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RESUMO

As nanoparticulas de sais de prata sio compostos
muito utilizados nas indistrias farmacéuticas e de
cosméticos, além de seu uso hospitalar. Sua utilizacio,
tanto em produtos comerciais como na medicina, e
sua importante correlacio com a satide publica e meio
ambiente despertaram grande interesse em acdes
diretas e indiretas sobre o ser humano. Particularmente
as nanoparticulas de sais de prata tém sido muito
utilizadas como antimicrobianos na desinfec¢ao
de materiais hospitalares, desodorantes, materiais
dentarios, em proteses internas e cateteres intravenosos,
e tem possibilitado a contaminacio humana e
ambiental. Seus efeitos, concentracdes perigosas e
valores aceitaveis como contaminante demandam
estudos. Sua instabilidade frente a interacdes com
outros produtos as torna de grande interesse em
relacio a contaminaciio e persisténcia no ambiente.
Diversos trabalhos produzidos em nossos laboratorios
demonstram a atividade desreguladora enddcrina de
varios produtos quimicos contaminantes ambientais
e prejudiciais a saiide humana. Deste modo buscou-se
um levantamento das principais formas de uso, seus
riscos e efeitos toxicolégicos para a satiide puiblica e meio
ambiente.

Palavras-chave:
Nanomateriais.

Nanoparticulas. Toxicologia.

Autor correspondente: Marco Aurelio Romano. Médico Veterinario,
Professor Associado A do Departamento de Farmacia e do Programa de
Po6s Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual do
Centro-Oeste, UNICENTRO. Endere¢o: Rua Sime#o Varelade Sa, 03, CEP:
85040-080, Guarapuava, Parana, Brasil; E-mail: maromano17@gmail.com

INTRODUCAO

Ananotecnologia estd ligada a criagdo e manipulagao
de materiais em nano escala que apresentam caracteristicas
fisicas e quimicas Unicas, muitas vezes diferentes de
seu analogo id6nico (Braydich-Stolle et al., 2005). Os
nanomateriais s30 compostos com tamanho entre 1 e 100
nandmetros, o que confere propriedades mecanicas, dpticas,
elétricas e estruturais avancgadas, além de uma aumentada
area de superficie em relagdo a substancia original (Beer
et al., 2012). A redug@o do tamanho da particula ¢ uma
maneira eficiente de melhorar a biocompatibilidade de
materiais, e isso facilita suas aplicagdes em campos como a
biociéncia e a medicina (Kim et al., 2007).

Apesar do uso da nanotecnologia ja estar difundido,
seus efeitos toxicoldgicos sobre os seres vivos ainda
encontram-se pouco elucidados. Alguns trabalhos realizados
in vitro ddo a nogdo do comportamento destas particulas,
mas in vivo ainda, sdo poucos os trabalhos que demonstram
relacdo entre dose e efeito, e as formas de manifestagdes
clinicas sobre os diversos tecidos, 6rgaos e sistemas (Dhawan
& Sharma, 2010; Garcia-Alonso et al., 2011).

As nanoparticulas podem ter acesso ao corpo humano
por diferentes vias, dentre elas destacam-se a inalagdo, a
ingestdo oral e o contato com a pele (Oberdorster, 2001;
Jani et al., 1990; Laresea et al., 2009). Nesses locais as
nanoparticulas podem desencadear uma série de respostas do
tecido como ativagdo de células, gerag@o de espécies reativas
de oxigénio (ROS), inflamagdo, apoptose e necrose celular
(Foldbjerg et al., 2009; Ahn et al., 2005; Chen et al., 2006).

Em ratos, a distribui¢do bioldgica de nanoparticulas
demonstra a presenca delas em diversos 6rgdos como
figado, rins, coragdo e testiculos. Isto comprova a sua
capacidade de atingir o sangue e ultrapassar a barreira
sangue-cérebro e também a barreira sangue-testiculo (Kim
etal., 2006). Alguns tipos de nanoparticulas demonstram ser
absorvidas pelas células de Leydig, afetando a viabilidade,
a proliferacdo e a expressdo de genes nestas células,
evidenciando que as nanoparticulas podem resultar em
consequéncias reprodutivas como subfertilidade (Komatsu
et al., 2008).

