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Resumo

A nanotecnologia tornou-se uma das tecnologias mais promissoras para revolucionar a
indastria agroalimentar. Este tipo de tecnologia pode ser aplicado na producao agricola, no
processamento dos alimentos, nos aditivos e suplementos alimentares e nas embalagens
de alimentos. Atualmente, diferentes nanomateriais (NMs) sdo utilizados em diversas
aplicacdes, e espera-se que nos proximos anos o niumero de aplicagfes nanotecnoldgicas
aumente o que, consequentemente, levara ao aumento da exposi¢do humana e ambiental

aos NMs.

Numa primeira parte, esta dissertacdo apresenta uma revisdo bibliografica sobre a
aplicacdo dos NMs na industria agroalimentar, com o objetivo de fornecer uma viséo geral
sobre as principais aplicacbes atuais e futuras da nanotecnologia na indastria
agroalimentar, bem como identificar os potenciais riscos associados ao uso dos NMs.
Apesar dos beneficios da nanotecnologia neste setor, existem preocupag¢des emergentes
decorrentes das propriedades fisico-quimicas dos NMs. Assim sendo, os fundamentos
toxicolégicos e as preocupacdes com a seguranca dos NMs também sédo brevemente
abordados. A partir desta revisdo bibliografica, sdo evidentes as vantagens da
nanotecnologia na industria agroalimentar, pois oferece uma infinidade de oportunidades
e € uma alternativa inovadora. No entanto, os varios estudos consultados mostraram que
a seguranca dos NMs, usados na industria agroalimentar, ainda ndo esta devidamente
averiguada e, portanto, é fundamental esclarecer todas as incertezas associadas ao uso
de NMs, por forma a garantir a completa seguranca, para o0 ser humano e para 0 meio

ambiente.

Numa segunda parte, esta dissertagdo apresenta uma avaliagdo da citotoxicidade de
NMs com aplicagdo na industria agroalimentar. Para tal, foram sintetizadas e
caracterizadas seis tipos de nanoparticulas (NPs) metalicas diferentes: NPs de ouro
(AuNPs) esféricas revestidas com citrato de tamanhos diferentes (12, 40 e 60 nm), AUNPs
estreladas revestidas com acido 11-mercaptoundecandico (MUA) de 60 nm, NPs de prata
(AgNPs) estreladas de 200 nm revestidas com citrato e NPs de selénio (SeNPs) esféricas
de 300 nm revestidas com glucose. A citotoxicidade destas NPs foi avaliada na linha celular
Caco-2, utilizando os ensaios de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) e de incorporagdo do vermelho neutro (NR). Os resultados obtidos
indicaram que as NPs testadas ndo causaram citotoxicidade nas células Caco-2, nas
condicbes em que decorreram estes ensaios. Contudo, para comprovar a
biocompatibilidade destas NPs s@o necessérios mais estudos. A analise comparativa entre

estes resultados e estudos existentes na literatura foi dificultada devido as diferentes
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condicbes experimentais e a variacdo simultdnea de diferentes propriedades fisico-
gquimicas das NPs (ex: tamanho, forma e revestimento). Assim sendo, a padroniza¢cédo da
metodologia de avaliacdo da citotoxicidade e de caracterizacdo fisico-quimica das NPs,
ainda que adaptada para cada tipo de NP em estudo, permitirhd estabelecer testes
toxicologicos fidveis, obter resultados mais fidedignos e facilitar a comparacdo entre

diferentes resultados.

Palavras-chave: Nanoparticulas; Nanotecnologia; Industria agroalimentar; Células

Caco-2; Citotoxicidade
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Abstract

Nanotechnology has become one of the most promising technologies to revolutionize
the agrifood industry. This type of technology can be applied in agricultural production, food
processing, food additives and supplements and food packaging. Currently, different
nanomaterials (NMs) are used in several applications, and it is expected that in the coming
years the number of nanotechnological applications will increase which, consequently, will

lead to an increase in human and environmental exposure to NMs.

In a first part, this dissertation presents a bibliographic review on the application of NMs
in the agrifood industry, with the objective of providing a basic understanding of the main
current and future applications of nanotechnology in the agrifood industry, as well as
identifying the potential risks associated with the use of NMs. Despite the benefits of
nanotechnology in this sector, there are emerging concerns arising from the physical-
chemical properties of NMs. Therefore, the toxicological foundations and concerns about
the safety of NMs are also briefly addressed. From this bibliographic review, the advantages
of nanotechnology in the agrifood industries are evident, as it offers a multitude of
opportunities and is an innovative alternative. However, it is essential to clarify all the
uncertainties associated with the use of NMs, to guarantee complete safety, for human

beings and for the environment.

In a second patrt, this dissertation presents an evaluation of the cytotoxicity of NMs with
application in the agrifood industry. With this objective, six different types of metallic
nanoparticles (NPs) were synthesized and characterized: gold NPs (AuNPs) spheres
different sizes (12, 40 and 60 nm) coated with citrate, AUNPs stars of 60 nm coated with
11-mercaptoundecanoic acid (MUA), silver NPs (AgNPs) stars of 200 nm coated with citrate
and selenium NPs (SeNPs) spheres of 300 nm coated with glucose. The cytotoxicity of
these NPs was evaluated in the Caco-2 cell line, using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium (MTT) bromide reduction and the incorporation of neutral red (NR)
assays. The results obtained indicated that the tested NPs did not cause cytotoxicity in
Caco-2 cells, under the conditions in which these tests were carried out. However, to prove
the biocompatibility of these NPs, further studies are needed. The comparative analysis
between these results and results existing in the literature was made difficult due to the
variation of several experimental conditions and the simultaneous variation of different
physical-chemical properties (ex: size, shape and coating). Therefore, the standardization
of the methodology for the evaluation of cytotoxicity and the physical-chemical

characterization of NPs, although adapted for each type of NP in the study, will allow to
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establish reliable toxicological tests, obtain more trustworthy results and enable

comparisons between different date.

