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Nanoparticulas de Prata para uso Bactericida:
Fatores Extrinsecos e Intrinsecos para Aumento da
Estabilidade

Silver Nanoparticles for Antibacterial Use: Extrinsic and Intrinsic Factors
to Increase Stability

Gabriel Mustafa Misirli,?** Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio,*™ Shirley de Mello Pereira
Abrantes©

Recent studies with silver nanoparticles (AgNPs), a broad spectrum bactericidal and virucidal agent, place
them as a promising ingredient in fighting the spread of multiresistant bacteria, viruses and neglected
diseases, as well as other biological uses. In this review, we show the difference between the mechanisms
of the AgNPs and silver ions (Ag*) in the chemical, biological and toxicological level, as well as the
augmented influence of the bactericidal activity in the facets {111}. To better understand the efficacy of
the AgNPs as an antimicrobial agent, the mechanism of action of the AgNPs was analyzed in bacteria
and viruses. Furthermore, we described intrinsic and extrinsic factors that directly affect the physical-
chemical stability of AgNPs and are essential for their biological use, in future clinical studies and in the
development of new products containing AgNPs.

Keywords: Silver nanoparticles; bactericidal and virucidal agent; mechanism of action; stability; toxicity.

1. Introducao

A prata € um dos agentes bactericidas mais antigos da histéria. Existem registros que datam
de mais de 1000 anos a.C. referindo-se ao seu uso medicinal, como um agente antimicrobiano.'
Desde entdo, o efeito bactericida da prata e das nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido
estudado e diversas evidéncias experimentais de sua eficicia tém sido comprovadas tanto em
estudos in vitro, como in vivo.>® Uma revisio sistematica realizada concluiu que curativos,
para tratamento de feridas, contendo AgNPs mostram a ac¢io antibacteriana dos mesmos.’

O uso indiscriminado de antibiéticos e o aumento de microrganismos multirresistentes
nos tltimos anos ressuscitou a atengdo dos cientistas para os estudos do uso de prata e de suas
nanoparticulas como agentes antimicrobianos.**#-'° Os virus sdo uma das principais causas de
doengas e mortes no mundo e t€m a capacidade fascinante de se adaptar ao seu hospedeiro,
passar para um novo hospedeiro e escapar das medidas antivirais e, da mesma forma, as
bactérias sdo resistentes aos antibidticos principalmente devido a sua capacidade de criar
biofilme.'*"* Segundo a Organiza¢iio Mundial de Saide (OMS), o aumento da resisténcia das
bactérias e virus aos antibidticos ja causa pelo menos 700.000 mortes/ano e tende a aumentar
para 10 milhdes mortes/ano até 2050, caso nenhuma solugdo seja encontrada para limitar a
resisténcia microbiana.'*

Ao contrario do que acontece com antibidticos convencionais e de alvo especifico, a prata
ataca os organismos em diferentes alvos e esta pode ser uma explicacdo plausivel que dificulta
a criagdo de resisté€ncia contra ela, pois ndo seria possivel as bactérias e virus desenvolverem
uma série de mutagdes, simultaneamente, para se protegerem. '

Por outro lado, as propriedades fisico-quimicas das AgNPs, como o seu tamanho, morfologia
e agente estabilizantes, podem afetar a eficdcia e seguranca do uso desse material.*'® A agregacio
e a dissolucdo oxidativa sdo pontos cruciais para evitar riscos a satide decorrentes da exposi¢ao
das AgNPs e liberagdo de fons Ag* no meio."” O desenvolvimento das AgNPs, como agentes
terapéuticos de alta eficicia e baixa toxicidade, avanga para uma nova era da medicina e sua
caracterizacdo adequada € essencial para garantir sua eficicia e baixa toxicidade.'®!® Assim,
essa revisdo busca discutir a relevancia do controle da estabilidade das AgNPs por meio da
avaliac@o de trabalhos da literatura. A busca desses trabalhos foi feita, principalmente, via as
bases de dados da Pubmed e Science Direct com descritores nanoparticulas de prata, estabilidade,
aplicagdo microbioldgica, toxicidade.
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1.1. Morfologias de AgNPs

As AgNPs podem ser sintetizadas com vdrias
morfologias, dependendo do método de fabricag@o, como:
esferas, bastdes, fios, placas triangulares, placas hexagonais,
pirdmides, cubos, além de compostos bimetalicos. E todas
possuem caracteristicas especificas, tanto do ponto de vista
fisico-quimico, como no campo biomédico.!*?

As propriedades quimicas e fisicas dnicas dos
nanocristais de prata sdo determinadas ndo apenas pela
grande concentra¢ao dos dtomos da superficie, mas também
pelas orientagdes cristalograficas das faces. O ndmero
de dtomos na superficie € influenciado pelo tamanho
da nanoparticula e a morfologia das particulas depende
da orientagdo cristalografica. As faces {111}, {100} e,
possivelmente, {110} das AgNPs sdo diferentes, ndo apenas
nas densidades dos dtomos da superficie, mas também na
densidade eletronica, ligagdo e reatividade quimica.?’>* Na
Figura 1 € possivel visualizar estas faces de forma mais clara.

