adequadas. Entretanto,
recentemente, um estudo demonstrou este efeito na toxicidade aguda
de nanoparticulas em matrizes reais e complexas, que provavelmente
estd associado a dissolugdo da amostra.*

Quimica de superficie das nanoparticulas

Considerando que a interagdo de NPs de Ag com o meio bio-
16gico, por exemplo, uma bactéria, ocorre por interagio direta da
nanoparticulas com a entidade bioldgica, a quimica de superficie
do nanomaterial € de grande importincia para a agdo bioldgica da
nanoparticula. Dessa forma, a natureza quimica do revestimento da
superficie da nanoparticulas terd uma interagdo direta com a bactéria,
ou outro microorganismo, desempenhando um papel importante na

toxicidade da NP de Ag. Nesse sentido, estudos mostram como o
revestimento da superficie de NPs de Ag pode atuar de forma diferente
na toxicidade de NPs de Ag.'®3 A natureza quimica do revestimento
da superficie de NPs de Ag pode impactar significativamente sua
toxicidade. A fim de avaliar esse parametro, foi realizado um estudo
de exposi¢do oral por 28 dias em ratos expostos a NPs de Ag (tama-
nho < 20 nm), NPs de Ag recobertas com polivinil pirrolidona (PVP)
(NPs de Ag-PVP) (tamanho < 15) ([Ag]=90 mg kg’ peso do rato) e
AgNO; ([Ag]=9 mg kg'! de peso do rato), em uma solugéo tnica.*!
Ap6s dissecacdo dos animais foi encontrada prata em todos os 6rgaos,
destacando-se altas quantidades no figado e bago. A concentracio
da prata nos 6rgdos correlacionou-se com a quantidade de Ag*na
suspensdo de NPs de Ag, indicando que principalmente Ag*, e uma
menor extensdo NPs de Ag, passou ao intestino do rato exposto. Em
todos os grupos estudados, a prata foi removida da maioria dos 6rgaos
apo6s 8 semanas apds a dosagem. Entretanto, apds esse periodo, ainda
houve a presencga de prata no cérebro e dos testiculos dos animais,
em todos os grupos tratados. Todos os biomarcadores ndo relevaram
hepatotoxicidade ou imunotoxicidade devido a exposi¢do a prata.
Portanto, a exposi¢do oral dos animais a NPs de Ag parece ser muito
similar & exposicdo com fons Ag*. Entretanto, a longa permanéncia
da prata no cérebro e testiculos dos animais deve ser considerada na
avaliac@o de potencial risco das NPs de Ag.*!

NPs de Ag sdo responsdveis por diminuir as atividades das en-
zimas antioxidantes e desequilibrar o estado oxidativo nas células,
entretanto, a funcionalizac@o da superficie dessas nanoparticulas com
albumina do soro bovino (BSA) e polietileno glicol (PEG) ajuda a
proteger o efeito adverso de NPs de Ag nas células, indicando que a
modificacio da superficie das nanoparticulas € fator importante na sua
toxicidade.* Ressalta-se que outro aspecto relevante na modifica¢do
da superficie das NPs de Ag em meio biolégico sdo as proteinas co-
rona, que podem mudar completamente sua a atividade e toxicidade
das nanoparticulas.®

Tamanho da nanoparticula

A toxicidade de nanoparticulas pode ser afetada pelo tamanho
de nanoparticulas. Por exemplo, de maneira geral, reporta-se que
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nanoparticulas menores apresentam uma tendéncia a maior habilidade
de penetracdo celular e consequentemente, efeitos de toxicidade.
Apesar de haver excecdes, nanoparticulas menores tendem a ser mais
téxicas em func¢@o da maior drea superficial, promovendo uma maior
drea de contato e interag@o entre a nanoparticulas e a entidade bio-
l6gica, como por exemplo, uma bactéria. Ressalta-se que o tamanho
da nanoparticula ndo € o dnico fator que caracteriza a toxicidade da
nanoparticula.'®*¢ A toxicidade em funcao do tamanho das NPs de Ag
foi avaliada em camundongos tratados com diferentes tamanhos de
nanoparticulas, numa dose tnica de 1 mg kg™! por 14 dias por admi-
nistragdo oral.** As NPs de Ag de menores tamanhos que foram estu-
dadas (22-71 nm) foram encontradas em diferentes 6rgaos incluindo
cérebro, pulmaio, figado, rins e testiculos, entretanto, as nanoparticulas
de tamanho maiores (323 nm) ndo foram detectadas nos tecidos. Os
niveis de marcadores bioquimicos aumentaram significativamente no
soro dos animais tratados com as nanoparticulas menores, entretanto,
0 mesmo nao foi observado para as nanoparticulas maiores. Em expe-
rimentos usando doses repetidas de NPs de Ag (tamanho médio de 42
nm), durante 28 dias, em diferentes doses, foram observados efeitos
adversos sobre o figado e rins somente na dose alta (1,00 mg kg™).
Baseado nestes resultados, sugere-se que a administra¢do oral repetida
de NPs de Ag pode causar hepatotoxicidade e resposta inflamatéria
em camundongos. Além disso, nanoparticulas menores tendem a ser
mais toxicas e a se concentrar em diversos 6rgaos/tecidos.