Keywords: Nanoparticles; Nanotechnology; Agrifood industry; Caco-2 cells; Cytotoxicity
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Capitulo 1

Introducao e
Objetivos Gerais



1.1. PreAmbulo

Esta dissertacgéo foi realizada no &mbito do Mestrado em Toxicologia Analitica Clinica
e Forense, da Faculdade de Farmécia da Universidade do Porto. O tema foi escolhido,
por ser atual, na sequéncia da recente revolugdo nanotecnolégica na industria
agroalimentar. Nos ultimos anos, o numero de aplicagdes com nanoparticulas (NPs) tem
aumentado exponencialmente. Entre as NPs mais utilizadas nesta area destacam-se as
NPs de ouro (AuNPs), prata (AgNPs) e selénio (SeNPs). Contudo, o impacto destas
NPs na saude humana e no meio ambiente ainda ndo esta totalmente esclarecido.
Tendo isto em conta, inicialmente, o objetivo deste trabalho era contribuir para o
esclarecimento da importancia das diferentes condicbes experimentais na
citotoxicidade, captagdo e translocacdo celular de seis tipos de NPs metalicas
diferentes. Mais concretamente, seria feito um estudo da influéncia do tamanho, do
revestimento, da forma, do tipo de NP e da composi¢&o do meio das células [com e sem
soro fetal bovino (FBS)] na citotoxicidade e na capacidade de internalizacdo nas células
Caco-2. Contudo, no dia 11 de Margo de 2020 a Organiza¢cdo Mundial de saude (OMS)
declarou pandemia de coronavirus Covid-19, pelo que, o trabalho experimental foi
interrompido apés a sintese e caracterizacdo inicial da citotoxicidade das NPs em
estudo. Assim, os objetivos inicialmente estabelecidos foram impossiveis de concretizar
até a data de entrega desta dissertacdo. Em alternativa aos objetivos iniciais, foi feita
uma extensa pesquisa bibliografica das aplicacbes dos nanomateriais (NMs) na
indastria agroalimentar, com especial foco na avaliacao da sua seguranca, para orientar

futuras investigacdes e desenhos experimentais nesta area.

1.2. Introducao

O interesse e a utilizagdo de NPs na industria agroalimentar tem aumentado
exponencialmente nos ultimos anos. O rapido desenvolvimento da nanotecnologia tem
permitido, através do desenvolvimento de novos NMs, melhorar a qualidade e a
seguranca dos alimentos, o crescimento das culturas e a monitorizagdo das condi¢bes
ambientais nos campos agricolas (Aigbogun et al., 2017; He et al., 2019; Peters et al.,
2016; Rainieri et al., 2018). Em termos de seguranca, a avaliagdo do potencial risco dos
NMs na saude humana e no meio ambiente é um assunto de extrema preocupacao.
Atualmente, ainda existe pouco conhecimento sobre a toxicidade dos NMs nas células
e nos 0rgaos, bem como os seus efeitos crénicos no organismo humano. A migracao
dos NMs para os alimentos, a degradacdo ou destino ambiental dos NMs, a

bioacumulacdo dos NMs e 0 seu impacto nos ecossistemas, sdo questdes que também
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necessitam de ser resolvidas (Elsaesser and Howard, 2012; He et al., 2019; Martirosyan
and Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). O perfil de toxicidade dos NMs é bastante
complexo e, portanto, as propriedades fisico-quimicas e os efeitos dos NMs devem ser

estabelecidos caso a caso (Peters et al., 2014, Peters et al., 2016; Singh et al., 2017).

Nesta dissertacdo, sdo abordados os principais tipos de NMs utlizados e as
aplicagdes nanotecnolégicas atuais e futuras sdo brevemente revistas. Além disso, séo
abordadas as principais fontes de contaminacéo dos alimentos e do meio ambiente,
bem como algumas das questdes fundamentais sobre a avaliagdo da seguranca dos
NMs destinados a industria agroalimentar. A biocinética e os mecanismos de toxicidade
dos NMs também sdo abordados. Sao ainda descritos alguns estudos in vitro e in vivo
realizados com diferentes NMs (AuNPs, AgNPs e SeNPs). Por fim, sdo apresentados
alguns dos resultados de citotoxicidade obtidos com estas NPs e é feita uma breve

discussado dos mesmos.

1.3. Objetivos gerais

Um dos objetivos desta dissertacdo passou pela realizagdo de uma reviséo
bibliogréafica para se obter uma visdo mais abrangente das principais aplicagdes atuais
e futuras da nanotecnologia na indastria agroalimentar. O segundo objetivo consistiu em
identificar os potenciais riscos dos NMs associados a sua funcionalidade e
aplicabilidade, por forma a se obterem mais orientacbes sobre a seguranca deste tipo
de materiais na indlstria agroalimentar, isto é, perceber quais as caracteristicas

intrinsecas dos NMs que afetam o seu perfil toxicoldgico.

