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RESUMO

A nanotecnologia se desenvolveu rapidamente durante a Gltima década, com apli-
cacdes em areas estratégicas, incluindo saide, energia, eletronica, entre outras. Atu-
almente, a nanotecnologia possui um campo de atuacao multidisciplinar, sendo o de-
senvolvimento e utilizacdo de nanoparticulas um dos mais importantes campos de apli-
cacdo. A alta demanda comercial das nanoparticulas de prata (NPAg) e o aumento dos
riscos desses compostos de alcancarem os diferentes ecossistemas e, assim, causarem
impacto nesses ambientes e na saide humana tém provocado amplo debate na comu-
nidade cientifica. A presente revisao faz um breve levantamento do impacto ambiental
das NPAg, como transformacdo, biodisponibilidade e toxicidade e suas consequéncias
para salde publica, além de uma descricdo sobre a atual legislacdo internacional.

PALAVRAS-CHAVE: Nanosilver, nanoparticulas de prata, nanomedicina, nanotoxicologia

ABSTRACT

Nanotechnology has developed rapidly in the last decade as a multidisciplinary field,
with a myriad of applications in strategic areas including energy, electronics, medi-
cine, biotechnology, among others. In modern days, the high commercial demand of
silver nanoparticles (NPAg), in particular, has motivated a broad debate in the scientific
community. This review gives a brief survey of the applications, commercialization and
possible impacts of NPAg to human health and environment, with focus on their toxicity,
transformation, and bioavailability. We also present a description of the current interna-
tional laws and regulations regarding commercialization of nanomaterials.

KEYWORDS: Nanosilver, silver nanoparticles, nanomedicine, nanotoxicology
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Introducao

As nanoparticulas possuem dimensdes extremamente pe-
quenas, da ordem de dezenas de nandmetros, apresentam
uma grande area superficial e exibem propriedades mecanicas,
oticas, magnéticas e quimicas distintas de particulas e super-
ficies macroscopicas. O aproveitamento dessas propriedades
em aplicacdes tecnoldgicas forma a base da nanotecnologia de
materiais '. No entanto, as mesmas propriedades que tornam
0s nanomateriais tao atrativos, como pequeno tamanho, forma
variada e alta area superficial, podem também ser responsa-
veis por desequilibrios ambientais e efeitos nocivos aos orga-
nismos vivos e ao homem 2345,

0 avanco da nanotecnologia vem impulsionando o merca-
do mundial e potencializando o consumo de materiais, produ-
tos e processos voltados para essa area. Tal fato é verificado
através do uso de nanoprodutos em diferentes segmentos
como alimenticio, eletronico, farmacéutico, biotecnologi-
co, cosmético, médico-hospitalar, agricola, entre outros 7.
Como consequéncia, uma variedade de nanoparticulas esta
sendo sintetizada, processada e descartada, em proporcoes
cada vez maiores, sem um prévio conhecimento dos seus pos-
siveis efeitos toxicos 8. Dentre essas nanoparticulas desta-
cam-se as metalicas, incluindo as de prata (NPAg), de ouro
(NPAu), de 6xidos - principalmente a base de 6xidos de ferro
e titanio -, nanoparticulas poliméricas, semicondutoras ou
a base de carbono’. O amplo desenvolvimento e aplicacoes
de diferentes sistemas nanoparticulados tém provocado uma
grande discussao acerca dos riscos potenciais desses compos-
tos a salde humana e ao ambiente '. Apesar dos grandes es-
forcos no estudo da interacao de nanoparticulas com sistemas
bioldgicos, ainda sabe-se pouco sobre a biodisponibilidade,
biodegradabilidade e toxicidade dos nanomateriais nos dife-
rentes sistemas.

Dentre as nanoparticulas metalicas em estudo atualmente,
as nanoparticulas de prata, ou nanosilver, como tém sido deno-
minadas, representam um dos principais sistemas para aplica-
coes em salde, principalmente devido as suas caracteristicas
biocidas, baixo custo e facilidade de preparacao. No entanto,
as mesmas caracteristicas que tornam as NPAg interessantes,
também as fazem apresentar um grande potencial de causar
riscos a satde humana '©'" e outros seres vivos 21314151617 re.
sultando em impacto negativo tanto para o ambiente quanto
a saude publica.

Apesar de a toxicidade da prata ja estar bem caracteriza-
da, nao existe evidéncia de que o homem ¢ afetado pelas NPAg
contidas em produtos comercializaveis. No entanto, tais pro-
dutos podem ser responsaveis pela entrada, tanto das NPAg,
quanto de ions de prata, no ambiente, tendo como consequén-
cia sua persisténcia e bioacumulacgao '®°. O conhecimento dos
riscos que as NPAg podem causar ao homem e ao ecossistema é
de fundamental importancia, principalmente no que se refere
aos ambientes aquaticos, visto o agravamento de problemas
mundiais quanto a escassez e disponibilidade de agua para os
diversos usos mUltiplos, e sua relevancia para saude publica.

Nanoparticulas de prata - Nanosilver

Dentre os diversos tipos de nanomateriais com potencial de
aplicacdo em areas médicas, podemos citar as nanoparticulas
carreadoras, que incluem os lipossomos, e as nanoparticulas
lipidicas sdlidas, nanoemulsdes 2, as quais podem também ser
conjugadas com compostos biologicos, como os quimioterapi-
cos, com atividade no combate ao cancer, e as nanoparticulas
inorganicas, como as metalicas, as de oxidos (por exemplo, as
de d6xido de zinco e de ferro) e as NPAg, entre outras.

