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Resumo

Os nanomateriais estdo presentes na sociedade e sdo cada vez mais utilizados, sendo a
nanoprata um dos mais relevantes. Porém, ha estudos que indicam que ela pode causar danos
ao meio ambiente e aos seres vivos, incluindo os seres humanos. O objetivo deste trabalho foi
sintetizar particulas de nanoprata e avaliar sua toxicidade em comparagéo aos ions prata (Ag™)
em solucdo, utilizando-se o bioensaio com sementes de alface. (Lactuca sativa). Nos ensaios,
a nanoprata mostrou-se mais prejudicial ao desenvolvimento da planta que os ions de prata,
tanto na germinacéo relativa quanto para o crescimento das raizes e radiculas.
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Abstract

Nanomaterials are present in society and are increasingly used, is of greater relevance to
nanosilver. However, some studies suggest it may cause damage to the environment and living
beings, including humans. The objective of this study was to synthesize particles of nanosilver and
evaluate their toxicity compared to silver ions (Ag +) in solution, using the lettuce seed bioassay
(Lactuca sativa). In tests, the nanosilver was more detrimental to plant growth that ions of silver,
both in germination and relative growth of roots and rootlets.
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1 Introducéo

Os nanomateriais tém ganhado cada vez mais importancia, visto as crescentes
pesquisas na area e as aplicacOes desses materiais. Isso acontece porque as propriedades
(sejam elas elétricas, cataliticas, Oticas, etc.) atribuidas aos materiais dependem muito do
tamanho de suas particulas, e manifestam-se a partir de um tamanho minimo (o tamanho
critico). Em sintese, um nanocomposto € aquele que tem pelo menos uma dimenséao na escala
nanométrica e que seja inferior ao tamanho critico, de modo que alguma propriedade seja
alterada (ZARBIN, 2007).

Em funcdo de suas diversas aplicacbes, consideram-se como principais usos 0S
cosmeticos (em protetores solares, nanoemulsfes que tém caracteristicas como textura que
agradam mais 0s consumidores); 0s nanomateriais de carbono; aqueles usados para
descontaminacdo ambiental (s&o aplicados como catalisadores para degradacdo de compostos
organicos); aqueles usados para desinfeccdo, aléem de outras aplicagdes na medicina, como o
estudo para liberacdo programada de farmacos (PASCHOALINO et al, 2010).

Devido ao uso frequente de nanomateriais, torna-se importante avaliar a sua toxicidade
tanto para 0 meio ambiente quanto para o ser humano, pois, sendo particulas extremamente
pequenas, a capacidade de deslocamento por todo o meio ambiente é consideravel, o que as
tornam disponiveis tanto na atmosfera, no meio aquético, bem como no solo.
(PASCHOALINO et al, 2010).

Dessa forma, 0s organismos Vvivos estdo expostos as nanoparticulas, podendo ocorrer
sua inalacdo, o contato com os tecidos epiteliais externos, assim como absorcdo ao nivel
celular e a ingestdo involuntaria, ocorréncias que podem ser prejudiciais ao seu bem-estar.
(PASCHOALINO et al, 2010).

A principal forma de exposi¢do dos organismos vivos as nanoparticulas é por meio da
inalacdo. Além dos problemas gerados no sistema respiratorio (inflamac6es, deposito nos
alvéolos, asma, etc.), tais materiais podem chegar até a corrente sanguinea, e serem
transportadas a outros 6rgaos, como exemplo o coracgdo e o cérebro, causando danos a esses
orgdos. (COSTA, 2009).

Em relagdo a absorcdo pelos tecidos externos, estudos sugerem que em tecidos
saudaveis, 0os nanomateriais ndo conseguiriam adentrar. Contudo, pouco foi pesquisado na
area em por devido a auséncia de voluntarios. Em alguns peixes, a absor¢do se da pelas
guelras e tem a capacidade de causar inflamacGes nas mesmas, assim como diminui¢do da
atividade da ATPase nas guelras e no intestino. (SHETLER, 2009).

Entre todas as nanoparticulas pesquisadas, a nanoprata € a mais utilizada, e suas
aplicacbes vem do inicio do século XX, dada sua acdo bactericida sobre Vvarios
microorganismos, e também sobre alguns tipos de virus , conforme Key e Mass (2001).
Outros metais também foram pesquisados com o intuito de verificar sua capacidade de afetar
microorganismos, como cadmio, chumbo, ferro, ouro, zinco, mercurio, sendo este Ultimo o
mais prejudicial aos seres humanos e a prata considerada menos toxica para células animais.
(BERNI NETO et al, 2008),

Contudo, o uso prolongado de prata idnica e nanoprata pode culminar a uma doenca
chamada Argiria, que é caracterizada pelo acimulo de sais de prata na epiderme e nos 6rgaos
internos, dando ao individuo aparéncia azulada. Por esse e demais motivos, em 1975 ela foi
descartada oficialmente da Farmacopéia dos EUA. (COSTA, 2009).