Outro dos objetivos desta dissertacao foi a avaliagdo da citotoxicidade in vitro de seis
tipos de NPs metalicas: AUNPs esféricas revestidas com citrato, de tamanhos diferentes
(12, 40 e 60 nm), AuNPs estreladas de 60 nm revestidas com acido 11-
mercaptoundecandico (MUA), AgNPs estreladas de 200 nm revestidas com citrato e
SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose. Para atingir esse objetivo foi
determinada a viabilidade celular das células Caco-2 pelo método de reducdo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e pelo método de
incorporacdo do vermelho neutro (NR). Desta forma, pretendeu-se obter mais
informacdes sobre a potencial biocompatibilidade destas NPs, através da determinacao

da toxicidade das mesmas para o modelo celular em estudo.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica Sobre a
Aplicacao dos Nanomateriais
na Industria Agroalimentar



2.1. Nanotecnologia e nanomateriais

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que surgiu no século XX, contudo,
s6 suscitou maior interesse e passou a ser explorada pelo Homem, no inicio do século
XXI (Hulla et al., 2015). O termo nanotecnologia nao tem uma definicdo Unica, porém
pode ser entendida como a manipulacdo, modelacdo ou fabrico de materiais na
subescala dos 100 nm. Isto é, o principio basico é a criagdo e utilizagdo de NMs (1 a
100 nm) com novas propriedades a partir de atomos ou moléculas com determinadas
dimens@es. Contudo, este intervalo de valores ndo € absoluto e, portanto, surgem NMs
com maiores dimensdes (10 a 1000 nm) (Kreuter, 2007). As vantagens que esta
tecnologia oferece surgem das propriedades funcionais Unicas dos NMs, em relagéo
aos materiais de macroescala, apresentando uma relagéo superficie/ volume elevada,
combinada com a forma e com outras propriedades fisico-quimicas novas como,
solubilidade, cor, termodindmica, entre outras (Bajpai et al., 2018; Donaldson et al.,
2004, Peters et al., 2014; Singh et al., 2017).

A revolugdo na nanotecnologia tem oferecido uma ampla gama de oportunidades,
bem como o desenvolvimento de materiais para aplicagdes inovadoras em medicina e
em diversas industrias, nomeadamente eletrénica, biotecnologia, farmacéutica e
agroalimentar. Tanto os paises desenvolvidos como 0s paises em desenvolvimento
estdo interessados em investir mais nesta tecnologia e, portanto, espera-se que a
utilizacao e a producédo de NMs cresca exponencialmente nos préximos anos. Porém,
como se trata de uma tecnologia em evolucao os potenciais beneficios sdo salientados,
enguanto que o conhecimento dos efeitos desses materiais sobre a sallde humana e o
ambiente s@o bastante limitados. Assim, perante 0 aumento da producéo e uso de NMs
nas mais diversas areas, e consequente exposicdo humana e ambiental, as
preocupacdes sobre a seguranca da sua utilizagdo tendem a aumentar (Aueviriyavit et
al., 2014; Joye et al., 2019; Nile et al., 2020; Peters et al., 2014; Thiruvengadam et al.,
2018).

2.2. Nanotecnologia na industria agroalimentar

Atualmente, existe uma maior preocupagdo por parte dos consumidores
relativamente a qualidade dos alimentos e aos seus beneficios para a saude.
Consequentemente, o numero de estudos para encontrar a melhor forma de aperfeicoar
os alimentos tem aumentado. A indUstria alimentar exige tecnologias que melhorem o

valor nutricional dos alimentos, prolonguem a sua frescura e garantam a seguranca



alimentar. Tendo isto em conta, e considerando que a nanotecnologia € uma area
emergente, esta tem sido apontada como uma das solucbes com maior potencial para
atingir estes objetivos. Alias, o setor agroalimentar € um dos que mais tem crescido e
atraido novos investimentos para o estudo e utilizacdo de NMs (Aigbogun et al., 2017;
Bajpai et al., 2018; Handford et al., 2014; Peters et al., 2016; Shafiq et al., 2020).

A nanotecnologia tem permitido desenvolver diversas aplicacdes que, em alguns
casos, ja estao a ser utilizadas nos diferentes estagios do setor agroalimentar (Figura
1), desde a producéo agricola, processamento dos alimentos, aditivos e suplementos
alimentares até as embalagens (Aueviriyavit et al., 2014; Nile et al., 2020; Peters et al.,
2016; Thiruvengadam et al., 2018).

T;E-EH-E-E*-

Agricultura Processamento Embalagens Fornecedores Consumidores

Figura 1| Diferentes estagios da cadeia de producao de alimentos.

2.3. Aplicacoes atuais e futuras da
nanotecnologia na industria agroalimentar

Como representado na Figura 2, os NMs tém uma aplicagdo extensiva na produgéo
agricola. A pesquisa e o desenvolvimento em nanotecnologia permitem melhorar a
protecdo das culturas e o controlo das pragas através de formulacdes de pesticidas
baseados em NMs. Além disso, pode permitir um aumento da producédo e qualidade das
culturas, melhorando a eficacia dos agroquimicos como fertilizantes, hormonas ou
reguladores de crescimento (Amenta et al., 2015; Gogos et al., 2012; lavicoli et al., 2017;
Kah and Hofmann, 2014). Outras aplicacdes agricolas incluem, por exemplo,
nanosensores para monitorizacédo das condi¢des do solo, gestao de residuos agricolas
e limpeza das 4guas e dos solos (Amenta et al., 2015; Handford et al., 2014; Peters et
al., 2016; Thiruvengadam et al., 2018).

No processamento dos alimentos, a nanotecnologia pode ser aplicada nas maquinas
de producéo de alimentos, nomeadamente no revestimento dos aparelhos ou no uso de
nanocrivos que filtram, por exemplo, bactérias (Bouwmeester et al., 2009). Contudo, na
producdo de alimentos, a principal aplicacdo da nanotecnologia ocorre ao nivel dos
aditivos e suplementos alimentares. Os aditivos permitem melhorar a estabilidade dos

alimentos durante o processamento e 0 armazenamento (conservantes e preservantes)
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e melhorar algumas propriedades (ex: cor, textura, sabor, aroma); por outro lado, os
suplementos destinam-se a aumentar a quantidade de nutrientes nos alimentos (ex:
vitaminas, minerais e fibras) (He et al., 2019; Joye et al., 2019; Nile et al., 2020; Peters
et al., 2016).