Mesmo existindo diversos métodos de sintese de NPAg, o mé-
todo de reducao quimica da prata, utilizando-se o boro-hidreto
de sodio e polivinilpirrolidona (PVP - estabilizante para preven-
¢ao da agregacao), tem sido o método mais utilizado ?'. De certa
forma, a estabilidade das nanoparticulas também ocorre através
da conjugacao com algum tipo de revestimento, e como exemplo
podemos citar as NPAg conjugadas com proteinas 2. Além disso,
condicdes do meio ambiente, como pH, forca idnica e a carga
elétrica, influenciam na estabilidade delas e, consequentemen-
te no tamanho e nos mecanismos de toxicidade %, uma vez que
nanoparticulas de diferentes tamanhos exercem toxicidades dife-
rentes . Pelo fato de as nanoparticulas menores possuirem maior
area superficial, podem exibir maior toxicidade e maior atividade
microbicida, uma vez que liberam mais ions Ag* 2324,

Como ainda ndo ha padronizacado internacional quanto
a toxicidade das nanoparticulas em relacdo ao tamanho, os
estudos de nanotoxicologia ainda sao muito controversos na
literatura e variam de acordo com o tipo celular estudado (em
testes in vitro), o tipo de revestimento da nanoparticula e,
principalmente, com o tamanho.

Produtos aplicaveis e em comercializacdo a
base de NPAg

Recentemente, o nimero de produtos comercializados
contendo algum nanomaterial tem aumentado consideravel-
mente, sendo as NPAg as mais comercializadas ?°. Devido as
suas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas otico-ele-
trénicas, os nanomateriais inorganicos tém um grande poten-
cial como moléculas terapéuticas no combate ao cancer 2.
Acredita-se que as NPAg, devido ao seu vasto campo de aplica-
cao em biotecnologia e em medicina, sejam as mais populares,
em virtude de seu amplo espectro de atividade bactericida,
fungicida #:%2°, com aplicacao no revestimento de catéteres
e curativos, entre outros 3°3'. Dados recentes mostram a apli-
cacdo de NPAg em aproximadamente 70% dos produtos na area
da saude e em cosméticos; nos 30% restantes podemos incluir
produtos na area téxtil, alimentos e bebidas, eletrénicos, pro-
dutos domésticos e para acondicionamento 2.

Toxicidade de Nanoparticulas de Prata para a
saude humana

0 potencial citotoxico e genotoxico das NPAg tem sido re-
latado por varios trabalhos na literatura, associado ao dano ao
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DNA, apoptose e necrose, cujo principal mecanismo de acao
parece envolver a liberagdo exacerbada de espécies reativas
de oxigénio (do Inglés, Reactive Oxigen Species - ROS) 11333435,
Como ja mencionado, o mecanismo de toxicidade das NPAg ain-
da nao é totalmente esclarecido, mas parece estar relacionado
principalmente ao tamanho e as caracteristicas fisico-quimicas
delas, pois nanoparticulas menores tém exibido maior poten-
cial de invasividade celular e, portanto, maior probabilidade de
atingirem orgéos como o pulmao, no caso de via de exposicao
inalatoria %; dessa forma, o efeito toxico esta relacionado a re-
atividade, que depende de tais caracteristicas fisico-quimicas.

A toxicidade de materiais nanoestruturados, em especial
das nanoparticulas de prata, tem causado muitas preocupa-
cbes, pois pode impactar na toxicidade de varios o6rgaos pri-
marios através da distribuicao na circulagao sistémica, ocasio-
nando efeitos tdxicos também em outros érgaos, como sistema
cardiovascular e sistema nervoso central (SNC) ¥. Um estudo
recente indica que as NPAg ultrapassam a barreira hemato-
-encefalica, atingindo o SNC, cujo mecanismo de acdo poderia
ser a geracao de ROS em excesso *. A figura 1 mostra a mudan-
ca de morfologia de células tumorais de cérebro humano da
linhagem U251, ap6s incubacao com as NPAg.

Figura 1. Microscopia Otica mostrando a morfologia de células
da linhagem U-251 sem o tratamento com as NPAg (A) e
apos o tratamento de 200 mg/mL das NPAg (B). Adaptado de
Asharani''.

Tpm

Figura 2. Internalizacdo celular de NPAg em células de macrofagos de rato da linhagem RAW 264.9, apos 3 horas de incubacdo. A) A

Efeitos das NPAg no ambiente e na salde humana

Com relacao as vias de exposicao, a inalatoria é a prefe-
rencial de exposicao do trato respiratorio, sendo o pulmao o
orgao alvo por essa via, envolvendo néo so as células epiteliais
pulmonares, mas também células do sistema imune, macroéfa-
gos e fibroblastos, que desempenham papel fundamental no
efeito toxico ocasionado pelas nanoparticulas. Essas células
tém relacdo especifica com quadros patoldgicos inflamatorios,
fibrose e genotoxicidade induzidos por esses nanomateriais
36,39.