Em comparacdo a prata ionica, a acdo bactericida da nanoprata é ainda maior pois
sendo um metal pesado, reage com grupos tidis (-SH) das proteinas que se encontram na
membrana celular bacteriana, e causam a diminuicdo da permeabilidade da membrana
levando ainda a morte do microorganismo. (COSTA, 2009).

As células dos mamiferos, por sua vez, ndo possuem grupos (-SH) em suas
membranas para reagirem com a nanoprata, e dessa maneira as nanoparticulas ndo conseguem
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adentrar nas células. (COSTA, 2009).

No entanto, Braydich-Stolle et al. (2005) verificaram a toxicidade sobre gametdcitos,
demonstrando que a prata coloidal era mais prejudicial ao desenvolvimento até mesmo que
nanoparticulas de cadmio. Eles apontaram também que células adultas sdo mais afetadas que
outras linhas celulares, e nanoparticulas de prata de aproximadamente 15 nm de diametro
restringem a atividade das mitocondrias (no ciclo energético, responsaveis por converter
nutrientes em ATP). Neste caso, a nanoprata encontrada em implantes médicos poderia ser
muito toxica aos 0ssos e outros tecidos que entrassem em contato.

Costa (2009), em sua pesquisa sobre atuacdo da nanoprata em ratos, descobriu que 0s
tecidos que possuem muitas mitocéndrias (como cérebro, 0ssos, coracdo, figado, etc.) sdo
mais suscetiveis a acdo do nanomaterial, assim como a atividade da creatina quinase (proteina
que possui grupos tidis) também foi reduzida.

No meio ambiente aparecimento de nanoprata, incluindo nos sistemas aquéticos €
fruto do seu emprego cada vez maior nas industrias, em produtos como embalagens de
alimentos, farmacos, produtos de uso médico-hospitalar, cosméticos, materiais de uso no setor
agricola, entre outros. E, juntamente a sua utilizacdo, ha o descarte desses materiais, muitas
vezes de forma inadequada, ou ainda, por serem materiais relativamente novos, ndo se sabe
exatamente qual seu destino correto de forma que ndo cause riscos. (PASCHOALINO et al,
2010).

Nesta perspectiva, 0 impacto da nanoprata no meio ambiente carece de maiores
estudos, inclusive sdo necessarias mais informacgdes acerca da sua toxicidade (seja para 0s
seres humanos, demais seres vivos ou todo o meio ambiente) e niveis seguros de exposicao,
para posterior desenvolvimento de tecnologias que possam controlar e tratar efluentes desse
género no meio ambiente.

Tentando conhecer os efeitos da nanoprata, prop6s-se uma forma de sintese e a
avaliacio da toxicidade da mesma em comparacgdo com os efeitos do fon Ag®, utilizando o
bioensaio de germinacdo de sementes de alface (Lactuca sativa).

2 Metodologia

2.1  Sintese da nanoprata

A sintese da prata nanoparticulada foi adaptada do método proposto por Turkevich et
al (1951) e Monteiro (2009). A reacdo consiste na reducao de ions prata (AgNQO3) com auxilio
do citrato de sédio (NazCsHsO7), nas concentracdes de 0,001 mol L-1 e 0,034 mol L™ (com
pH entre 8,0 e 8,5), respectivamente, conforme reacdo abaixo:

3AgNO;3 + NazCeHs07 — 3Ag + 3NaNO3 + CgHs04

Nesta reacdo, o citrato de sodio tem o papel de agente estabilizante da nanoprata no
meio, evitando que ele retorne a sua forma iénica.

Num baldo de fundo chato, 100 mL da solucdo de nitrato de prata foram aquecidos até
97°C. Entéo, foram adicionados 20 mL da solucéo de citrato de sédio. Esta mistura continuou
sob aquecimento a 97°C e agitacdo magnética por aproximadamente 10 minutos, momento em
que ha o surgimento da coloracdo amarelo &mbar, que indica qualitativamente a obtencdo da
prata coloidal.

A sintese foi comprovada pelo espectro de absorcdo ultravioleta/visivel (UV/Vis) na
regido de 300 a 800 nm.
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2.2  Testes de germinacdo com sementes de alface

O metodo utilizado nos ensaios de toxicidade foi baseado na metodologia descrita por
Sobrero e Ronco (2004). A técnica consiste ha comparacdo do percentual de germinacao das
sementes de alface obtidas nas diluigdes: 1, 3, 10, 30 e 100% de solucdo de nanoprata e da
solucdo de prata idnica (0,001 mol L), com adicdo de agua dura reconstituida preparada
segunda APHA (1998). O teste foi realizado em triplicata e a &gua dura foi utilizada como
controle negativo.