Exposicdes a substancias toxicas, ambientais ou
ndo, podem afetar eventos criticos para o desenvolvimento
do sistema reprodutivo, como no desenvolvimento das
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células germinativas primordiais, na gametogénese e em
eventos de sinalizagdo que determinam o comportamento
sexual (Romano et al. 2010; Romano et al. 2012; Mathias,
et. al. 2012). Os danos as células germinativas dependem
da fase da espermatogénese. Podem ocorrer danos pds-
testiculares, se a exposi¢do for, por exemplo, durante o
transito epididimal, prejudicando assim a maturagdo dos
espermatozoides (Pryor et al., 2000; Romano et al., 2010;
Romano et al., 2012).

As nanoparticulas de sais de prata, particularmente,
possuem inumeras aplicacdes, mas dentre elas destaca-
se o seu potencial antimicrobiano. O mecanismo exato
pelo qual ocorre essa atividade ainda ndo esta totalmente
elucidado, mas ¢ provavel que ocorra por uma ligagdo com
a membrana bacteriana e que consequentemente interfira
no metabolismo bacteriano (Kim et al., 2007). Em razao do
atual problema de resisténcia bacteriana aos antibioticos,
as nanoparticulas de sais de prata vém se tornando foco de
estudos para novas drogas que atuem como antimicrobianos
ou em sinergismo com antibidticos por aumentarem sua
biodisponibilidade (Duran et al., 2010).

A toxicidade de nanoparticulas de sais de prata vem
sendo mostrada por uma série de estudos in vitro (Foldbjerg
et al., 2009, 2011; Kawata et al., 2009; Kim et al., 2009).
Um estudo demonstrou em seus resultados que essas
nanoparticulas causam toxicidade a células germinativas, por
causar menor proliferacdo de células tronco espermatogoniais
em ratos. Houve perturbacdo de componentes da via de
sinalizacdo da GDNF (Fator neutrofico da célula glial), que
¢ uma molécula essencial para a auto renovagado das células
tronco espermatogoniais in vivo e para proliferagdo dessas
células in vitro (Braydich-Stolle et al., 2010).

Investigagdes toxicologicas demonstram que fatores
como tamanho, forma, caracteristicas de superficie e taxa
de dissolucdo influenciam na habilidade das nanoparticulas
de interagir com sistemas biologicos (Castranova, 2011). A
toxicidade de nanoparticulas feitas com metais podem ndo ter
origem na(s) nanoparticula(s) em si, mas sim da capacidade
dessas pequenas particulas se dissolverem deixando ions
metalicos em solu¢do (Mudunkotuwa & Grassian, 2011).

Kim et al. (2009) sugeriram que a toxicidade das
nanoparticulas de sais de prata ¢ devido principalmente
ao estresse oxidativo e ndo ao ion prata. Outros autores
relataram que a quantidade de ion prata contida em
suspensdes de nanoparticulas de sais de prata ndo poderia
explicar totalmente a toxicidade observada nessas
suspensdes e que ambos, 0s ions prata e as nanoparticulas
de sais de prata contribuem com a toxicidade (Kawata et
al., 2009; Navarro et al., 2008). Através desses relatos que
possuem certo grau de conflito, as evidéncias sugerem que
o ion prata esta ligado pelo menos em parte a toxicidade das
nanoparticulas de sais de prata.

Baseado nas evidéncias de absor¢do, na grande
utilizagdo dos nanomateriais em cosméticos, medicamentos
e na sua liberacdo no meio ambiente por diversas fontes,
procuramos abordar brevemente o0s nanomateriais,
demonstrar produtos contendo nanoparticulas de prata que
sdo de uso comum dos seres humanos, os quais estamos em
contato diariamente e trazer estudos realizados sobre sua
toxicidade.
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As nanoparticulas diferem de produtos quimicos
tradicionais, embora partilhando a mesma composi¢ao
quimica, por apresentarem propriedades fisicas e
quimicas diferentes da sua forma idnica, de tal modo que
o comportamento de nanoparticulas ndo ¢ padrdo para o
mesmo produto, diferindo, na dependéncia do tamanho
da particula, de seu metabolismo e interagdo com o sitio
de acdo (Dhawan & Sharma, 2010). Atengdo especial
deve ser dada para a manipulacdo desse tipo de material,
considerando seu possivel impacto de toxicidade cronica
no ambiente (Panacek et al., 2011).