Liu e coautores avaliaram os efeitos citotoxicos de NPs de Ag
comercias de diferentes tamanhos (5 nm, 20 nm e 50 nm) recobertas
com PVP frente a diferentes linhagens de células humanas, a saber:
A549, SGC-7901, HepG2 e MCF-7. Os autores observaram maiores
efeitos citotéxicos com as nanoparticulas menores, ou seja, de 5 nm,
em comparagdo com as nanoparticulas maiores (20 nm e 50 nm). Além
disso, houve uma maior internalizagdo das nanoparticulas menores.

Quim. Nova

Esses resultados indicam a relaciio entre tamanho e toxicidade das
nanoparticulas, para nanoparticulas com um mesmo revestimento.*

No entanto, recentemente, um estudo usando como modelo o
mexilhdo Mytilus galloprovincialis destacou que nio s6 o tamanho
da nanoparticula € importante para impactar sua toxicidade, como
também os diferentes mecanismos de internalizacdo das mesmas
poderiam ser fatores-chaves que afetam o potencial do nanomaterial
no meio para induzir a imunomodulagio.*

Morfologia da nanoparticula

Tak et al. sintetizaram NPs de Ag com diferentes morfologias,
a partir de uma solugdo de borohidreto de sédio (agente redutor) na
presenca de citrato de s6dio, como agente estabilizador.*® Os autores
obtiveram nanoparticulas com morfologias triangulares, esféricas e de
bastdes (Figura 5). As nanoparticulas em forma de bastdes apresen-
taram um tamanho de 50 nm de comprimento e 20 nm de diametro,
enquanto que as nanoparticulas esféricas apresentaram um tamanho
médio de 50 nm e as nanoparticulas triangulares apresentaram uma
espessura equilateral de 2 nm e um comprimento de 2 nm. Foram
realizados ensaios in vivo em ratos SKH-1. Apds 5 dias, foi retirado
sangue do coragdo do animal, que foi analisado por ICP-MS para
quantificagio de prata. Observou-se que houve uma maior permeagao
de NPs de Ag com na forma de varas (105,57 + 5,43 ng mL"), com-
parados com uma permeagdo de 50 2,50 ng mL"' € 39,29 + 1,96 ng
mL"! de nanoparticulas esféricas e triangulares, respectivamente. Os
autores explicam que o tempo de exposicdo (5 dias) pode ter forne-
cido tempo suficiente para que as NPs de Ag penetrem lentamente o
stratum corneum, epiderme e as camadas da derme.* Além disso, a
interagdo das NPs de Ag com as bactérias € dependente da morfologia
das NPs. De fato, NPs de Ag na forma triangular, as quais apresentam

Figura 5. Imagens de microscopia eletronica de transmissdo de NPs de Ag nas formas esféricas, triangulares e de bastonetes, obtidas por diferentes protocolos

sintéticos, (modificada a partir da referéncia 46, artigo de acesso livre distribuido sob os termos da Creative Commons Attribution 4.0 International License:

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0)
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um plano de rede (111) como o plano basal exibiu a agdo biocida
mais significativa, em comparagdo com nanoparticulas esféricas e
em forma de bastdes, as quais apresentam predominantemente um
plano de rede (100).%