Nanoparticulas contidas em cosméticos e em produtos de
uso pessoal representam também um alvo de exposicao para a
pele e muitas vezes conseguem atingir a circulacéo sistémica,
em que diversos 6rgaos podem ser acometidos, como o figado,
rins, coracdo, tornando-se drgéos alvo. O figado € um drgéo
muito especial, pois € responsavel pela metabolizacao de xe-
nobioéticos com posterior detoxificacdo, desempenhando fun-
cao primordial na defesa contra agentes nocivos, pois qualquer
injuria hepatica provocada pelos nanomateriais pode ser indu-
zida por mecanismos diferentes, como ativacao do citocromo
P450 363°, Além disso, as NPAg podem se acumular no figado e
baco, ocasionando desequilibrio dos fatores do sistema imuno-
légico apos atingirem a circulagao sistémica “°, como alteracéo
no perfil de citocinas, ativacao do sistema complemento, bem
como efeitos in vivo que também sao relevantes %,

A geracao exacerbada de ROS parece ser essencial para o
efeito toxico das NPAgs, uma vez que desequilibra o metabo-
lismo celular, através da promocéo da inflamacéo, de danos
relacionados as proteinas, membranas e também ao DNA, além
de diminuir a funcdo mitocondrial 4243, O processo de inter-
nalizacdo é evidenciado na figura 2.

Com relacao ao dano ao material genético celular (DNA),
alguns testes in vitro tém sido regulados pelas agéncias sa-
nitarias internacionais, mas os resultados de genotoxicidade
sao muitas vezes controversos na literatura, uma vez que o
tamanho da nanoparticula é fator critico para a toxicidade em
respostas bioldgicas 4. Alguns estudos de NPAg revestidas re-

internalizacdo é visualizada por microscopia de transmissao eletronica; B) Imagem ampliada das NPAg. Adaptado de Singh“.
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lataram nao haver efeito genotdxico em tipos celulares diver-
sos, acima de concentracoes de 10 mmicrogramas.mL™, cujo
diametro variou entre 6 nm e 80 nm '35, Por outro lado, es-
tudos confirmam o potencial genotoxico das NPAg, com tama-
nho médio de 1,5 nm até 70 nm, para células humanas "46-47,

Segundo dados da literatura sobre a cito e genotoxicidade de
NPAg em leucdcitos sanguineos humanos, as NPs causaram inducao
da apoptose, apds alcangarem a circulagdo sanguinea, e inibiram
a expressao de citocinas, do interferon e do fator de necrose
tumoral alfa “#. Outros dados de citotoxicidade in vitro da
literatura ainda reportam que macrofagos da linhagem RAW 264.7
induziram apoptose, apds incubacdo com 30 mmicrogramas.mL"’
de NPAgs por 24 h “, Além disso, a exposicao as NPAg (5 mg.mL")
durante 6 h em células da linhagem THP1 (células humanas de
leucemia monocitica aguda) induziu um aumento significativo de
ROS, que se correlacionava com a quebra do DNA e com elevados
niveis de inducdo de necrose e apoptose *.

As tabelas 1 e 2 mostram as principais evidéncias de efei-
tos toxicos relacionados a crescente exposicao as NPAg, em
testes in vitro e in vivo, respectivamente:

Descarte das nanoparticulas de prata no ambiente

Atualmente, os nanomateriais industrializados podem ser con-
siderados a principal fonte de aporte desses materiais no ambien-
te ©, aumentando os riscos de se tornarem biodisponiveis e causa-
rem toxicidade e desequilibrio ambiental. Sao varias as vias pelas
quais as nanoparticulas podem impactar o ambiente: (1) efeito
toxico direto sobre a biota; (2) alteracao da biodisponibilidade de

P

agentes toxicos e de nutrientes; e (3) efeitos indiretos causados
pela sua interagcdo com os compostos organicos naturais’.

0 aporte de nanoparticulas no ambiente pode ser causado
por fontes naturais e/ou antropicas ¢'. Muitos processos geologi-
cos e bioldgicos lancam as nanoparticulas no ambiente, e como
exemplo de um processo natural pode-se citar a poeira vulcanica
e a degradagdo de material biologico 2. Ja as fontes antropicas
englobam as nanoparticulas manufaturadas para incorporacao em
materiais ¢ e nanoparticulas ndo manufaturadas, provenientes
principalmente da queima de combustiveis fosseis .

A prata é considerada relativamente toxica para o homem
% e para a biota ¢, e até a década de 1970 a maior contribuicao
antropica de contaminacdo ambiental desse elemento era ad-
vinda da indUstria fotografica . Os ions de prata sao persisten-
tes no ambiente, podendo concentrar nos organismos, uma vez
que podem ser transportados através da membrana celular.

O aumento da producdo comercial de NPAg podera levar a
um acUmulo de espécies de prata em varios compartimentos
ambientais com impactos negativos aos ecossistemas. As NPAg
podem ser descartadas no ambiente durante sua sintese, duran-
te todo o processo de sua incorporacao em produtos comercia-
lizaveis, e durante o uso e deposicéo final de tais produtos ¢.
Quando descartadas nos efluentes domésticos e industriais, as
nanoparticulas de prata poderdo atingir os sistemas de trata-
mento de esgoto convencionais. Sem o conhecimento prévio do
tratamento adequado para esse tipo de residuo, o efluente po-
dera ser descartado no ambiente de forma ndo adequada, cau-
sando perturbacéo e desequilibrio nos ecossistemas aquaticos .