Compostos quimicos podem produzir efeitos
adversos no ser humano, podendo levar a pequenas reagdes
alérgicas até graves danos metabolicos, imunologicos
e de desregulacdo endocrina (Colborn et al., 1993).
Particularmente, em relagdo as nanoparticulas de prata,
pouco ainda se conhece a respeito de suas agdes metabodlicas
adversas ¢ efeitos colaterais ou inesperados, doses toxicas e
mecanismos de absor¢do e eliminagdo (Oberddrster et al.,
2005; Dhawan & Sharma, 2010).

Por se tratarem de produtos novos e recentes,
estudos da sua nanotoxicologia sdo escassos e muitas vezes
contraditorios. Para avaliacdo quanto aos efeitos sobre os
organismos vivos, € necessaria a caracterizagdo de suas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas e estudos de sua
toxicologia (Horie et al., 2012).

Nanoparticulas de Sais de Prata (AgNPs)

Existem muitos produtos de consumo ¢ aplicagoes
da prata em forma de nanoparticulas. O banco de dados
de Woodrow Wilson (http://www.nanotechproject.
org) listou 1.015 produtos de consumo onde sao
incorporadas nanoparticulas, sendo que 259 apresentam
nanoparticulas de prata. O namero de produtos contendo
AgNPs cresceu de menos de 30 em 2006 para mais de
300 no inicio de 2011 (WWICS, 2011). Estima-se que
cerca de 280 toneladas de AgNPs foram produzidas
para utilizagdo em produtos comerciais ou industriais,
e esse numero deverd quadruplicar em 2015 (The Silver
Institute, 2011).

Sua ampla atividade bactericida e custo
relativamente baixo na fabricagdo as tornaram
extremamente populares, principalmente em materiais
de higiene, consumo e cosméticos, incluindo sabonetes,
pastas, metais e téxteis (Capek, 2004; Frattini et al., 2005;
Luoma, 2008; Ratte, 1999; Silver, 2003; Silver et al.,
20006).

Devido a sua potente atividade bactericida,
as nanoparticulas de prata vem sendo incorporadas
em diferentes produtos comerciais nas areas médico-
hospitalares. Particularmente, as nanoparticulas de sais
de prata AgNPs estdo mais comumente sendo utilizadas
como antissépticos para prevengdo da infecgdo hospitalar,
principalmente na desinfeccdo de proteses osseas, cardiacas,
mamarias, entre outras, além de seu uso em revestimento
de mamadeiras, tintas, condutores, aditivos alimentares, e
também como bacteriostaticos em desodorizantes (Horie
et al., 2012; WWICS, 2011). Seu uso se estende também
a materiais de restauracdo dentaria, cimentos dentarios,
implantes e soluc¢des inibidoras de caries (Garcia-Contreras
etal., 2011).

Rev Ciénc Farm Basica Apl., 2014;35(2):187-193



Toxicologia de Nanoparticulas de prata

Atualmente, ndo ha nenhuma evidéncia que sugira
que os seres humanos estdo sendo afetados pela utilizagao
de AgNPs em produtos de consumo, mas sabe-se que
matérias primas contendo AgNPs estdo suscetiveis a
liberacdo de prata dissolvida para o meio ambiente, assim
como suas emissdes, o que pode levar sua bioacumulagdo
(Benn & Westerhoff, 2008; Geranio et al., 2009; Gottschalk
et al., 2009).

Nanoparticulas de prata podem ser liberadas ao
meio ambiente de varias formas, como exemplo, durante
a sua sintese, fabricacdo, utilizagdo e também durante a
reciclagem de materiais que contenham AgNPs (Kohler et
al., 2008).

Embora a toxicologia de prata e seus compostos
tenham sido estudados, existem varias lacunas de
conhecimento sobre o risco causado pela prata na forma
de nanoparticulas, tanto para os seres humanos quanto para
o meio ambiente (Wijnhoven, 2009). Ha uma necessidade
de desenvolver métodos analiticos apropriados para
caracterizagdo, detecgdo e quantificacdo de AgNPs no meio
ambiente (Fabrega et al., 2011; Blaser et al., 2008; Mueller
& Nowack, 2008; Luoma & Rainbow, 2005; Paquin et al.,
2002; Puzyn et al., 2009).