Efeito da dose

No estudo de toxicidade oral de NPs de Ag (tamanho de 56 nm)
em ratos (F344) por 90 dias de exposicao (0-500 mg kg '), observou-
-se uma diminuicdo significativa no peso corporal dos ratos machos,
sem mudangas no consumo de alimentos ou dgua durante o periodo
de exposig¢do. A conclusdo dos autores € que o 6rgdo alvo das NPs de
Ag foi o figado, tanto nos ratos machos como nas fémeas. O indice
ndo observavel de efeito adverso (do inglés “no observable adverse
effect level”) foi de 30 mg kg' e o menor nivel observavel de efeito
adverso (do inglés “lowest observable adverse effect level”) foi de
125 mg kg!'.#

Pinzaru e coautores sintetizaram quimicamente NPs de Ag
utilizando citrato de sédio e dodecil sulfato de sédio como agentes
estabilizantes. Em seguida, as nanoparticulas foram recobertas com
PEG. Os efeitos toxicos das nanoparticulas de Ag com e sem o reves-
timento de PEG foram avaliadas in vitro frente a cultura de células
de queratindcitos humanos (HaCat) e in vivo em testes ndo invasivos
em camundongos sem pélo SKH-1 com peso entre 30-35g. Foi ad-
ministrada uma dose de 10 mg kg!' de nanoparticulas, diariamente
durante 6 dias. Os resultados dos testes in vitro mostraram que em
concentracgdes entre 0,1 e 3,0 umol L' o nimero de células vidveis
ndo foi afetada apds a adi¢ao da suspensio de nanoparticulas durante
diferentes periodos (24, 48 e 72 h). As concentracdes de 10 e 50 pmol
L' mostraram um efeito citotéxico induzido pelas nanoparticulas,
onde no tempo de 48 e 72 h o efeito foi mais significativo. Nos testes
in vivo, foi avaliado o peso corpdreo dos camundongos. Foi possivel
observar que a via de injecdo intraperitoneal ndo induziu sintomas

nocivos aos camundongos na dose testada de 10 mg kg'.*

Efeito dos ions Ag*

As NPs de Ag podem liberar {ons Ag*, quando sdo expostas a
dgua e oxigénio, situagdo encontrada no meio bioldgico. A toxicida-
de das NPs de Ag estd relacionada com a sua drea superficial, uma
maior drea superficial pode promover uma maior liberacdo de fons
Ag*, os quais estdo relacionados a toxicidade e agdo antimicrobiana
das nanoparticulas. Discute-se que parte considerdvel da toxicidade
de NPs de Ag se deva a formacdo de fons Ag* no meio bioldgico.
Assume-se que NPs de Ag podem ser internalizadas, e no interior
das células liberar fons Ag+ causando estresse oxidativo, o qual pode
promover a morte celular.'®* Ressalta-se que o mecanismo exato de
toxicidade as NPs de Ag ainda é tema de debate.*

LIMITES CRITICOS DE EXPOSICAO

Os limites de exposi¢do de componentes de prata nos Estados
Unidos mostraram valores variados dependendo da fonte de informa-
¢do, como mostrado na Tabela 2. Entretanto, no Brasil, a legislacido
estabelece nas dguas potaveis um limite de 0,010 mg L' ou 10 pug L*!
de (Ag total).*

Alguns exemplos de exposi¢io e doses internas de
nanomateriais a base de prata

e Em 1979, 30 individuos foram expostos a nitrato de prata e
oxido de prata. Seis apresentaram argiria e 20 tiveram argirose
(deposi¢ao de prata nos olhos). As andlises dos niveis de prata no
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Tabela 2. Limites criticos de exposicdo para derivados de prata

Limite critico de exposi¢ao para

Instituicdo .
¢ derivados de prata

0,10 mg/m’ou 0,1 pg/L ou 0,1 pg/kg

Conferéncia Americana de prata metdlica

de Higienistas Industriais

Governamentais. 0,10 mg/m’ou 0,1 pg/L ou 0,1 pg/kg

de prata solivel

Limite de exposi¢do admissivel
pel de administracdo de satde de

seguranga ocupacional 0,01 mg/m* ou 0,01 pg/L ou

Administrac@o de seguranca e saide 0,01 pg/kg para qualquer forma de
em minas prata
Instituto Nacional de Seguranca e
Satide Ocupacional®’

Agéncia de Protecio Ambiental
(EPA) recomendac@o de concentracdo 50 ppb ou (50 pg/L ou 50 pg/kg)
de prata em dgua potavel