Por forma a garantir uma producdo econdémica e segura de produtos animais, 0s
alimentos para os animais de consumo humano desempenham um papel muito
importante na industria agroalimentar por isso, alguns NMs estdo a ser desenvolvidos
como aditivos para alimentos de animais. Nesta area, os NMs também estdo a ser
testados quanto a sua eficacia em substituir antibiéticos, adsorvendo bactérias e toxinas
no trato gastrointestinal (TGI) dos animais (Fondevila et al., 2009; Pineda et al., 2012;
Pineda et al., 2012; Shi et al., 2006), e em melhorar a digestdo dos alimentos, uma vez
gue a reducédo do tamanho dos materiais para a nanoescala, pode aumentar a absorgéo
dos nutrientes e, consequentemente, melhorar muito a digestdo dos alimentos nos
animais (Sarkar et al., 2015; Xun et al., 2012).

Relativamente as embalagens de alimentos, um bom material de embalagem deve
ser capaz de resistir a mudancas ambientais (ex: temperatura e humidade), a
deterioracdo de produtos e evitar a contaminagdo por microorganismos, por forma a
originar embalagens seguras, prolongar o tempo de conservacdo e manter os produtos
frescos durante a producao, o transporte e 0 armazenamento (Bajpai et al., 2018; Peters
et al., 2016; Singh et al., 2017). S&o vérias as inovagdes na aplicacdo de NMs em
embalagens para alimentos, contudo, as que surgem em maior ascensdo sdo as
embalagens ecoldgicas, ativas e inteligentes. As embalagens ativas foram
desenvolvidas de forma a incorporarem NMs que libertam ou absorvem substancias nos
alimentos embalados ou no ambiente envolvente, enquanto as embalagens inteligentes
podem ser definidas como aquelas que monitorizam as condi¢des das embalagens ou
do ambiente que rodeia os alimentos (ex: temperatura) (Aigbogun et al., 2017; Shafiq et
al., 2020; Silvestre et al., 2011).



Producao agricola

- Nanopesticidas
- Nanofertilizantes
- Nanosensores
- Nanofibras

Nanotecnologia

Processamento de
alimentos

Aditivos e suplementos Equipamentos de
alimentares processamento

N

Humanos Animais

Embalagens de alimentos

' '
- Fortificagdo em micronutrientes, vitaminas e | | > Fortificagdo das ragdes em
minerais nutrientes
- Aumento do tempo de conservagao - Substituicdo dos antibidticos
- Melhoria do sabor, textura, aroma e da cor tradicionais

- Melhoria da digestao

Figura 2| Potenciais aplicac6es da nanotecnologia na industria agroalimentar.

Embalagens
ecoldgicas
Embalagens
ativas
Antimicrobianas
Embalagens
inteligentes
Sensores




Atualmente, as principais finalidades das embalagens ativas estéo relacionadas com
as propriedades antimicrobianas, inibindo ou retardando o crescimento microbiano que
se pode desenvolver nos alimentos. Contudo, existem outras potenciais aplicacdes que
estdo a ser desenvolvidas, nomeadamente a incorporacao de NMs capazes de remover
oxigénio e etileno (Shafig et al., 2020; Silvestre et al., 2011; Vermeiren et al., 2002).
Neste tipo de embalagens, o agente antimicrobiano incorporado nas embalagens pode
funcionar em contacto direto (antimicrobianos que ndo migram) ou pode ser libertado
lentamente (antimicrobianos que migram) (Peters et al., 2016; Silvestre et al., 2011;
Singh et al., 2017; Vermeiren et al., 2002).

As embalagens inteligentes resultam da incorporacdo de nanodispositivos (ex:
nanossensores) na matriz polimérica das embalagens de alimentos. A incorporacao
destes nanodispositivos permite a monitorizacdo das condicbes dos produtos. Os
nanosensores tém a capacidade de responder a degradacdo dos alimentos, a
contaminacao microbiana, bem como as mudancgas de temperatura, humidade e niveis
de oxigénio, fornecendo em tempo real informagdes sobre o estado dos alimentos, por
forma a garantir a seguranca dos mesmos desde os produtores até aos consumidores
(Duncan, 2011; Kuswandi et al., 2011; Singh et al., 2017). Alguns nhanossensores podem
servir como indicadores de alteracdes de pH, oxigénio, gases. Além disso, podem
indicar a formacdo de metabolitos devido ao crescimento de microorganismos,
principalmente por desencadear uma mudanca de cor (Duncan, 2011; Joye et al., 2019;
Peters et al., 2016; Shafiq et al., 2020; Silvestre et al., 2011). Nesta dissertacdo, mais
adiante no texto, serdo mencionados alguns exemplos em concreto da aplicacdo de

NMs na indUstria agroalimentar.

2.4. Tipos de nanomateriais

Atualmente, uma grande diversidade de NMs s&o utilizados no setor agroalimentar,
podendo ser classificados em trés grandes categorias: organicos, inorganicos e
combinados (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016).