Tabela 1. Toxicidade in vitro da NPAg em células de mamiferos

Tipo celular Tamanho das NPs (nm) Concentracao Toxicidade in vitro Referéncia
IMR-90 (Fibroblasto de pulmao 6-20 50 a 400 pg.mL"’ Induz dano ao DNA (ensaio do cometa) e 11
humano) e U251 (células formacgéao de micronlcleo
humanas de glioblastoma)
A549 (Adenocarcinoma 30-50 Acima de 15,0pg.mL"’ Induz estresse oxidativo e formacao de 35
humano de pulmao) adutos de DNA
THP-1 (leucemia monocitica 69 Acima de 7,5 pg.mL"* Induz apoptose e estresse oxidativo 49
humana)
Célula-tronco mesenquimal 46 Acima de 10,0 pg.mL"’ Genotoxicidade (ensaio do cometa) 50
Caco-2 (carcinoma 35 Acima de 1,0 pg.mL* Citotoxicidade avaliada pela liberacao da 51
co6lon humano) eC3A (DL, = 50 pg.mL") enzima lactato desidrogenase (LD)
(hepatoma humano)
HepG2 (carcinoma 7-20 Acima de 250,0 pg.mL"’ Inducéo de apoptose;aumento dos niveis 52
hepatocelular humano) de estresse oxidativo
Hela (carcinoma cervical 2-5 Acima de 120,0 pg.mL"’ Indugao de apoptose e aumento do 53
humano) estresse oxidativo
Células hepaticas humanas 5-10 4,0 pg.mL" Inducao de apoptose, dano ao DNA 54
derivadas de tecidos ndo (ensaio do cometa), aumento do estresse
malignos oxidativo com niveis de peroxidagao
lipidica aumentados
L929 (fibroblastos murinos) 50-100 25, 50 e100,0 pg.mL" Inducao de apoptose e parada do ciclo 55
celular na fase G,/M
HT 29 172,6 Acima de 48,0pg.mL" Inducao de apoptose Fragmentacao de 56

(cancer de célon humano)

DNA aumentada e despolarizacao de
membrana mitocondrial
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Tabela 2. Toxicidade in vivo da NPAg em mamiferos

Tamanho das  Via de exposicao/

Animal Dose Toxicidade in vivo Referéncia
NPs (nm) Tempo
Ratos machos e fémeas 18 Inalacéo 0,7 x 10%,1,4 Nenhuma alteragéo foi encontrada no teste do 57
Sprague-Dawley com 8 subcronica/90 dias,  x 106,2,9 x 106 micronucleo em eritrécitos de ratos de ambos os
semanas de vida 6h/dia particulas/ cm? SEx0s
Ratos Wistar, 10-12 semanas 15-40 Endovenosa/lnjecao 4, 10, 20 e 40 Dano ao DNA (genotoxicidade pelo ensaio do 58
de vida a cada 5 dias mg.kg'de peso  cometa) em células sanguineas para a dose de
40mg, aumento de enzimas hepaticas para a dose
de 40 mg; alteracoes hematoldgicas para as doses
de 20 e 40 mg e geracao de estresse oxidativo no
plasma sanguineo somente para dose de 40 mg
Camundongos adultos machos 25 Intraperitoneal/24h 1000 mg.kg™" Geracao de estresse oxidativo e inducao de 59
da linhagem C57BLl/6 N neurotoxicidade
20-100 Endovenosa/Durante 2 e 6 mg.Kg'' Potencial imunotdxico 40

28 dias

de peso

Ainda nos efluentes, as NPAg poderao sofrer transforma-
¢oes, como a aquisicao de radicais de enxofre e posterior
formagado de compostos de sulfeto de prata (Ag,S), que, de-
pendendo das condicdes ambientais, poderao ser estaveis o
suficiente para evitar a oxidacao do enxofre (S) e subsequente
liberacédo de ions de prata.

Apods o tratamento de aguas residuarias, as NPAg passam
a incorporar o lodo resultante do processo de tratamento de
efluentes ®, que podera ser destinado ao reuso como fertili-
zante de solos 7° ou simplesmente ser incinerado '3, disponi-
bilizando novamente a prata para o ambiente. Assim, como
deposicao final, o destino do lodo irad afetar a quantidade de
NPAg que cada compartimento ambiental ira receber.

Apos sua entrada no ambiente, as NPAg poderao sofrer uma
variedade de modificacoes de suas propriedades, que irao in-
terferir no seu comportamento no ambiente, como transporte,
destino e potencial de toxicidade. Tais modificacdes precisam
ser consideradas para avaliar o grau de impacto ambiental que
essas nanoparticulas podem causar.

Comportamento e transformacdes das
nanoparticulas de prata no ambiente aquatico

0O comportamento de uma nanoparticula ndo depende so-
mente de suas caracteristicas, mas também de sua interacdo
com fatores abidticos e bidticos no ambiente, os quais irdo
determinar a sua biodisponibilidade e o seu comportamento
7. Além disso, devem ser consideradas as varias formas com
que as particulas podem se apresentar apos o contato com o
ambiente ou organismos vivos, podendo estar presentes em
sua forma livre ou em aglomerados 7 (figura 3).

Sabe-se que as NPAg tém comportamento diferente nos
varios compartimentos ambientais, assim como nos meios de
cultivo utilizados nos testes de toxicidade. As diferencas no
pH, na estabilidade da forca idnica e nas concentracdes e tipos
de material organico presentes sao algumas das caracteristicas
que irao influenciar o comportamento, a biodisponibilidade e a
toxicidade das NPAg 7.