Na dgua potavel nos Estados Unidos tem-se encontrado niveis de prata sobre
80 ppb (80 pg/L ou 80 pg/kg). O consumo didrio de prata numa dieta tipica
(US) chega a 27-88 pg por dia ou 5-18 ug/L/dia ou 5-18 ug/kg/dia. Nota:
1 mg/m?® = 0,001 ppm = 0,001 mg/kg.

sangue apoiaram a natureza benigna da argiria (18-26 pug L)%

e Em 2006 uma pessoa com queimaduras utilizou um curativo
chamado Acticoat® (contendo NPs de Ag com tamanho de 15 nm)
por 6 dias e apresentou sintomas similares a argiria e suspeita de
hepatotoxicidade. Embora os niveis de prata no plasma e na urina
fossem altos, estes foram revertidos aos niveis normais apos a
remocdo do curativo.”!

e Em 2007, um paciente que utilizou o mesmo curativo por 28 dias
apresentou no soro o valor de 56,8 pg L' de prata. Apds 3 meses
do término da utiliza¢@o do curativo, os valores de prata no soro
foram revertidos aos niveis normais.”

e Em 2012, dois trabalhadores do sexo masculinos foram analisados
apos 7 anos de exposi¢do a nanomateriais de prata em concen-
tragdes de 3,5 e 13,5 ng L. Andlises bioquimicas do sangue e as
informacdes hematoldgicas foram encontradas dentro dos niveis
normais. No primeiro individuo, foi estimada uma exposi¢do de
0,35 pg m3 de prata acompanhada de um nivel de 0,34 pug/L no
sangue e 0,43 ug L' na urina. No segundo individuo, a exposi-
¢do estimada foi de 1,35 pg m acompanhada de 0,30 ug L' no
sangue e nao detectdvel (<0,1 ug L) na urina. Pardmetros de
quimica clinica e hematologia foram relatados como dentro da
faixa normal.”

e Um estudo de toxicidade em 62 humanos em 2014 foi realizado
com NPs de Ag produzidas por eletrélise aquosa de tamanhos
variando de 5-10 nm (concentragdo estoque de 10 ug mL") ou
na faixa de 25-40 nm (concentracdo estoque de 32 pg mL1).>* A
ingestdo didria foi de 100 pg/dia para 5-10 nm e 480 pg/dia para
25-40 nm de prata. A administracdo oral de prata em suspensio
aquosa libera tanto prata idnica como NPs de Ag. Afirmou-se
nesta pesquisa que a maioria da prata detectada em amostras de
sangue do paciente foi idnica, e auséncia de evidéncias de que
NPs de Ag intactas fossem absorvidas na circulag@o através do
trato digestivo, ou ligadas aos componentes do sangue. A conclu-
sdo final dos autores foi que a exposic¢do oral destas NPs de Ag
comerciais nao produz mudangas significativas no metabolismo
humano, hematolégica, na urina, observagdes fisicas ou nas
imagens de morfologia. Os autores sugerem a necessidade de
mais estudos para compreender melhor os riscos de toxicidade
NPs de Ag por outros sistemas bioldgicos.
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e Munger et al. continuaram a investigar se a ingestao da prata coloi-
dal ingerida oralmente produzia interferéncia na farmacocinética
da enzima especifica citocromo P450 em estudo cego simples,
controlado, em pacientes simultaneamente com administracdo
de sondas padronizadas da enzima P450. A ingestdo oral da
prata coloidal comercial produziu niveis de prata detectdveis
em soro humano ap6s 14 dias de administracdo, sem alteracio
clinicamente significativa. Foram avaliados aspectos metabdlicos,
hematoldgicos, urindrios e aspectos fisicos.”