Em 2008, um estudo que analisou o risco de
liberacdo de AgNPs para o ecossistema de agua doce,
previu que até 2010, 15% de toda a prata liberada na agua
na Unido Europeia seria de materiais como plasticos e téxtil
(Blaser et al., 2008).

A toxicidade do ion prata in vivo, tem sido
pesquisada em algumas espécies de peixe de agua doce
(Janes & Playle, 1995; Hogstrand & Wood, 1998). fons
de prata em solugdo podem atingir as células epiteliais
branquiais via canal de Na+ acoplado ao proton ATPase
na membrana apical das branquias, atravessar a membrana
basolateral das branquias e bloquear a Na+/K+ ATPase e
afetar a ion-regulacdo de Na+Cl- (Grosell et al., 1999).

Os efeitos in vivo das AgNPs em peixes, indicaram
que particulas entre 10 ¢ 80 nm afetaram o desenvolvimento
precoce dos peixes, o que incluem deformidades da medula
espinhal, arritmia cardiaca e sobrevivéncia. Além disso,
as AgNPs também podem ser acumuladas nas branquias
e no tecido hepatico afetando a capacidade dos peixes em
lidar com baixos niveis de oxigénio, induzindo o estresse
oxidativo (Bilberg et al., 2010; Scown et al., 2010; Yeo &
Pak, 2008; Asharani et al., 2008).

Testes subagudos de toxicidade (28 dias) mostraram
que ratos toleraram doses de 1000 mgKg-1 de AgNPs
sem alteragdes significativas no peso corporal, mas com
aumento dos niveis da fosfatase alcalina e do colesterol
com doses acima de 300 mgKg-1, indicando alterag¢des
funcionais do tecido hepatico (Kim et al., 2008).

Os efeitos antimicrobianos das nanoparticulas de
prata contra leveduras, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus demonstraram diferencas entre eles. Quando as
AgNPs foram testadas em leveduras e na Escherichia
coli, houve inibigdo do crescimento bacteriano, mas o
efeito inibitorio para Staphylococcus aureus foi menor,
em comparacdo com oS outros microorganismos. Isto ¢
causado provavelmente devido a presenca de diferencas
estruturais na membrana dos microrganismos, presenga ou
ndo de peptidoglicano, mas ainda nao foi confirmado. Este
mesmo estudo demonstrou que bactérias gram-positivas

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2014;35(2):187-193

foram consideravelmente mais resistentes do que as gram-
negativas quando AgNPs de 12 nm foram administradas
(Kim et al., 2007). Ja Yoon et al. (2007) demonstraram o
oposto com nanoparticula de tamanho de 40 nm.

Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)
exercem agdo antiviral contra HIV-1 em concentragdes
ndo citotéxicas, mas o mecanismo de agdo ndo foi
completamente elucidado, podendo ocorrer inibigdo da
replicacdo e inativagao do virus (Lara et al., 2010; Gusseme
et al., 2010).

Efeitos toxicos das AgNPs podem diminuir a
fertilidade, e podem ter consequéncias negativas para o
desenvolvimento da prole (Lucas et al., 2009; Braydich-Stolle
etal., 2010). Os efeitos dos diferentes tipos de nanoparticulas
sobre estas células germinativas e somaticas demonstram uma
toxicidade dependente da concentragdo (Asarea et al., 2012).
Enquanto os sais soluveis idnicos correspondentes, ndo tem
nenhum efeito significativo, as AgNPs s@o consideradas as
mais citotoxicas para a linhagem de células germinativas in
vitro (Braydich-Stolle et al., 2005).

Indicadores de toxicidade reprodutiva de
nanoparticulas de sais de prata em zebrafish (Danio rerio),
com grande similaridade ao DNA de ratos, incluem alta
mortalidade de embrides, atrasos na taxa de eclosdo de ovos,
além de aberracdes da pele causada pela AgNP, resultado de
entrada de nanoparticulas através da pele dos embrides. O
potencial efeito para causar danos a satude e a ecotoxicidade
¢ concentra¢do dependente. Deposi¢do de nanoparticulas
no sistema nervoso central pode ter efeitos deletérios, como
danos ao DNA ¢ aberra¢des cromossomicas (Asharani et
al., 2008).