2.4.1. Nanomateriais organicos

Nanoestruturas organicas, como proteinas, lipidos e polissacarideos surgem de

forma natural nos alimentos e, regra geral, auto organizam-se em estruturas de ordem



superior. Assim sendo, os NMs orgéanicos podem ser distinguidos em trés tipos (Peters
et al., 2014, Peters et al., 2016; Sanguansri and Augustin, 2006):

1- NMs baseados em lipidos: incluem micelas e lipossomas. Sdo 0os NMs
organicos mais utilizados, uma vez que podem ser produzidos numa escala
industrial, utilizando compostos naturais e tém diferentes solubilidades (superficie
hidrofilica ou lipofilica), podendo ser ajustada consoante a aplicacdo que for
pretendida.

2- NMs baseados em proteinas: normalmente as estruturas s&o
desenvolvidas a partir de moléculas capazes de se juntarem, usando uma
abordagem “bottom-up”. Esta juncdo depende do equilibrio das for¢as de atragao
e repulsdo entre um par de moléculas para formar estruturas supramoleculares
mais funcionais. Sua estrutura final depende do equilibrio das forcas
intramoleculares e intermoleculares dentro e entre 0s componentes do sistema,
gue sdo ditadas pela forma como as intervengdes quimicas, fisicas e de
processamento sdo aplicadas. Por exemplo, as proteinas do soro do leite
conseguem formar particulas com cerca de 40 nm. Outro exemplo, sdo as
estruturas semelhantes a micelas. Cerca de 95 % das caseinas sao micelas que
naturalmente se juntam com cerca de 50-500 nm.

3- NMs baseados em polissacarideos: o quitosano e 0 amido sdo os NMs
deste tipo mais utilizados. Os polissacarideos ocorrem naturalmente em animais
(ex: quitosano), plantas (ex: amido), algas (ex: alginato) e microorganismos (ex:

dextrano).

Os NMs organicos sao usualmente desenvolvidos como nanocépsulas, a partir dos
mesmos materiais (lipidos, proteinas e polissacarideos) que, geralmente, sao
considerados seguros. As nanocapsulas tém na sua constituicado um ndcleo, que contém
0 principio ativo, e uma cépsula organica que o protege das reacdes fisico-quimicas
indesejaveis. Além desta protecdo contra a degradacgdo, as nanocapsulas aumentam a
estabilidade, a entrega e a biodisponibilidade do principio ativo (Peters et al., 2011;
Peters et al., 2014, Peters et al., 2016). Nesta classe de NMs, os dois tipos de estruturas
mais comuns, séo as micelas e os lipossomas (Figura 3). As micelas apresentam uma
Unica camada, enquanto os lipossomas apresentam uma barreira de dupla camada, que
permite que a polaridade seja a mesma dentro e fora da esfera. Quando ocorre alguma
alteracdo fisico-quimica, a nanoparticula (NP) é perturbada e o principio ativo é
libertado. Desta forma, varios principios ativos como vitaminas, conservantes,
antioxidantes, pesticidas, etc. podem ser encapsulados nestes NMs orgéanicos e podem

ser aplicados numa série de produtos, sendo sobretudo utilizados em agroquimicos e
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em aditivos e suplementos alimentares (Peters et al., 2011; Peters et al., 2014; Peters
et al.,, 2016). Por exemplo, uma empresa na Alemanha (AquaNova, 2019) utiliza as
micelas para melhorar a solubilidade de principios bioativos como vitaminas A, C, D, E
e K, coenzima Q10, isoflavonas, etc. (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). Alguns
NMs orgéanicos também podem ser utilizados para o desenvolvimento de embalagens
de alimentos. Por exemplo, o quitosano (Dutta et al., 2009) tem grande potencial de
aplicacdo em embalagens ativas de alimentos, uma vez que confere propriedades
antimicrobianas. Além disso, é uma opcado promissora devido a sua biodegradabilidade,
biocompatibilidade e aparente auséncia de toxicidade (Peters et al., 2014; Peters et al.,

2016). No entanto, sdo necessarios mais estudos a esse respeito.

A) B)

\ Principio
\ bioativo

\

Hidrofilico

Principio
bioativo

/ ‘
——— Suspensa / Suspensi
Hidrofébico 0 aquosa 0 aguosa

Hidrofébico

Figura 3| Constituicdo das nanocapsulas. O principio ativo encontra-se dentro da

esfera da NP. (A) Micela com sistema de Unica camada (B) Lipossoma com sistema de
dupla camada. Os tamanhos de micelas e lipossomas estdo geralmente nas faixas de

10-100 nm e 100-300 nm, respetivamente.

2.4.2. Nanomateriais inorganicos

A categoria de NMs inorgéanicos inclui metais (ex: ouro, prata e selénio), sais, 6xidos
metalicos (ex: dioxido de titanio e silica/ diéxido de silicio), argila, “quantum dots” (QDs)
constituidos por selénio e outros elementos dos grupos Il a VI da tabela periédica e
materiais & base de carbono, tais como nanotubos de carbono (NTCs) e fulerenos. Estes
NMs podem ser utilizados em varias aplicagdes no setor agroalimentar, nomeadamente

no processamento de produtos e em aditivos e suplementos alimentares. No entanto,
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as embalagens de alimentos sdo a principal aplicacdo dos NMs inorganicos
incorporados em matrizes poliméricas, pois apresentam 6timas propriedades de barreira
contra gases e humidade, conferem maior conservacdo e apresentam excelente
atividade antimicrobiana (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016). Alguns exemplos da
aplicacdo de NMs inorganicos na inddstria agroalimentar serdo mencionados mais

adiante nesta dissertacao.