Casos extremos

Uma paciente de 58 anos de idade com argiria sobreviveu apds
a ingestdo de 1 L de suspensdo de prata coloidal diariamente por
16 meses como remédio tradicional (valor sérico de 381 ng/mL
(referéncia <15 ng mL").% Um homem de 71 anos com cancer de
prostata ingeriu prata coloidal por 4 meses, com alto teor de prata no
plasma, morreu apés 6 meses apds a nova ingestao de prata coloidal.”’
Wadhera e Fung®® demonstraram que, para argiria, uma ingestéo de
prata coloidal deve ser realizada trés vezes por dia durante 10 meses
(450 mL de uma solucdo de 450 mg L') . Todos os dados mostram
que os efeitos terapéutico e téxico podem ser somente exibidos pela
prata livre Ag(I).%

Em relagdo a exposicao por inalacdo, Tsai et al.®* avaliou as ex-
posi¢des de nanoparticulas no ar associadas a0 manuseio manual de
nano-alumina e nano-prata em exaustores em instalagdes de escala
de laboratério. As NPs de Ag pareciam ter um tamanho primdrio
inferior a 100 nm, entretanto sofreram elevada agregacao em parti-
culas de vdrios mm quando examinadas como um pé em massa. No
entanto, para manusear 15 g de prata em um béquer, foram relatadas
concentracdes no ar com um tamanho na faixa de 100-200 nm e uma
contagem de pico de 7000 particulas por cm?.

Ressalta-se que as informacdes referentes a ingestio de prata
por humanos sdo amplamente restrita a casos narrativos em que
humanos ingeriram determinadas quantidades de NP de Ag (prova-
velmente como prata coloidal), geralmente em um periodo longo.*!
Neste caso, a doenga que foi encontrada foi a chamada argiria,
como mencionado anteriormente.*? Isso se deu devido ao aciimulo
de diferentes graus de sulfeto de prata nas fibras eldsticas. A cor da
pele de pessoas com argiria varia de azulada a preta. Nesses casos,
sdo reportados elevados niveis séricos de prata e granulos de prata,
principalmente na pele, bago, figado e glandulas suprarrenais.®
Lyon et al. encontraram em amostras de figado de criangas menores
de seis anos de idade, a partir de amostras coletadas por autépsia,
um nivel significativo de prata (15,5 ng/g m/m), provavelmente
de amdlgama materna durante a gravidez e lactacdo. A presenga
de prata no figado neonatal sugeriu que este metal atravessasse a
barreira placentdria em humanos.®

CONCLUSOES

As nanoparticulas de prata produzem efeitos toxicos distintos
dependendo de vérios fatores discutidos nesta revisdo. Resultados
de estudos in vivo, tanto com camundongos quanto com humanos,
demonstraram baixa toxicidade. Todavia, € evidente que existe a
necessidade de estudos com maior tempo de exposicdo e avaliacio
em sistemas fisioldgicos ainda ndo estudados. A utilizagdo de mate-
riais de referéncia (certificados) e estudos toxicolégicos integrados
(interlaboratoriais) sdo de fundamental importancia para o avanco do
conhecimento e regulamentagdo envolvendo NPs de Ag.

Ressalta-se que o mau uso das NPs de Ag poderia, em longo
prazo, causar problemas para a sadide. Foi reportado um traba-
lho experimental que monitorou a possibilidade de NPs de Ag

Quim. Nova

desenvolverem resisténcia a Escherichia coli (K-12MG1655), uma
bactéria que, até o presente momento, ndo demonstra resisténcia a
prata. Apés 225 geracgdes de exposi¢cdo ao ambiente de NPs de Ag,
as populagdes de bactérias expostas as NPs demonstraram maiores
aptiddes em relagio ao grupo controle para desenvolverem resisténcia,
na presenca de concentracdes varidveis de NPs de Ag revestidas com
citrato e de tamanho de 10 nm. A andlise gendmica mostrou que as
mudancas associadas a resisténcia bacteriana as NPs de Ag jd estavam
acumulando dentro das populacdes de tratamento pela geracdo 100
e, pela geracdo 200, trés mutacdes tinham alcancado alta frequéncia
nos estoques de resisténcia as NPs de Ag. Este estudo indicou que,
apesar das reivindica¢Ges anteriores, seria dificil de conter a resis-
téncia bacteriana frente as NPs de Ag. As bactérias, contrariamente,
podem facilmente evoluir resisténcia as NPs de Ag, e isso ocorre
por mudancas gendmicas relativamente simples. Estes resultados
indicam que devem ser tomados cuidados com rela¢@o ao uso de NPs
de Ag como biocidas, bem como no que se refere a exposi¢do nao
intencional de comunidades microbianas as NPs de Ag em produtos
derivados de residuos,* ou quando se considerada seu uso no meio
ambiente para tratar algumas doengas em animais.®
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