A orientagdo cristalografica de uma AgNP pode ser
determinada usando a técnica de difracdo de raios-X (XRD),
que € baseada na lei de Bragg. Os planos cristalograficos
de um cristal (faces), atuam como espelhos, de modo que
os feixes de raios-X sdo refletidos formando um segundo
angulo, 0, permitindo a identifica¢do das faces.?*2

1.2. Propriedades antimicrobianas das AgNPs

Ajayan e Marks (1988) e Hatchett e Henry (1996)
demonstraram que a reatividade da prata é favorecida
pelas faces de alta densidade atdmica {111}.2"?® Morones
e colaboradores (2005) mostraram, usando microscopia
eletronica de transmisséo de alta resolucio com deteccio de
campo escuro anular, que em torno de 98% das particulas
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de AgNPs, sintetizadas pela Nanotechnologies Inc.,
tinham morfologia cuboctaédrica, icosaédrica e decaédrica
geminadas.” Todas estas morfologias apresentaram,
principalmente, superficies {111}.'5%2% Pal e colaboradores
(2007) foram os primeiros a avaliar comparativamente a
atividade bactericida das formas das AgNPs triangulares
truncadas (40 nm), esféricas (39 nm) e tubulares (133 nm),
frente a bactéria Escherichia coli, e concluiram que a forma
triangular truncada apresentava maior agdo biocida." Tal
fato foi explicado por essa ultima apresentar uma maior
quantidade de orientacdes cristalogréficas das faces {111},
observada na difragd@o de raios-X. J4 as AgNPs esféricas e
tubulares tinham predominantemente faces {100}, junto
com pequena percentagem de faces {111}, logo menor
reatividade da prata, uma vez que essa € favorecida por
faces com alta densidade atomica como {111}."5 Van
Dong, Ha, Binh e Kasbohm (2012) observaram que a
atividade bactericida das nanoparticulas de prata pode ser
ajustada pelo controle do tamanho e da forma no preparo
das AgNPs.*® Compararam a atividade bactericida, usando
E. coli, em duas formas de AgNPs, esférica e nanoprisma
triangular, nos tamanhos de 4, 21 e 40 nm e 25 a 400 nm,
respectivamente. O estudo mostrou que a forma triangular,
contendo principalmente faces {111}, exibiu propriedades
bactericidas maiores quando comparadas com as formas
esféricas.”

Agnihotri, Mukherji e Mukherji (2014) estudaram
a atividade bactericida frente as bactérias E. coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, de varios
tamanhos de AgNPs, na forma esférica, e perceberam que
as AgNPs foram altamente t6xicas as cepas bacterianas
e sua eficdcia aumentou com a diminui¢do do tamanho.
O efeito ficou mais pronunciado quando usou tamanho
de 5 nm, demonstrando uma atividade bactericida mais
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Figura 1. Morfologia de nanocristais com suas faces predominantes em cada estrutura e a razdo (R) na proporg¢do das faces {111} em relagdo as {100}.
Fonte: Formas geométricas de nanocristais com suas superficies predominantes em cada estrutura e a propor¢ao de superficies {111} em relagdo a
{100}. Adaptado das ref. 23, 24 e 25; Copyright 2000, American Chemical Society; Copyright 2005, Wiley; Copyright 2009, Wiley, respectivamente.
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rapida quando comparada com os tamanhos de 7 e
10 nm. A extensdo da atividade bactericida foi a mesma
para tamanhos de 5, 7 e 10 nm, independentemente das
cepas bacterianas.’ Raza e colaboradores (2016) quando
compararam a atividade bactericida, frente as bactérias
E. coli e Pseudomonas aeruginosa, das AgNPs, nas formas
esféricas e triangulares, nos respectivos tamanhos de 15 a
90 nm e 150 nm, deduziram que as formas esféricas, de faixa
de tamanho 15-50 nm, demonstraram atividade bactericida
mais pronunciada contra as duas cepas bacterianas, quando
comparadas as formas esféricas maiores e as formas
triangulares de aresta de 150 nm. Estd claro que formas
semelhantes apresentam maior atividade bactericida, a
medida que diminui o tamanho.'3*? Alshareef, Laird e Cross
(2017) referendaram a observacdo de Pal e colaboradores
(2007) quando compararam as formas octaédricas truncadas
e as formas esféricas de tamanhos semelhantes, quanto
a atividade bactericida.'>** Os autores constataram que
as formas octaédricas truncadas apresentavam maiores
atividades bactericidas quando comparadas as formas
esféricas. Os achados mostraram que, quanto maior a drea
de superficie das AgNPs, maiores as quantidades de faces
ativas e maiores as energias de superficie, acarretando em
maior efeito bactericida.*

E, finalmente, o trabalho de Acharya e colaboradores
(2018), que avaliaram a eficiéncia das nanoparticulas de
prata esféricas (AgNP-sp) e nanoparticulas de prata em
bastonete (AgNR), quanto a sua atividade antibacteriana
contra vérias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
A cinética de eliminacdo das bactérias confirmou que a
taxa de mortalidade de Klebsiella pneumoniae era maior
com as AgNP-sp (maior quantidade de faces {111}) em
comparacdo com as AgNR. Concluiu-se que as faces
{111} s@o responsaveis pelo efeito antibacteriano, fato
que foi confirmado por estudo da cinética de eliminacio
das bactérias e apoiado pelo arranjo de genes resistentes as
AgNPs no genoma do organismo de teste.?*

Além dos tamanhos e formatos diferentes que as AgNPs
podem ter, outras camadas metdlicas podem ser adicionadas
e acrescentadas novas caracteristicas como, por exemplo,
magnetismo com a adi¢do de niquel ou ferro na producéo
de nanoparticulas de prata bimetalica Ag@Ni ou Ag@Fe,*
com potenciais aplicacdes biomédicas em terapias por
manipulacido magnética com efeito fototérmico, atividade
bactericida localizada, entre outras possibilidades.?>-3#