Nos ecossistemas aquaticos, as NPAg poderao sofrer varios
processos que irao interferir na sua rota, assim como na dose

Principais interacdes das nanoparticulas no ambiente

N Comportamento>
Entrada de NP >

|7

Efeito \/
1P
Interagdes biolégicas
& Nl

o~.<;,cm
S v

LH W

Interagdes quimicas

Interagdes com
macromoléculas

y S0 =

Figura 3. Possiveis transformacées das nanoparticulas no

LN J C:#

ambiente. Adaptado de Lowry et al”.

(perda de carga) e na natureza (aglomerada ou dispersa) de
exposicao 7>. De acordo com Bradford et al. (2009)74, nos ecos-
sistemas aquaticos com forca idnica elevada as NPAg tendem
a permanecer estabilizadas, podendo precipitar e acumular no
sedimento. Ja em condi¢cbes ambientais em que as NPAg nao
sao termodinamicamente estaveis 777, poderdo ocorrer rea-
coes com ligantes inorganicos e organicos, como radicais de
enxofre, cloro e matéria organica 8.

As interacoes entre as nanoparticulas de prata e a matéria
organica natural ou as macromoléculas bioldgicas irdo afetar
sua dispersao e caracteristicas superficiais °. Assim, nos am-
bientes aquaticos, as NPAg podem sofrer agregacdo afetando
seu comportamento, transformacao e impacto ambiental.

Outro fator importante que precisa ser levado em conta é
que as NPAg industrializadas ja estao, geralmente, estabiliza-
das através de adsorcao ou ligaces covalentes com compos-
tos organicos (em estruturas do tipo core-shell) antes de sua
entrada no ambiente ¥. Existem varios tipos de revestimentos
usados para estabilizar as NPAg, incluindo acidos carboxili-
cos, polimeros, polissacarideos e surfactantes. A estabiliza-
¢ao estérica devido a adsor¢do de compostos organicos pode
ser limitada, pois a habilidade de um polimero em estabilizar
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uma nanoparticula ira depender da massa e da conformacao
da camada adsorvida, e da distribuicao do peso molecular do
polimero #. De acordo com Fabrega et al.”, por exemplo, os
acidos himicos com concentragdes superiores a 10 mg.L" ten-
dem a estabilizar as nanoparticulas, evitando sua agregacao.

As NPAg sem revestimentos também podem ser eletro-
nicamente estabilizadas contra agregacao por conta de sua
carga superficial negativa. Essas nanoparticulas eletrostati-
camente reduzidas podem ter suas forcas repulsivas reduzi-
das pela presenca de contraions na solugao . Portanto, a
carga superficial das nanoparticulas é influenciada pelas for-
cas eletrostaticas e esta intimamente relacionada com seu
estado de deposicao e agregacao.

No ambiente aquatico, as concentracdes variadas de ions
podem alterar a estabilidade das NPAg. A forca idnica de am-
bientes de agua doce pode variar de aproximadamente 1 mM a
10 mM e de aproximadamente 700 mM para ambientes salinos.
Portanto, as NPAg tendem a apresentar instabilidade nesses
ambientes e a formar espécies organicas e inorganicas, afe-
tando sua mobilidade, biodisponibilidade e toxicidade 8. Um
dos maiores riscos das NPAg é sua oxidacao e formacao de ions
(Ag®). Os ions de prata podem formar complexos com uma base
fraca ou com a matéria organica. Assim, nos ambientes aquati-
cos pode ocorrer formacao de sulfeto de prata (Ag,S), cloreto
de prata (AgCl), carbonato de (AgCO,) e complexos com a ma-
téria organica natural (Ag-MON) & (Figura 4 ).

Baseado no comportamento termodinamico, o sulfeto de
prata (Ag,S) e o cloreto de prata (AgCl) séo as espécies inor-
ganicas mais relevantes em que as NPAgs podem se transfor-
mar no ambiente. Assim, em ambientes de agua doce, AgS,
AgCl e “core-Ag” sdo as espécies mais frequentes, enquan-

Core

NP-Ag Core-Shell

P

to em ambientes salobros as espécies mais comuns sao AgCl
e “core-Ag® &,

Do ponto de vista ambiental, a dissolucao de NPAg na pre-
senca de ions de cloro parece estar relacionada com a razédo
Cl/Ag. Assim, em ambientes marinhos onde a razao de Cl/Ag é
aq € AgCL,, assim como AgClL?
e AgCl,>. Ja em ambientes de agua doce, onde a razao Cl/Ag é

alta, predominam as formas AgCl

menor, ocorre frequentemente a formacao de AgCl que tende a
precipitar 8. Com relacdo a presenca de enxofre, as NPAg, as-
sim como outras espécies de prata, reagem fortemente com o
enxofre de ambientes aquaticos e atmosféricos, tanto em con-
dicdes aerobicas quanto anaerdbicas. Ainda, quando se avalia
a solubilidade da prata em condicbes aerdbicas, é importante
também considerar a presenca de nanoparticulas na forma de
oxidos de prata, pois estes dissolvem mais rapidamente em
agua pura, resultando na descarga de ions de prata (Ag*) .