2.4.3. Nanomateriais combinados

Os NMs combinados orgéanicos/ inorganicos, também denominados NMs de
superficie modificada, sdo nanoestruturas inorganicas funcionalizadas com um
revestimento organico, por forma a melhorar a sua dispersdo em matrizes poliméricas,
dando origem a nanocompasitos. Os nanocompa@sitos sao considerados uma familia de
materiais nanoestruturados onde um determinado NM é disperso numa matriz
polimérica. As nanoargilas sdo os NMs combinados mais utilizados, contudo metais,
oxidos metalicos, NTCs, celulose e resinas também podem ser adicionados as matrizes
poliméricas. Este tipo de NMs sdo muito utilizados no revestimento de embalagens de
alimentos, pois conferem maior conservagéo, maior resisténcia mecanica e uma barreira

mais eficaz contra gases e humidade (Peters et al., 2014; Peters et al., 2016).

2.5. Nanomateriais mais utilizados na industria
agroalimentar

Num inventario sobre as aplicacbes dos NMs ja comercializados e em
desenvolvimento no setor agroalimentar, realizado por Peters et al., 2014, foi possivel
apurar que a maioria das aplicagfes estdo associadas a alimentacéo (88 %), sobretudo
a aditivos/ suplementos e a materiais de contacto com os alimentos. Em contrapartida,
apenas uma pequena percentagem diz respeito as aplicagdes relacionadas com a
agricultura (9 %) e com as ragbes para animais (3 %). Nesse inventario, foram
identificados 55 tipos de NMs, sendo os inorganicos (67 %) os mais utilizados neste
setor: 0s metais sdo 0s mais comuns, seguidos pelos Oxidos metdlicos. As
nanocapsulas também aparecem em grande numero (26 %), por outro lado os
nanocompasitos (7 %) sdo menos mencionados (Figura 4) (Laux et al., 2018; Peters et
al., 2016, 2014).
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= Nanocapsulas, 149 = Oxido de fitanio, 65 = Selénio, 5 Argila, 29
= Prata, 122 = Oxido de silicio, 17 = Oxido de zinco, 34 = Outros, 103

= Quro, 13 = Nanocompasitos, 41 m Silica amorfa sintética, 25

Figura 4| Representacdo geral dos diferentes NMs registados em 633 registos do
inventario dos NMs (adaptado de Peters et al., 2014).

Dado que os NMs inorgénicos, principalmente os metais, sdo os mais utilizados na
industria agroalimentar, segue-se uma descricdo mais pormenorizada de trés NPs

metalicas, a saber: AUNPs, AgNPs e SeNPs.

2.5.1. Nanoparticulas de ouro

As AuNPs apresentam propriedades Unicas, pelo que podem ser aplicadas nas mais
diversas areas, nomeadamente na medicina (ex: diagnostico, terapéutica, bioimagem)
e na industria agroalimentar (Alex and Tiwari, 2015; Guo et al., 2017).

A detecdo de contaminantes alimentares € essencial para garantir a qualidade e a
seguranga dos alimentos, incluindo a 4gua de consumo. Até ao momento, foram
desenvolvidos diversos métodos analiticos com eficcia, sensibilidade, especificidade e
custo diferentes. Métodos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia gasosa (GC) e cromatografia de camada fina (TLC) ja estdo a ser
utilizados, além disso podem ser acoplados a diferentes métodos de dete¢édo, como por
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exemplo a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
Contudo, séo técnicas complexas que demoram bastante tempo e que requerem
pessoas altamente qualificadas, pré-tratamento das amostras e equipamentos caros.
Assim, o desenvolvimento de métodos para avaliar a qualidade e a seguranca alimentar
de forma sensivel, confiavel, barata e rapida é um dos objetivos da nanotecnologia na
industria agroalimentar (Afonso et al., 2013; Bala et al., 2016; Liu et al., 2018b; Verdoodt
et al., 2017). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de nanosensores tem atraido maior
atencdo. Os nanosensores permitem uma detecao instantdnea de contaminantes que
ndo necessita de esperar pelos resultados laboratoriais para atuar, o que é uma
vantagem do ponto de vista da seguranca alimentar. Além da monitorizacdo em tempo
real, 0s nanosensores possuem uma série de outras vantagens, como por exemplo alta
sensibilidade, operacao facil, equipamentos simples e de baixo custo (Afonso et al.,
2013; Liu et al., 2018b; Verdoodt et al., 2017). Gracas as propriedades o6ticas Unicas dos
NMs, varios grupos de investigacdo desenvolveram nanossensores com diversas
aplicagcdes. Entre os diversos NMs, as AuNPs suscitaram maior interesse em
consequéncia da alta relacéo superficie-volume, seletividade, sensibilidade e por serem
facilmente funcionalizadas. Estas NPs podem ser utilizadas em diversas metodologias
de detecdo, as mais utilizadas atualmente sdo métodos colorimétricos, fluorescentes e
eletroquimicos. As AuNPs tém sido utilizadas principalmente no campo da seguranca
alimentar para detecdo rdpida de contaminantes quimicos ou biolégicos (Figura 5) (Alex
and Tiwari, 2015; Chen et al., 2018; Liu et al., 2018b; Shafiq et al., 2020). Por exemplo,
as AuNPs podem ser utilizadas como nanosensores para detetar a presenca de
melamina nos alimentos. A melamina é um aditivo proibido utilizado para aumentar o
teor em proteina em varios alimentos, sendo principalmente adicionado aos produtos
lacteos. Além disso, a contaminacdo por melamina também pode surgir por outras
fontes, nomeadamente da migracdo deste composto quimico de recipientes (que
contenha melamina) para os alimentos e bebidas e, portanto, diversos animais e
humanos consomem alimentos contaminados o que pode levar a formagéo de célculos
renais ou até mesmo a morte, pelo que é necessario métodos fiaveis para evitar a

exposi¢cdo humana a melanina (Lu et al., 2017; Su et al., 2011).