Devido a atividade bactericida das AgNPs, elas podem
ser usadas na tecnologia de polimeros, para expandir o
leque de aplicacdes dessas nanoparticulas, na preservacio
de alimentos, desinfec¢@o de suprimentos e equipamentos
médicos, na descontaminagdo das superficies, e em varias
aplicagdes bioldgicas e biomédicas.*'*?° Virios estudos
demonstraram o poder antimicrobiano das AgNPs para uma
ampla gama de bactérias, Gram-negativas, Gram-positivas,
bactérias multirresistentes (MR),583%41 fungos!®443 ¢
virus,'*2445 além de apresentarem propriedades anti-
inflamatorias,***® anticancerigenas,®* antiangiogénicas.?*%
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Foi observada uma notével capacidade na cicatrizagdo de
feridas ulcerosas e para o tratamento de queimaduras.?>

Além disso, diversos estudos vém sinalizando com
sucesso do uso das AgNPs no tratamento de doencas
negligenciadas.’'*? Estudos in vivo e in vitro t€m demonstrado
a eficacia das AgNPs para Dengue,*** Leshimaniose,>>-®
Malaria,>>® Esquistossomose®*% e Tripanossomiase
(Doenga de Chagas).*

1.3. Toxicidade do ion Ag* e das AgNPs

A prata € conhecida como um dos agentes antibacterianos
mais antigo. Registros referem-se ao seu uso medicinal ha
mais de 3500 a.C, no Egito pré-dinastico, na medicina
tradicional chinesa e na medicina ayurvédica indiana.
Porém, o uso inadequado e em altas doses causa uma
anomalia, que € uma condi¢@o rara em que a pele, partes dela
ou alguns 6rgaos, adquirem uma coloragao azul-acinzentada,
conhecida como argiria.' %" Estes casos ocorrem devido a
ingestdo de nitrato de prata, ou seja, prata idnica (Ag?).
A toxicidade das AgNPs estd diretamente relacionada
com o aumento da dissolucio oxidativa (corrosdo), que
gera maior liberacdo de prata i6nica (Ag*).%® Greulich e
colaboradores (2012)% avaliaram a toxicidade em células-
tronco mesenquimais humanas por 24 h em condigdes de
cultura, tratadas com AgNPs recém preparadas e produzidas
sem oxigénio (para evitar a oxidagdo e liberacdo de fons de
prata) na concentragdo de 30 ppm. Ndo houve reducdo da
viabilidade celular comparado ao controle. Por outro lado,
ao usar acetato de prata em diferentes concentracdes de fon
prata (Ag*), verificou-se a diminui¢do em 60% a viabilidade
celular com 2,5 ppm e com 5,0 ppm diminuiu em 100%
comparados ao controle.®

Quando os fons Ag* entram na corrente sanguinea, seu
transporte ocorre por meio de interagdes com albumina,
cisteina, metionina, e formacgdo de pontes dissulfeto,
originando os complexos tiol.”” Os fons de prata tém alta
afinidade pelos grupos tiol de proteinas; no entanto, ao
entrarem em contato com sulfetos e selenetos, sdo facilmente
permutaveis, pois possuem uma maior afinidade de ligacio
e formam sais insoldveis, como o sulfeto de prata, que
diminuem a mobilidade biomolecular, e podem ficar
acumulados sob a pele, causando argiria.”

O Ag*, que atinge a regido préxima da pele em dreas
afetadas pela luz pode ser facilmente fotorreduzida para
formagdo de AgNPs, que imobilizam efetivamente a prata.
A imobilizagdo € tanto fisica, devido a baixa difusividade
das particulas, quanto quimica, uma vez que as rea¢des de
troca do tiol com Ag* ndo ocorrem com a prata elementar.
Dessa forma, fica claro perceber que a condic¢ao, conhecida
por argiria, € causada pela ingestdo de Ag*, que € conduzida
pelos grupos tidis até a periferia da pele que, ao ser atingida
pelos raios solares, € convertida em AgNPs dentro da pele,
ficando imobilizada. A ingestdo das AgNPs, por ndo sofrer
esta interagdo com os grupos tidis acaba tendo outros
processos de eliminacdo e ndo causa argiria.'’

Rev. Virtual Quim.



Por outro lado, as AgNPs, ao entrarem em contato com
o plasma humano, adsorvem biomoléculas, como albumina
sérica humana (HSA), fibrinogénio, imunoglobulina (IgG),
metalotioneina (MT) e ceruloplasmina (CP), formando
uma proteina corona (PC) ao redor das AgNPs.”*”> A PC
é um sistema dindmico formado por biomoléculas que
revestem as NPs, e sua composi¢do ao longo do tempo
até que a composi¢do do PC alcance equilibrio.” Esta
“coroa biomolecular” interage com as NPs e confere uma
nova identidade bioldgica,””’ conforme apresentado na
Figura 2.