Biodisponibilidade e toxicidade das
nanoparticulas de prata no ambiente aquatico

Os processos que envolvem a bioacumulacao e a biodispo-
nibilizacao de nanoparticulas s&o o resultado de um conjunto
de fatores combinados, como: concentracao; caracteristicas
quimicas e fisicas das nanoparticulas e do ambiente; rota de
exposicao; e a biologia e a ecofisiologia dos organismos envol-
vidos. Assim, a biodisponibilidade e a bioacumulacao das NPAg
dependem do tamanho, da forma, da composicdo quimica, da
carga, da area e estrutura superficial, solubilidade e estado de
agregacao ™. Essas propriedades sofrem interferéncia do meio,
sendo necessaria, portanto, a caracterizacdo das nanoparticu-
las nos meios de cultivo usados nos testes toxicoldgicos, assim
como no ambiente .

Shell

Organico

N" 0O OH O
Polivinil Citrato
pirrolidona

Inorganico

(Ag,S)
(AgCl)

Ambiente

Figura 4. Estrutura tipica de uma NPAg “Core-Shell” passivel de ser lancada no ambiente. Adaptado de Levard®.
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Apesar de a biodisponibilidade das NPAg ainda nao es-
tar totalmente esclarecida, sabe-se que a prata idnica (Ag*)
é a forma de maior potencial toxicolégico em ecossistemas
aquaticos ¥. Nesses ambientes, a prata pode se apresentar
livre ou interagir com varios ligantes organicos e inorganicos,
sendo sua especiacao influenciada pelas propriedades fisicas
e quimicas do ambiente, o que ira determinar o seu potencial
de toxicidade %.

A bioacumulacédo e a biodisponibilidade das nanoparticu-
las, em geral, estao associadas a sua capacidade de interagir
com a superficie externa de um organismo e/ou ser internali-
zada. Existem evidéncias de que as NPAg sdo capazes de atra-
vessar a parede celular de alguns organismos. Lee ¥ e Asharani
4" por exemplo, usando imagens de microscopia eletronica de
transmissao (TEM), verificaram que as NPAg associadas a com-
postos organicos podem ser internalizadas por células de pei-
xe. Fabregas % e Xu *' também observaram a captura de NPAg
pelas bactérias através de imagens de TEM. Esses resultados
comprovam a viabilidade das NPAg de penetrarem através de
membranas semipermeaveis %2,

Outro processo pouco estudado, mas de grande relevancia
pelo qual as NPAg podem ser translocadas através da membra-
na, é a endocitose ¢, processo em que particulas e moléculas
entre 1-100 nm sdo capturadas por evaginacao da membrana e
transportadas no citoplasma por vesiculas.

As NPAg usadas em produtos comercializaveis sdo, geral-
mente, encapsuladas com compostos organicos para melhor
dispersao. Esses grupos funcionais podem influenciar na trans-
locacao pela membrana celular ou afetar as propriedades das
nanoparticulas envolvidas na biodisponibilidade 8. Em relacdo
as condicoes ambientais, o pH, a forca idnica, a temperatura
e as concentracdes de matéria organica irdo afetar a estabili-
dade e agregacao das nanoparticulas com consequéncias para
a biodisponibilidade ®. Tal fato pode ser visualizado na figura
5, onde as imagens de microscopia de transmissao eletronica
(TEM) demonstram a biodisponibilizacao das NPAg associadas a
compostos organicos como proteinas (BSA) e acidos humicos.

Asolubilidade das NPAg ira determinar de forma proporcio-
nal a exposicdo dos organismos a prata metalica (Ag°), a prata
ionica (Ag*) ou aos complexos com prata 8. Como ja citado, a

Figura 5. Microscopia de transmissdao eletrondnica (TEM)
mostrando a internalizacao de NPAg. A) Pseudomonas putida
apos 24 h de exposicao em suspensdo contendo 2 mg L' de
NPAg com 10 mg L' substancia himica ®. B) Tecido branquial
de truta apos 10 dias de exposicao em 100 pg L' de NPAg %

Efeitos das NPAg no ambiente e na salde humana

concentracdo de matéria organica esta diretamente relacio-
nada com a estabilidade e solubilidade das nanoparticulas e,
consequentemente, com a sua toxicidade. Gao ** verificou que
a toxicidade de NPAg em Ceriodaphnia dubia foi menor em
ambientes com concentragoes mais elevadas de substancias
hUmicas. Os autores concluiram que a diminuicdo da toxicida-
de era consequéncia de uma menor concentracao de ions de
prata liberados pelas nanoparticulas na presenca da matéria
organica, ou seja, ocorreu uma reducdo da biodisponibilidade
devido a diminuicao da solubilidade da prata. Resultados simi-
lares foram encontrados por Liu e Hurt 78, que verificaram uma
diminuicdo da liberacao de ions de prata quando as nanopar-
ticulas estavam encapsuladas com citrato e acidos himicos e
fllvicos. No entanto, para Fabregas et al.”>%, a influéncia de
materiais organicos na toxicidade de NPAg vai além da solubi-
lidade de ions. De acordo com esses autores, quando ocorre o
encapsulamento das NPAg por materiais organicos, as caracte-
risticas fisicas e quimicas das nanoparticulas mudam e, conse-
quentemente, sua toxicidade.