As AgNPs podem afetar in vitro, espermatogonias
de camundongos por inibi¢do da atividade mitocondrial
(Braydich-Stolle et al., 2005; Carlson et al., 2008; Hadrup
et al., 2012) ou por efeitos citotoxicos (Asarea et al.,
2012). No entanto, estudos in vivo a respeito da toxicidade
das AgNPs sobre o sistema reprodutivo ainda ndo sdo
conclusivos.

Pequenas doses de AgNPs tem potencial para
causar toxicidade e -cito-genotoxicidade (Asharani et
al., 2009), gerar espécies reativas ao oxigénio e induzir
estresse oxidativo no sistema nervoso central (Win-Shwe
& Fujimaki, 2011; Carlson, et al., 2008). Drosofilas
expostas a baixas concentragdes agudas de AgNPs (5 mgL-
1) apresentam decréscimo na fecundidade. Niveis adversos
com baixa concentracdo foi observada in vitro em células
de mamiferos com valores de 222 a 362 mgAgkg-1dia-1
(Stensberg, 2011).

Sabe-se que as membranas possuem alta afinidade
pela prata e que esta ¢ encontrada nos lisossomas das
membranas. Algumas células também apresentaram uma
quantidade inesperada deste material no citosol apos
a exposicdo a AgNPs, talvez devido ao efeito sobre a
estabilidade da membrana lisossomal. A acumula¢do de
AgNPs diminuiu a estabilidade da membrana lisossomal
podendo promover processos de apoptose celular (Garcia-
Alonso et al., 2011).

AgNPs de 14 nm alteram as concentragdes de
neurotransmissores cerebrais, noradrenalina e dopamina. In
vitro causam morte por apoptose, uma possivel explicagdo
para isso poderia ser a liberagdo e acdo da forma ionica da
prata na superficie da AgNPs (Hadrup et al., 2012).
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Em relacdo a dose, para as AgNPs, a LOAEL
(lowest observable adverse effect level) que corresponde a
dose mais baixa em que ndo se observam efeitos adversos
foi definida em 125 mgkg-1 e a NOAEL (no observable
adverse effect level) que corresponde a maior dose em
que ndo sdo observados efeitos adversos foi definida em
30 mgkg-1 para ratos intoxicados por via oral, durante um
periodo de 90 dias (Kim et al., 2010).

Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs) sofrem
facilmente transformag¢des no meio ambiente alterando
suas propriedades, transporte e toxicidade (Levard et al.,
2012). Desta forma podendo promover potencializagdo
dos efeitos toxicos a saide humana e ao meio ambiente.
Constatamos mudangas nos niveis séricos de testosterona,
produgdo  espermatica, comportamento sexual e
concentragdo de espermatozoides em animais intoxicados
com nanoparticulas de sais de prata em animais expostos
durante a pré-puberdade com particulas de 60 nm (Sleiman
etal., 2012).

CONCLUSAO

AgNPs encontram-se como importante componente
a ser estudado como um potencial agente toxico ambiental
para a populagdo exposta, desde animais silvestres,
domésticos a satde publica. O uso de compostos contendo
o produto deve ser monitorado e padrdes de concentragdes
toxicoldgicas aceitdveis devem ser estabelecidos. A
avaliacdo dos possiveis efeitos adversos de seu uso,
principalmente sobre células indiferenciadas, como as
espermatogonias necessitam ser determinadas para a
seguranca da populagao.
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ABSTRACT

Assessment of Toxic and Environmental Effects of

Silver Salt Nanoparticles

Nanoparticles of silver salts are compounds widely used
in the manufacture of pharmaceuticals and cosmetics, as
well as in hospitals. Their presence, both in commercial
products and in medicine, and their strong correlation
with public health and environmental impact, have
aroused great interest in direct and indirect actions on
the human being. Nanoparticles of silver salts have been
widely used as antimicrobial agents, in the disinfection
of hospital supplies, deodorants, dental materials, in
internal prostheses and intravenous catheters and have
led to human and environmental contamination. Their
effects on the environment, dangerous concentrations
andacceptable levels of contamination demand study.
Instability in their interactions with other products
makes them of great interest in terms of contamination
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and persistence in the environment. Several studies
performed in our laboratories demonstrate the
endocrine disrupting activity of various chemical
contaminants, with environmental risk to human
health. Thus, our aim here was to survey the main uses
of silver salt nanoparticles, their toxicological effects
and risks to public health and the environment.
Keywords: Nanoparticles. Toxicology. Nanomaterials.
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