Melo (2011) e Marcato (2015) realizaram estudo in vitro
e in vivo no tratamento de queimaduras em ratos.’*’® Nao
houve diferencas significativas nos niveis de ureia, creatinina
e aminotransferases e nos parimetros hematolégicos, entre
os grupos controle e queimados (AgNPs) e grupos tratados e
queimados. Além disso, ndo houve diferengas significativas
na peroxidacdo lipidica, proteinas carbonilicas e glutationa
reduzida (GSH), entre os grupos. Uma pequena resposta
celular inflamatéria, vascularizacdo da derme papilar,
fibroblastos diferenciados em miofibroblastos contrateis e,
apresenca de uma grande quantidade de matriz extracelular,
pode ser evidenciada nos grupos tratados, apds lesdo
cutanea.>*’

Munger e colaboradores (2014) realizaram estudo da
exposi¢ao oral in vivo de AgNPs administradas oralmente
(15 mL/dia) de solugdes comerciais de AgNPs (10 e
32 mg L") em 60 individuos saudéveis. Eles realizaram
exames metabdlicos e sanguineos, urindlise, ressonancia
magnética de térax e abdome. O contetdo de prata no soro e
na urina foi determinado e nenhuma alteragdo clinicamente
importante foi identificada, bem como nenhuma alteracio
morfolégica foi detectada nos pulmdes, coracido ou 6rgaos
abdominais. Além disso, ndo foram observadas alteragdes
significativas nas espécies reativas de oxigénio pulmonar
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ou na geracio de citocinas préinflamatérias. E necessario
um estudo mais aprofundado sobre o aumento da exposi¢ao
no tempo, dosagem de AgNP e observacdo de sistemas
organicos adicionais para afirmar os limiares de toxicidade
humana.”
A agéncia de saude da Austrdlia informa sobre a
toxicidade oral das AgNPs:
‘Estudos relatam baixa toxicidade em ratos,
camundongos e porquinhos-da-india ap6s ingestio
(deglutic@o). Nestes estudos com roedores, o grau
de toxicidade dependia do tamanho das particulas e
da dose administrada.”®

Cada AgNP ¢ tinica em funcéo da sua rota de preparacéo,
tamanho, estado de agregacdo, sintese fisico-quimica
ou bioldgica, natureza quimica do revestimento, carga
superficial e teor de Ag* livre. O controle nos parimetros
de sintese das AgNPs € necessdrio para garantir a
reprodutibilidade de sua produgdo para avaliar de forma
correta a sua toxicidade.®! Uma AgNP esférica de 20 nm
produzida por sintese biol6gica, tem maior compatibilidade
para uso bioldgico (menor toxicidade) que uma AgNP
de mesmo tamanho e morfologia produzida por sintese
quimica, assim como, uma AgNP que possua alto teor de
fon prata livre, possui sua citotoxicidade aumentada em
fungdo do teor de Ag* livre.?

1.4. Mecanismo de acdo das AgNPs nas bactérias

Virios estudos tém demonstrado que as AgNPs possuem
atividade bactericida e viral em baixas concentragdes, € ndo
causam efeitos toxicos agudos nas células humanas.528
O mecanismo de acdo das AgNPs ¢ fundamental para
melhor compreensdo de seus efeitos, potencialidades e
toxicidade.>**

PROTEINA CORONA
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Albumina
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Figura 2. Representac@o proteina corona com nanoparticulas de prata (AgNPs).
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Foi demonstrado que as AgNPs ndo causam resisténcia
bacteriana, pois, ao contrario dos antibiéticos, as AgNPs
ndo exercem seus efeitos antibacterianos em um unico sitio
especifico, mas em varios niveis, como: parede bacteriana,
bloqueio de transferéncia de elétrons, respiracdo celular e
replicagdo devido a danos a proteinas, RNA e ADN.?># Além
disso, hd evidéncias substanciais de que AgNPs produzem
espécies reativas de oxigénio (ROS). O actimulo de ROS
intracelulares ¢ amplamente conhecido como um importante
regulador da apoptose.*'° A producio de espécies oxidativas
pode ser devido aos elétrons envolvidos na cadeia respiratoria.
E improvivel que as enzimas antioxidantes detoxifiquem
as ROS, a partir da cadeia respiratéria danificada, uma vez
que dependem de grupos tidis, que foram ocupados por
fons de prata. O aumento dos anions superdxido e peréxido
de hidrogénio na reacdio com o ferro (reacdo de Fenton),
conforme equacdes 1 e 2 e Figura 3, causa destrui¢do
da estrutura interna da célula, proteinas, RNA, ADN e
consequente dano celular por apoptose.>+7%8586

0, + Fe** —» O, + Fe** 1
H,0, + Fe** — OH* + OH™ + Fe* 2)

As AgNPs destroem a camada de biofilme e passam
através da mesma. Devido a grande densidade eletronica,
as AgNPs interagem eletrostaticamente com a camada de
fosfolipideos da membrana plasmadtica, atravessando-a e
internalizando-se no interior da célula, onde dependendo de
seu tamanho e da quimica de superficie sdo translocadas para
organelas alvo, como a mitocdndria e o nicleo. No interior
da célula as AgNPs interagem com proteinas da membrana
plasmatica e provocam uma série de efeitos bioldgicos,

incluindo altera¢do da morfologia celular, estresse oxidativo,
dano ao ADN, disfun¢@o mitocondrial, e consequente morte
celular por apoptose.®® O fon prata liberado intracelularmente
interagem com grupos tidis, como glutationa, superéxido
dismutase e tioredoxina, levando ao aumento de peroxidagao
dos lipidios, estresse oxidativo, dano ao ADN e subsequente
morte celular apoptética.