Outro fator importante a ser considerado é a agregacao
das nanoparticulas, que ira determinar o tamanho efetivo da
particula a qual os organismos serdo expostos, influenciando
sua biodisponibilidade e toxicidade. De acordo com Navarro
2. quanto mais agregadas as nanoparticulas, menor sua area
superficial especifica e menor sua biodisponibilidade e seu po-
tencial toxicoldgico. Varios outros estudos tém demonstrado
que a agregacao de nanoparticulas diminui a toxicidade para
a biota 7894, No entanto, para Ward e Kach®, a observacao
de que o aumento das nanoparticulas por agregacao esta rela-
cionado com uma diminuicdo da toxicidade é valido somente
para organismos em que a principal via de captura das nano-
particulas ocorre diretamente através da membrana. Para os
organismos em que a captura ocorre primeiramente através
da ingestao alimentar de grandes particulas, observa-se um
aumento na biodisponibilidade.

Mesmo para os organismos em que a captura das nanopar-
ticulas ocorre através da membrana, a toxicidade pode estar
relacionada nao necessariamente com o tamanho, mas com
o aumento de elementos toxicos carreados pelos agregados
e que sao passiveis de causar dano celular. De acordo com
Reinsch %, as NPAg agregadas tém um efeito inibitério maior
sobre o crescimento de E. coli do que aquelas dispersas no
meio, devido provavelmente aos radicais de enxofre presen-
tes nos agregados.

A carga superficial das NPAg é outro fator extremamente
importante para toxicidade celular. No caso de bactérias, por
exemplo, que tém parede celular carregada negativamente, as
NPAg encapsuladas com cargas positivas foram as responsaveis
pela inibicao do crescimento. Para esse grupo de organismo
dois mecanismos de toxicidade de NPAg ja foram propostos:

1) Estresse oxidativo, como consequéncia da formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e que potencialmente sao
formadas na superficie das NPAg 2 77;

2) Interacao dos ions de prata, liberados das nanoparticu-
las, com grupos tidis de enzimas e proteinas metabolicamente
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importantes, afetando a respiracao celular e o transporte de
ions através da membrana e, consequentemente, culminando
em morte celular #:8:%%,

0 estado de oxidacdo das NPAg também esta relacionado
com sua toxicidade, sendo a oxidacao de NPAg e sua subsequen-
te dissolucao na forma de ions de prata a causa mais importan-
te de toxicidade desses compostos em diferentes organismos
100 No entanto, em ambientes aquaticos a biodisponibilidade e
toxicidade de ions Ag* é atenuada pela presenca de enxofre e
formacao de Ag S relativamente estavel e insolavel 1",

Apesar da extensa pesquisa sobre a toxicidade da prata na
biota aquatica (tabela 3), pouco se sabe a respeito dos efeitos
das NPAg sobre esses organismos. Alguns trabalhos tém indica-
do que as concentracoes de NPAg encontradas em ambientes
aquaticos nao afetam o crescimento e a eficiéncia fotossinté-
tica de algas como Thalassiosira sp '?. Os autores verificaram
que a toxicidade ocorre somente quando ha liberacao de ions
de prata (Ag'). Resultados contrarios foram encontrados por
Navarro 3, que ao estudar os efeitos toxicos de NPAg em Chla-
mydomonas reinnhardi observou maior toxicidade causada pe-
las nanoparticulas em relacdo a sua forma idnica.

Em relacao aos organismos invertebrados, os dados da li-
teratura tém demonstrado que as NPAg sao passiveis de causar
toxicidade '°1%; no entanto, essa € menor do que a causada
pelos ios de prata °. Da mesma forma que para os outros gru-
pos de organismos, o tipo de NPAg, a forca i6nica e a concen-
tracdo de moléculas organicas irdo influenciar na toxicidade.
Kvitek *4, por exemplo, verificou que as NPAg encapsuladas
com Tween 80 eram mais estaveis; no entanto, causaram toxi-
cidade ao ciliado Paramecium caudatum.

Alguns estudos de toxicidade realizados com peixe de-
monstraram que as NPAg com tamanho entre 10-80 nm afeta-
ram os estagios iniciais de desenvolvimento desses organismos,
como deformidade na coluna espinhal, arritmia cardiaca e so-
brevivéncia *21%1%, Também foi observado estresse oxidativo
e acumulo das nanoparticulas nas guelras e figado desses or-

P

ganismos °»'%, De maneira geral, os estagios juvenis dos pei-
xes se mostraram mais susceptiveis as NPAg do que a mesma
concentragdo de prata adicionada na forma de AgNO,. Para o
mesmo grupo de organismos, Yeo e Yoon ' verificaram que
as NPAg agregadas foram incorporadas nos vasos sanguineos,
pele, cérebro e coracdo, enquanto os ions de prata se concen-
traram nas organelas e nicleo. Uma vez bioacumuladas nos
peixes, as NPAg ficam disponiveis para os proximos niveis tro-
ficos, sendo, assim, passiveis de serem adquiridas pelo homem
via alimentacao'®.