Os nanosensores baseados em AuNPs podem monitorizar as condi¢bes da producdo
agricola in situ e em tempo real, como por exemplo a presenca de pragas, residuos de
medicamentos veterindrios, pesticidas, contaminacdes por metais pesados das
maquinas agricolas, bem como o crescimento dos alimentos e as condi¢des ambientais
no campo (Lin et al., 2011; Liu et al., 2018b). Esta tecnologia, juntamente com 0 uso

adequado de nanopesticidas, nanofertilizantes etc. permite a producdo em massa de
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alimentos, bem como a diminui¢do das potenciais perdas de alimentos e a melhoraria
da qualidade dos mesmos (He et al., 2019). Os nanosensores baseados em AuNPs
também podem ser utilizados para avaliar a qualidade da &gua, detetar a presenca de
aditivos proibidos, monitorar a integridade das embalagens de alimentos, avaliar a
frescura dos alimentos e a presenca de toxinas ou de microorganismos patogénicos
gerados pelo armazenamento de longa data (Liu et al., 2018b; Shafiq et al., 2020). Por
exemplo, Verdoodt et al.,, 2017 (Tabela 1) demonstraram que as AuNPs podem ser
utiizadas como nanosensores para detetar a presenca de microrganismos nos
alimentos. Os autores desenvolveram um método colorimétrico simples e barato para a
detecdo de bactérias Gram-positivas. A detecdo € baseada no reconhecimento
anticorpo-antigenio, as AUNPs séo conjugadas com o anticorpo (bactérias monoclonais
anti-Gram-positivas) e, portanto, tém capacidade de reconhecer bactérias Gram-
positivas, resultando numa mudanca de cor das AuNPs ap0s a agregacéao. Este método
foi aplicado com sucesso na detecdo rapida (tempo de resposta: 1 min) de duas
bactérias Gram-positivas (Lactobacillus spp. e Staphylococcus aureus) em amostras de
cana-de-agUcar e obteve valores concordantes com os valores obtidos por outros
métodos de referéncia. Mais exemplos de nanosensores baseados em AuNPs com
aplicacdo na industria agroalimentar por forma a garantir a qualidade e a seguranca

alimentar sdo apresentados na Tabela 1.

Aplicagido de AuNPs na industria

agroalimentar

— A"'/{- / T
Toxinas Residuos de pesticidas / _/ “~._ Condigbes ambientais nos campos agricolas
/ \‘\\ (Ex: humidade e pH do solo)
// I/ Quimicos “‘\\\
/ Metais pesados \ * Microorganismos

e

Residuos de medicamentos veterinarios

. Condigdes das embalagens de alimentos

Figura 5| Representagdo geral do uso de AuUNPs como nanosensores na industria

agroalimentar.
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Embora com menor relevancia, as AuNPs também tém sido exploradas como
pesticidas (Al-Samarrai, 2012) e quanto a suas capacidades em melhorar o rendimento
das culturas (Parveen et al., 2016). Além disso, devido as suas caracteristicas
antimicrobianas as AUNPs também podem ser utilizadas em embalagens de alimentos
e em filtros de agua (Nile et al., 2020; Peters et al., 2016; Silvestre et al., 2011).
Curiosamente, o uso combinado de AgNPs com AuNPs tem suscitado um grande
interesse, uma vez que esta combinacdo produz um efeito sinérgico contra alguns

microorganismos ou na detecdo de contaminantes alimentares (Hussain et al., 2020).
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Tabela 1| Alguns exemplos de nanosensores de AuNPs aplicados na indUstria agroalimentar.

Tipo de contaminante

Referéncia ) Analito Detetado Amostra Método de detecgédo Limite de detecéo Tempo de resposta
alimentar
(Xiulan et al., 2005) Toxinas Aflatoxina B1 - Ensaio imunocromatografico 2,5 ng/ mL 10 min
] ) Licor chinés Método colorimétrico (Label- )
(Luan et al., 2015) Toxinas Ocratoxina A ] 0,009 ng/ mL 30 min
(Maotai) Free Aptamer)
_ 105 cfu/ mL para
Lactobacillus spp. e .
_ ; 5 ) o Lactobacillus spp. e _
(Verdoodt et al., 2017) Microorganismos Staphylococcus Cana-de-agucar Método colorimétrico 1 min
120 cfu/ mL para S.
aureus
aureus
Detecéo eletroquimica i
) ] ] ) ] 143 células/ mL de ]
(Afonso et al., 2013) Microorganismos Salmonella enterica Leite (Voltametria de pulso 1 h 30 min
) ) Salmonella
diferencial)
. : Imunoensaio baseado em .
(Hahn et al., 2017) Microorganismos Salmonella Tomates . _ 10 cfu/ g 45 min
Switchable-Linker
) _ B . Agua ambiental ) o
(Jin et al., 2016) Metais pesados I&o mercdrio (Hg?*) Método colorimétrico 6,0 nM -

e leite em po6
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Tabela 1| Continuacéo.