Um mecanismo recente, proposto por Wakshlak,
Pedahzur e Avnir (2015) sugere que as AgNPs interagem
com os componentes celulares da bactéria morta (RNA,
polissacarideo, fosfolipideos, proteinas e ADN) e sdo
estabilizadas e envolvidas pelo préprio material genético
da bactéria (AgNP-bac).’” Este novo mecanismo para a
acdo da prata foi chamado de “efeito zumbi”. Devido ao
principio de Le-Chatelier, AgNPs sdo redirecionadas para
bactérias vivas com um potencial ainda maior de letalidade
de acordo com a Figura 3.

1.5. Mecanismo de a¢do das AgNPs nos virus

As AgNPs podem atuar em uma ampla gama de alvos
no virus e inibir a replicac@o do capsideo viral. Além disso,
ha menos chance de desenvolver resisténcia em comparacio
aos antivirais convencionais. O surgimento de cepas virais
resistentes e a falta de terapias antivirais eficazes torna as
AgNPs atrativas, para futuros medicamentos antivirais.**!0

O principal mecanismo antiviral das AgNPs ¢é
provavelmente a inibicao fisica da ligac@o entre o virus e a
célula hospedeira.®! A infeccdo viral comega com a adesio
do virus ou ligagdo aos receptores do hospedeiro, seguida
de penetracdo, replicacdo e brotamento. As principais
estratégias antivirais sdo bloquear efetivamente a fixacio
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Figura 3. Mecanismo de a¢do das nanoparticulas de prata (AgNPs) na célula bacteriana.
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viral nos receptores do hospedeiro (efeito profilatico), e inibir
a replicac¢do e brotamento viral (efeito terapéutico).'®4+°>
Estudos in vitro revelam que as AgNPs podem atuar como
inibidores da entrada viral,®*' bloqueadores do botdo de
glicoproteina (gp120),¥*3 inibidores da sintese de RNA viral
de fita negativa e brotamento viral*** e competicdo com
virus, para se ligar a célula de sulfato de heparan.” Estudos
indicam que AgNPs ndo afetaram a viabilidade da célula,
em testes de citotoxicidade mitocondrial ou integridade da
membrana plasmadtica, e exibiram capacidade potente de
ativar macréfagos para a produgdo de genes estimuladores
de interferon (IFN) ativados (ISG-20, ISG-54) e citocinas
pré-inflamatdrias, como interleucina (IL-6, IL-8 ),*9195:%
conforme apresentado na Figura 4.

Virios estudos demonstraram a eficdcia das AgNPs
frente aos virus: da imunodeficiéncia humana tipo 1
(HIV-1), virus Herpes simplex tipo 1 (HSV-1),** virus
da diarreia epidémica suina (PEDV) — virus da familia
dos Coronavirus,* virus Tacaribe (TCRV),** além de virus
respiratérios, como adenovirus, parainfluenza e influenza
(HIN1, H3N2),°"7 entre outros. Morris e colaboradores
(2019) usaram modelos in vitro e in vivo, em camundongos
infectados experimentalmente, e concluiram que as AgNPs
reduziram efetivamente a replicacdo do virus sincicial
respiratério (RSV), e a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias em linhagens de células epiteliais e nos
pulmdes dos camundongos.’!

Estudos recentes mostram que roupas, tecidos e
mdscaras revestidos com AgNPs, impedem o crescimento
bacteriano e viral mesmo apés lavagem e uso constante.”
Fato relevante, principalmente, neste momento atual
da pandemia por sindrome respiratéria aguda grave —
coronavirus 2 (Sar-Cov-2).

©
©
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gp120 -----
Botao de

glicoproteina ¢

Capsula
proteica

©

Competicdo como
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Sulfato de
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.......
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2. Fatores para Garantia da Estabilidade
Quimica das AgNPs

A estabilidade € a amplitude de tempo na qual um
produto mantém, dentro de limites especificados e
durante seu periodo de armazenamento e uso, as mesmas
propriedades e caracteristicas que possuia quando
fabricado. Semelhante aos insumos farmacéuticos ativos
convencionais, a estabilidade das AgNPs pode ser afetada
por um ou mais fatores, como temperatura, pH, exposi¢do a
luz, teor de oxigénio dissolvido, e até a presenga de outros
excipientes e impurezas.®’

As propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas sdo
importantes para a seguranca e a eficicia. Estudos envolvendo
as AgNPs, tanto em nivel quimico, farmacolégico, biolégico
e toxicolégico, mostram comportamentos € mecanismos
distintos em seus tamanhos e morfologias diferentes e,
principalmente, em comparagdo com o fon prata (Ag*).
Do ponto de vista do controle de qualidade, incluindo
todos os estudos envolvendo AgNPs, deve-se considerar a
identificacdo e quantificacdo dessas espécies.*!6:20:190

2.1. Fatores Extrinsecos que afetam a estabilidade das
AgNPs

Sdo considerados fatores extrinsecos todos os fatores
externos aos quais o produto estd exposto.'”! Para as
AgNPs, a temperatura e a exposi¢do a luz sdo fatores
criticos fundamentais para garantir a estabilidade durante
o transporte e armazenamento das AgNPs, 5102103

A temperatura de armazenamento € um fator critico que
controla o percentual de dissolug@o oxidativa das AgNPs.