Seguranca de Nanomateriais Manufaturados:
Regulacéo Internacional para Nanoparticulas de
Prata

No Brasil, alguns esforcos tém sido relatados em busca da
divulgacdo de informacoes, promocao de debates entre a so-
ciedade, as autoridades sanitarias, universidades e as indUs-
trias, a respeito da tematica da nanotoxicologia. Além disso,
tem sido amplamente questionada a adequacao dos sistemas
regulatorios nacionais e internacionais para os produtos con-
tendo algum tipo de nanomaterial. Esse novo posicionamento
tem proporcionado o desenvolvimento de novas pesquisas no
ambito da nanotoxicologia com o aumento de aportes finan-
ceiros para pesquisas, a fim de garantir a protecao, seguranca
e salde 12,

0 namero de produtos contendo nanomateriais tem au-
mentado constantemente no mercado (passou de 30 em 2006
para 300 no ano de 2011, e atualmente é superior a 1.000)
"3 apresentando um lucro de 50 bilhées de délares no ano
de 2006 4. Estima-se que em torno de 1.120 toneladas serao
produzidas e comercializadas em 2015 ">, Com isso, obser-
vamos que nao existem requisitos minimos para a regulacao
desses produtos contendo nanomaterial para posterior co-
mercializacdo. Isso tem se tornado alvo de intenso debate na
comunidade cientifica, bem como de grande preocupacéo das
autoridades sanitarias na avaliacao dos eventuais riscos, tanto

Tabela 3. Ecotoxicidade de NPAg em organismos aquaticos

Organismo-teste Tamanho da nanoparticula (nm) Concentracao nominal/tempo de exposicao Referéncia
Daphnia magna 57,6 121 pg.L'/48h 109
Daphnia pulex 57,6 8,45 pg.L'/48h

Daphnia pulex 20-30 0,04 mgL"/48 h 103
Daphnia galeata 57,6 13,9 pg.L"/48h

Danio rerio (embriao) 5-20 5-100 mg L"'/72 h 14
Danio rerio (adulto) 26,6 1.000 mg L™'/48 h 105
Danio rerio (adulto) 5-46 0,19-0,71 nM/120h 110
Oncorhychus mykiss 3-4 10-20 mg.L"/48h 111
Thalassiosira weisfflogii 60-70 0,2-103mM 102
Paramacium caudatum 30-40 39 mg.L"/1h 94
C. reinhardii 25 0,1-10pM/1-5h 12
Pseudokirchneriella 20-30 0,19 mgL'/96 h 103
subcapitata

Ceriodaphnia dubia 20-30 0,46 mgL'/48 h 93
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a salde quanto ao meio ambiente, envolvidos no consumo com
posterior descarte desses produtos.

Dessa forma, defender a salde pUblica e o ambiente aci-
ma dos interesses do mercado tornou-se um desafio muito
grande das agéncias sanitarias e do publico em geral, em todo
o mundo. Somado a isso, torna-se necessario o esclarecimen-
to da populacao quanto a probabilidade do risco do consumo
desses produtos contendo nanomateriais, visto que o Codigo
de Defesa do Consumidor no Brasil, regulamentado pela Lei
8078/90, estabelece como direitos basicos do consumidor a
protecdo e a saude contra eventuais riscos decorrentes do
consumo de produtos "7,

Diante desse quadro, fica evidente a necessidade emer-
gencial da regulacao de produtos contendo nanomateriais pe-
las autoridades sanitarias. No ambito internacional, alguns pa-
ises da Europa e os Estados Unidos tomaram determinadas me-
didas quanto a esse importante assunto. As agéncias federais
dos Estados Unidos que sao responsaveis por regular o impacto
na salde e no meio ambiente das NPAg sdo %: a Agéncia de
Protecao Ambiental (EPA, Environmental Protection Agency),
FDA (Food and Drug Administration), que regula alimentos e
produtos relacionados aos produtos terapéuticos, e o Instituto
Nacional de Saude e Seguranca Ocupacional (NIOSH, National
Institute for Occupational Safety and Health). O NIOSH é res-
ponsavel por evitar doencas, riscos, lesdes e mortes relacio-
nadas ao ambiente de trabalho, preconizando limites maxi-
mos de exposicdo ocupacional '8, A EPA regula a toxicidade
das NPAg por meio das seguintes agéncias: Acao de Controle
de Substancias Toxicas (Toxic Substances Control Act - TSCA),
que regula produtos quimicos e é designada a revisar novos
produtos que possam representar risco a saide e ao meio am-
biente, antes que sejam comercializados; a FIFRA (the Federal
Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act), que regula os pes-
ticidas e biocidas "%, focalizando a regulacao dos produtos e
nao das substancias 2. Em abril de 2012, o FDA publicou dois
novos projetos de orientagoes para os fabricantes de alimentos
e cosméticos, que também estdo abertos para comentarios do
publico 4.

Com base em todas essas medidas de fiscalizacao e regu-
lagdo sanitarias das agéncias nos Estados Unidos, a comerciali-
zacao de produtos contendo nanomateriais torna-se limitada,
desde que os riscos envolvidos a saude e ao meio ambiente
sejam evidenciados.

Consideracées finais

O conhecimento dos riscos que os nanomateriais causam
a saude publica e ao ambiente é importante para que a sua
producao, comercializacao e descarte sejam feitos de forma
adequada e sustentavel. A toxicidade das NPAg é parcialmente
explicada pela liberacao de ions; no entanto, nao esta total-
mente esclarecido se as NPAg, em si, causam efeito direto de
toxicidade, existindo, assim, a necessidade de mais pesquisas
sobre o assunto. As informacdes geradas a partir de estudos
cientificos sao indispensaveis no cenario da politica ambien-

Efeitos das NPAg no ambiente e na salde humana

tal e de salde publica, e serao importantes como ferramentas
para tomada de decisdes de ambito governamental para a im-
plantacdo de medidas de fiscalizacao e regulacao sanitarias,
de investimentos em pesquisas seguras, além de debate aberto
de maior impacto social.
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