Foram preparadas placas de Petri de 100 mm de diametro, as quais continham papel de
filtro (Whatman, n° 3, de 90 mm de diametro). Cada placa foi saturada com 2,5 mL de cada
diluicdo, evitando a formacao de bolhas de ar entre a placa e o papel filtro. Neste meio, foram
colocadas, com auxilio de uma pinca, 20 sementes com espaco suficiente entre elas para
permitir o crescimento das raizes. As placas foram tampadas, acondicionadas em sacos
plasticos fechados (impedindo a perda de umidade) e levadas a incubadora, por 120 horas a
temperatura de 22 °C. O comprimento das raizes e radiculas foram medidas em mm com
auxilio de um paquimetro.

Como mais um parametro da toxicidade, calculou-se ainda a germinacdo relativa
(GR), pela equacdo 1:

n° de sementes que germinaram na amostra
% GR= x 100 (1)
n° de sementes quegerminaram no controle

3 Resultados e discussao

3.1.  Sintese da nanoprata
A sintese da nanoprata por meio da reducdo foi acompanhada em duas etapas,
primeiramente de forma qualitativa, conforme figura 1.

Figura 1- Coloragdes das solucfes: A) prata ibnica e B) nanoprata.
P L

A figura 1A apresenta a coloracdo da solugdo contendo prata ionica e a figura 1B
mostra a obtencao da nanoprata que é identificada pelo aparecimento da cor amarela &mbar ao
final da reagé@o, conforme descrito por Monteiro (2009).

Em seguida, a sintese foi comprovada com o auxilio do espectro de absor¢do UV-Vis,
com o aparecimento de uma banda na regido de 430 nm (caracteristico da nanoprata), descrito
por Costa (2009), e que pode ser visualizado na figura 2.
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Figura 2 - Espectro caracteristico da nanoprata
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Segundo Das et al (2009) as bandas apresentadas no espectro (figura 2) sugerem
diferentes tamanhos de nanoparticulas, e Oldenburg (2011) afirma que bandas finas na regido
de comprimento de onda de 430 nm indicam particulas de 10 até 50 nm. Bandas largas (
comprimento de onda proximo de 500 nm) atestam a presenca de nanoparticulas maiores,
entre 50 e 100 nm. Bandas abaixo do comprimento de onda de 400 nm sugerem a presenca de
particulas menores de 10 nm.

3.2 Testes de toxicidade

Avaliou-se a toxicidade de acordo com o método descrito por Sobrero e Ronco (2004).
Na Tabela 1 encontram-se os valores de germinacdo relativa (GR) das amostras, em
porcentagem, calculado através da equacao 1.

Tabela 1 - Germinacdo relativa das sementes.

Percentual Germinacao relativa (%)
de solugéo Nanoprata  Ag’

1% 89 98

3% 76 89

10% 73 85

30% 71 79

100% 67 68

De acordo com a tabela 1, observou-se que a germinacao relativa foi maior para as
sementes expostas ao ion prata do que para a nanoprata, a germinacéao foi decrescente com o
aumento da concentragdo do agente toxico para ambas as solucgdes verificando assim o efeito
de toxicidade aguda.

Em relagdo ao efeito sob o crescimento relativo das raizes, o mesmo pode ser
observado na figura 3. Concentragbes que n&do apresentaram toxicidade aguda, mas
desenvolveram toxicidade cronica para o desenvolvimento da planta, de modo a inibir ou
retardar seu crescimento.
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Figura 3 — Efeito das solugdes sobre o crescimento das raizes.
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Comparativamente, a solucdo de nanoprata foi mais prejudicial que a solucdo de ions
prata, 0 que é confirmado pela grande diferenca na concentracdo de 100%, o crescimento
médio foi de 1,7 mm, e 14,1 mm respectivamente, o que também €é comprovado na
concentracdo de 30% (2,8 mm e 10,7 mm, respectivamente).

Pelo grafico, aparentemente na concentracdo de 3% observa-se que a variagdo no
crescimento foi maior que o controle negativo, para ambas as solu¢fes. No entanto,
verificando o desvio padrdo do crescimento amostras 18,1+4,2 mm para prata inica e
20,7+4,1 mm para nanoprata, ambas estdo préximas, e podem até mesmo ter comprimento
menor que o controle negativo.

J& o efeito sobre as radiculas pode ser visto na figura 4.

Figura 4 - Efeito das solugdes sobre o crescimento das radiculas.
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Observa-se na figura que a prata coloidal é potencialmente mais prejudicial, notando-
se as menores taxas de crescimento entre as concentracdes de 1% e 30 %. Para a concentracao
de 100% considerando novamente o desvio padrdo do comprimento médio das radiculas
(5,1£2,2 mm para a prata iénica e 5,7£1,7 mm para a nanoprata), praticamente ndo ha a
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diferenca no crescimento das mesmas.

4 Concluséo

Os ensaios permitiram comparar a toxicidade da nanoprata e dos ions de prata para
sementes de alface (Lactuca sativa). Os testes indicaram que a nanoprata é mais toxica, seja
na toxicidade aguda, com menor germinacdo relativa das sementes de alface expostas a
nanoprata, assim como na toxicidade cronica, acompanhado pelo menor crescimento das
raizes e das radiculas em comparagéo as sementes expostas a prata idnica.
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