Bloqueio gp120 ©
Bloqueio da ligacao do
virus nos receptores
Inibe a sintese de RNA

viral e brotamento

Estimuladores
do sistema
imunologico

Figura 4. Mecanismo de agdo dos AgNPs em células virais.
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Quanto maior a temperatura, maior serd a velocidade de
uma reacdo de dissolucdo.®>!'® Kittler e colaboradores
(2010) estudaram a dissolucdo de AgNPs com tamanho
de 50 nm dispersas em dgua, nas temperaturas de 5, 25
e 37 °C, durante 125 dias, e observaram um aumento na
liberagdo de Ag*, com o aumento da temperatura, variando
de 5% a 5 °C para 50% a 25 °C e de 90% a 37 °C.* A
estabilidade das AgNPs, armazenadas a 4 °C por 5 meses,
também foi confirmada por Liu e Hurt (2010), por meio de
espectrofotometria no ultravioleta visivel.'”

Ja o efeito da irradiacdo luminosa foi observado por
Jin (2001), na conversdo de nanoesferas em nanoprismas,
quando irradiou uma solugdo aquosa de AgNPs esféricas
com luz fluorescente de 40 W durante 70 h.'™ Cheng e
colaboradores (2011) examinaram o efeito da luz solar sobre
a estabilidade e toxicidade de AgNPs de tamanhos de 6 e
25 nm, recobertas com goma arabica e polivinilpirrolidona
(PVP).!% Eles observaram a agregacdo irreversivel das
AgNPs devido a interag@o forte dipolo-dipolo, que daria
origem a desestabilizagdo, e que esta agregacdo tinha como
for¢a motriz o teor de luz ultravioleta da luz solar.'® Grillet
e colaboradores (2013) estudaram o efeito da irradiagdo
de luz em AgNPs com morfologia esférica e cibica, em
condi¢des ambientais. Em ambos os casos, o efeito do
fotoenvelhecimento foi estudado, avaliando o impacto
da incidéncia de luz artificial (filamento de tungsténio,
temperatura de luz de 3200 Kelvin) com uma poténcia de
1 uW focada em uma drea de 1 um?. A formagao perceptivel
de NPs ainda menores de Ag,0 em torno das AgNPs
esféricas, apds a exposicdo a luz, observada na micrografia

da microscopia eletronica de transmissdo (TEM), mostrada
na Figura 5a, confirmou o rdpido processo de foto-
oxidacfo.'921% Apés 40 h de irradiacdo de luz, o nivel de
oxidagdo em AgNPs cubicas foi de cerca de 30%, enquanto
levaram apenas 9 h de irradiagdo de luz no caso de AgNPs
esféricas, confirmando que o processo de oxidagao foi muito
mais lento no caso de AgNPs cubicas como observada a
partir das micrografias da TEM representadas na Figura 5b.

2.2. Fatores Intrinsecos que afetam a estabilidade das
AgNPs

Fatores intrinsecos s@o fatores relacionados a prépria
natureza da formulagdo e, sobretudo, a interacdo de
suas substincias entre si e/ou com a embalagem.'’! No
caso das AgNPs, respeitando suas caracteristicas fisico-
quimicas, foram observados que os parametros de controle
da estabilidade quimica das AgNPs como: pH, oxigénio
dissolvido, potencial zeta (PZ) e a viscosidade do meio,
proporcionam maior estabilidade as AgNPs.6>10

A solubiliza¢do das AgNPs em 4dgua torna-se maior
com o aumento da quantidade de oxigénio dissolvido
(dissolugdo oxidativa). A dissolucdo oxidativa de AgNPs
ocorre por oxidagdo da prata em 6xido de prata (Ag,0), com
liberagdo do Ag* em solugdo e exposicdo da prata metélica
ndo oxidada, que pode sofrer oxidacdo adicional; trata-se de
uma corrosao das AgNPs.!%197 Egsa formagao e dissolucio
do ciclo Ag,O ocorre simultaneamente, resultando em
um processo de dissolu¢do continuo, e também pode ser
influenciada por fatores extrinsecos, como luz artificial

a) 50 nm

*

t=0min t=0.75h t=1.6h

t=2.4h t=14h t=26h

b)

50 nm

Antes lluminacdo

50 nm
Apos lluminagdo

Figura 5. Foto-oxidac@o das nanoparticulas de prata (AgNPs), a) Micrografias TEM que representam as AgNPs ctibicas que

foram continuamente irradiadas com luz durante o tempo de 0; 0,75; 1,6; 2,4; 14 e 26 h, com formacdo de pequenas NPs de

oxido de prata (Ag,0) evidenciando a foto-oxidacio das AgNPs. b) Micrografias comparativas de TEM de AgNPs esféricas
antes e depois da irradiacio de luz. Fonte: Adaptado com autorizacdo da ref. 102
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e solar, temperatura de armazenamento; e por fatores
intrinsecos, como pH, oxigénio dissolvido, potencial zeta
(PZ).102108.109

Estudos experimentais mostraram que em baixo pH,
em geral, hd o aumento da cinética de liberagdo de Ag* no
meio.%%1931% T jy e Hurt (2010) estudaram a dissolucéo de
AgNPs, em solugdes tamponadas (tampao acetato e borato)
em uma faixa de pH de 4 a 9, e observaram que o aumento
do pH de 4 para 9 resultou em 10 vezes menos liberagdo
Ag*.'% A formagdo de uma camada protetora, envolvendo
as AgNPs, ocorre com a formagdo da espécie Ag;OH®,
que € iniciada a partir de pH 9,0. Esta camada atua como
uma blindagem do processo dissolutivo das AgNPs. 8110
A dissolugcdo AgNPs € maximizada em meio 4cido e na
presenca de oxigénio dissolvido conforme equagao 3.

2Ag, + 1120y, + 2H*,, = 2Ag*,, + H,0 3)

Liu e Hurt (2010) verificaram a extensdo da liberacdo
de prata dissolvida de AgNPs em funcdo do oxigénio
dissolvido e do pH. Virias medicdes de quantificacio de
Ag* foram realizadas em fung@o do tempo. As AgNPs foram
produzidas de duas formas: Na primeira, a 4gua utilizada
estava em solucdes saturadas de ar (9,1 ppm O, dissolvido).
Por outro lado, na segunda forma de preparo, foi utilizado
uma 4gua com baixo teor de oxigénio dissolvido (purgada)
(0,1 ppm O, dissolvido). Concluiu-se que a remog¢do do
oxigénio dissolvido inibe completamente a liberacdo
de prata dissolvida, indicando que o controle do teor de
oxigénio dissolvido € essencial para evitar a oxidacdo das
AgNPs, iniciada pelo O,.'” Zhang e colaboradores (2011)
verificaram que as taxas de dissolu¢do oxidativa das AgNPs
dependem do tamanho e concentracdo das particulas
primadrias, quando outros fatores ambientais (por exemplo,
oxigénio dissolvido e prétons) eram mantidos constantes.''?

O potencial Zeta (PZ), também denominado potencial
eletrocinético, € o potencial no plano de deslizamento/
cisalhamento de uma particula que se move sob um campo
elétrico. O PZ reflete a diferenca potencial entre a dupla
camada elétrica de particulas eletroforeticamente moéveis
e a camada de dispersante em torno deles no plano de
cisalhamento.'"" AgNPs com PZ superior a 130l mV sio
estdveis por natureza, uma vez que as particulas tém forga
repulsiva suficientemente alta, hd menos aglomeragdo.
Portanto, para garantir a estabilidade a longo prazo das
nanoparticulas, € essencial ter alto potencial repulsivo,
alto PZ.'"?

Outro ponto importante de estudo € a velocidade de
sedimentacio das AgNPs em suspensdo. A sedimentagdo
é o resultado da interacdo entre as particulas devido ao
movimento browniano e a a¢ao da forca de gravidade sobre
elas. O comportamento de sedimentacio das nanoparticulas
¢ significativamente alterado pelo tamanho das particulas
e a viscosidade do meio.'" Para elucidar a influéncia do
tamanho da particula e sua correlagio com a viscosidade do
meio, realizamos uma simulagdo matematica da velocidade
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de sedimentacdo de AgNPs com formato esférico,
considerando o meio dispersante d4gua com variacdo da
viscosidade do meio (ver material suplementar), utilizando
a Lei de Stokes conforme equagdo 4.'"*

r2(p—p,)
M

s=2 4
- o)

onde r € o diametro das AgNPs, p a densidade das AgNPs,
p. a densidade da fase dispersante, 1 a viscosidade e S € o
coeficiente de sedimentacao.

A velocidade de sedimentacdo de uma particula
influenciada pela forca gravitacional (g) em um liquido
viscoso, na auséncia de movimento browniano, € dada pelo
coeficiente de sedimentagdo (S) multiplicado pela constante
de gravidade (g) conforme equacdo 5.'"

V=Sxg 5)

Aplicando-se a equag@o 4 e 5 e considerando a densidade
de Ag de 10,49 g cm™, da dgua de 0,997 g cm™, a gravidade
980,665 cm s e a viscosidade da dgua a 25 °C de 0,890 cP,
foi relacionado o tamanho das AgNP e a viscosidade
dos meios de 0,89; 5; 10; 15 e 20 cP, com o tempo para
sedimentagdo de 1 cm da AgNPs (em meses) conforme
apresentado na Figura 6.

Quanto menor o tamanho da particula, menor serd sua
massa e, consequentemente, menor serd a acio da gravidade
sobre as particulas. Na Figura 6 € possivel visualizar
um aumento significativo na estabilidade no aspecto da
sedimenta¢do das AgNPs com tamanho de 40 nm, pela
simulacdo, uma viscosidade de 20 cP seria capaz de diminuir
o tempo de sedimentagdo para 9 meses aproximadamente,
comparado com aproximadamente 10 dias para a mesma
particula na viscosidade da dgua, que € 0,89 cP (25 °C).

2.3. Experimento da influéncia do tamanho das AgNPs
com sedimentagdo

MISIRLI (2021) realizou experimento para verificar
a influéncia da viscosidade do meio na velocidade de
sedimentagdo das AgNPs. Foram adicionadas, em cada tubo
de ensaio com tampa, 3,50 ml de padrdo de AgNPs (com
rastreabilidade descrita na Tabela 1) nos tamanhos de 20,
40 e 60 nm (viscosidade media medida 0,9 cP a 25 °C). Ao
mesmo tempo, foram repetidas as mesmas adigdes, em tubos
de ensaio com tampa, adicionando-se em cada tubo 0,35
ml de solugdo a 3% de carboximetil celulose (CMC) com
consequente homogeneizacao (viscosidade media medida de
6 cP a25 °C), conforme Figura 7. E adicionalmente um tubo
com 3,5 mL de 4dgua ultrapura tipo 1. Os tubos ficaram em
local estético, protegidos da luz e em temperatura ambiente.
Eles foram fotografados digitalmente nos tempos: t = 0 dias,
t =15 dias, t = 30 dias e t = 60 dias.'®

A Figura 8 apresenta as fotos das sedimentagdes nos
tempos: t=0, 15, 30 e 60 dias. Observa-se que para AgNPs
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Tempo para sedimentar as AgNPs versus Viscosidade meio
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Figura 6. Mostra tempo de sedimentac@o de 1 cm da AgNPs (em meses) de acordo com tamanho e viscosidade do meio.

Tabela 1. Amostras de Padrao AgNP para experimento de sedimentacio

Padrio de AgNPs Codigo Fabricante/ Codigo Lote
Padrao 20 nm PD20 Sigma /730793 MKCKS5339
Padrao 40 nm PD40 Sigma / 730807 MKCJ3883
Padrao 60 nm PD60 Sigma /730815 MKCK7323

Fonte: Reprodugao da ref. 100 com autorizagio

3,15 mL Padroes

3,50 mL Padroes 0,35 mL CMC

'~ R Y c— s— c— —

Volume
3,50 mL

Ii-Q 0,9 cP (25°C) O 0

AgNPs 20 nm 6 cP (25°C)
AgNPs 40 nm 6 cP (25°C)
AgNPs 60 nm 6 cP (25°C)

Agua Mi
AgNPs 40 nm 0,9 cP (25°C)

( AgNPs 20 nm 0,9 cP (25°C) (
( AgNPs 60 nm 0,9 cP (25°C) (

(

. )
S

Figura 7. Estudo experimental de estabilidade da sedimentacéo das
AgNPs. Onde: cP, viscosidade a 25 °C em centipoise; CMC, solucgdo de
carboxi metil celulose 3%. Apds a adi¢do de CMC a viscosidade final
das solugdes de padrao de AgNPs passou de 0,9 cP para 6 cP.
Fonte: Reprodugio da ref. 100 com autorizacéo.

de tamanho de 20 nm a sedimentag@o € imperceptivel para
os periodos estudados, tanto em dgua como em CMC.
Entretanto, com o aumento do tempo a sedimentagdo
comeca a se formar com visualizagido expressiva no tempo
de 60 dias, principalmente para os tamanhos de AgNPs de
40 e 60 nm. Também vale a pena mencionar que, conforme
o tamanho das AgNPs aumenta a sedimentagdo apresenta-
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se mais pronunciada e pelo experimento o aumento da
viscosidade de 0,9 cP para 6 cP atenuou muito pouco a
sedimentagdo.

3. Consideracgoes Finais

Esta revisdo elucida as propriedades bioldgicas notaveis
das AgNPs, as quais destacamos as antibacterianas. Estudos
indicam sua atividade e eficicia também nas bactérias como
P. aeruginosa multirresistente, E. coli resistente a ampicilina
e S. pyogenes resistente a eritromicina. Trata-se de uma
alternativa promissora para novos agentes antimicrobianos
de alta eficiéncia para bactérias. Estudos indicam o uso
seguro in vivo e no corpo humano.

Diversos estudos sobre a forma de atuagdo das AgNPs
tém mostrado que sua eficécia bactericida estd relacionada
com a faces {111} e, por isso, morfologias que possuem
maior quantidade desta, como os nanopratos triangulares,
tém maior atividade antibacteriana em comparagdo com as
nanoparticulas esféricas do mesmo tamanho.

Na andlise dos estudos envolvendo as AgNPs, tanto em
nivel quimico, farmacoldgico, biolégico e toxicoldgico,
observou-se que as AgNPs apresentam comportamentos
e mecanismos distintos do fon prata (Ag*). Do ponto de
vista do controle de qualidade, incluindo todos os estudos
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Figura 8. Observacdo experimental da sedimentac@o ao longo do tempo de AgNPs (20, 40, 60 nm) em dgua (viscosidade 0,9 cP) e
solug@o aquosa com CMC (viscosidade 6 cP) usando fotografia digital quantitativa. A Figura 8A representa todas as solugdes
no tempo zero (t = 0 dias). As Figuras 8B, 8C e 8D representam os tempos: t = 15, 30 e 60 dias, respectivamente. O primeiro, segundo e
terceiro tubos contém as AgNPs em dgua ultrapura tipo 1, com viscosidade de 0,9 cP a 25 °C e os trés tltimos tubos a direita contém as
mesmas AgNPs, em um meio com viscosidade de 6 cP a 25 °C, e os tubos de numeragdo 0 contém dgua ultrapura tipo 1.
Fonte: Reproducéo da ref. 100 com autorizac@o.

envolvendo AgNPs, deve-se considerar a identificagio e
quantificagdo dessas espécies.

Com relag@o as propriedades fisico-quimicos das AgNPs,
esta revisdo abordou fatores extrinsecos e intrinsecos que
afetam a estabilidade das AgNPs e algumas premissas
foram alcangadas. A temperatura ideal de armazenamento
é 5+ 3 °Ce longe da luz. O pH ideal € alcalino entre 9,0 a
10,0, PZ > 130l mV e viscosidade do meio a 5°C em torno
de 20 cP seriam fatores que contribuiriam, sem duvida, para
a melhor estabilizagdo das AgNPs.

Assim, a escala nanométrica abre caminho para o
desenvolvimento de novos farmacos e biofdrmacos de
ultima geracdo, e a estabilidade das AgNPs € um fator
imprescindivel para as suas diversas aplicacdes.
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