L Tipo de contaminante ) .
Referéncia ) Analito Detetado Amostra Método de detecao
alimentar

Medicamentos Método duplo
(Song et al., 2012) Ampicilina o
veterinarios fluorescente-colorimétrico

Agua potavel e ) o
(Bala et al., 2016) Pesticidas Malatiao Método colorimétrico
magcas

Limite de detecédo

2 ng/ mL por
fluorescéncia e 10
ng/ mL por
colorimetria

Tempo de
resposta
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2.5.2. Nanoparticulas de prata

Como j& referido, um dos grandes objetivos da nanotecnologia na induastria
agroalimentar € o aumento do prazo de validade dos alimentos e a reducéo do risco de
doencas transmitidas pela ingestao de alimentos. Assim a utilizacdo de materiais com
agentes antimicrobianos eficazes, constitui uma Gtima abordagem neste sentido. As
AgNPs sdo NPs com propriedades antimicrobianas reconhecidas e sdo facilmente
incorporadas em varios tipos de materiais (ex: plasticos e téxteis), pelo que podem ser
utilizadas em diferentes aplicagcfes na industria agroalimentar (Figura 6), principalmente
no processamento (preservagdo) e nas embalagens (seguranca) de alimentos para
controlo de crescimento de agentes patogénicos (Bumbudsanpharoke and Ko, 2015;
Morais et al., 2019; Silvestre et al., 2011; Simbine et al., 2019; Zorraquin-Pefa et al.,
2020). Como anteriormente referido, as embalagens de alimentos nanotecnoldgicas
podem ser divididas em trés classes: ativas, ecoldgicas e inteligentes. Contudo, a
combinacédo de diferentes tipos de embalagens, como por exemplo embalagens ativas
e ecologicas, também é possivel. Nas embalagens ativas, as AgNPs podem ser
incorporadas na matriz polimérica das embalagens, que pode ser uma pelicula nédo
degradavel (ex: polietileno e alcool vinilico de etileno) ou uma pelicula biodegradavel
feita por um polimero ou por um agente estabilizador (embalagem ecoldgica) (Zorraquin-
Pefia et al., 2020). Yu et al., 2019 desenvolveram um novo nanocompdgsito constituido
por AgNPs e nandfibrilas de celulose e avaliaram a sua eficacia e citotoxicidade. Os
resultados obtidos demonstraram que este novo nanocompoésito exibiu efeito inibitério
contra bactérias de origem alimentar: Escherichia coli e Listeria monocytogenes.
Relativamente a citotoxicidade, o nanocompésito em estudo, nao reduziu
significativamente a viabilidade das células epiteliais do colon humano normais (FHC) e
cancerigenas (Caco-2). Portanto, os autores concluiram que 0 nanocompoésito
constituido por AgNPs e nanofibrilas de celulose € um bom material antimicrobiano e

pode ser uma boa opcao para embalagens de alimentos.

As AgNPs também podem ser utilizadas em diversos tipos de nanosensores,
nomeadamente em embalagens inteligentes de alimentos para detecdo de agentes
patogénicos (Zorraquin-Pefa et al., 2020), bem como para monitorizar os cultivos e as
condi¢Bes da producdo agricola in situ e em tempo real, particularmente a presenca de
pragas e o crescimento dos alimentos (Hosnedlova et al., 2019; Jokar et al., 2016; Lv et
al., 2018). Por exemplo, Abbaspour et al., 2015 desenvolveram um nanosensor baseado
em AgNPs conjugadas com aptameros para detecao eletroquimica seletiva com base
num aptamero duplo de Staphylococcus aureus. Para avaliar as possiveis interferéncias

com outras bactérias e a aplicabilidade deste novo nanosensor, 0s autores
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guantificaram S. aureus em amostras reais de agua. Os resultados demonstraram que
este método apresenta vantagens em relacdo aos meétodos convencionais, sendo
bastante mais simples, rapido, barato e com bom limite de detecdo. Além disso, a
elevada sensibilidade deste nanosensor para S. aureus deve-se ao uso de dois
aptameros especificos para esta bactéria alvo, pelo que, este método abre a
possibilidade de se usar aptameros para detetar bactérias alvo a niveis que néo seriam
possiveis com 0s métodos tradicionais. Por fim, as AgQNPs também podem ser utilizadas
como aditivos para alimentos e para racdes de animais, uma vez que as AgNPs sdo
eficazes na reducdo de microorganismos, permitindo a reduc¢do do uso de antibidticos
na pecudria (Adegbeye et al., 2019; Gherbawy et al., 2013; Zorraquin-Pefia et al., 2020).
Além disso, as AgNPs também podem ser utilizadas no tratamento da dgua (Dankovich
and Gray, 2011; Zorraquin-Pefa et al., 2020), como por exemplo incorporadas em

membranas de ultrafiltracdo (Zodrow et al., 2009).

Aplicacido de AgNPs na indistria
agroalimentar

Processamento de alimentos Seguranca alimentar

- Aditivos para alimentos e para - Embalagens ativas
ragdes de animais (NPs como agentes antimicrobianos)
(Reduzir o uso de antibiéticos na pecuéria) - Embalagens ecolégicas
- Tratamento de &gua - Embalagens inteligentes
(Limpeza e  nhanosensores para (Nanosensores para detecdo de

monitorizagdo das condigdes) agentes patogenicos)

Figura 6| Representacéo geral do uso de AgNPs na industria agroalimentar.

Varios estudos realizados com AgNPs para avaliar a sua eficacia na inibicdo do
crescimento de diferentes microorganismos de origem alimentar estdo resumidos na
Tabela 2. Os dados obtidos a partir desses estudos permitem concluir que, de facto, as
AgNPs representam uma nova geracdo de antimicrobianos, capazes de destruir
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como, leveduras e fungos. Entre
outros estudos relevantes apresentados na Tabela 2, destaca-se o de Kanmani and Lim,

2013 demonstrando o efeito antimicrobiano das AgNPs, sintetizadas utilizando um
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exopolissacarideo bacteriano como agente redutor e estabilizador, contra os mais
comuns agentes patogénicos de origem alimentar, incluindo Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Aspergillus spp. e
Penicillium spp. Pela andlise da Tabela 2, é possivel concluir também que a
concentracdo é um dos fatores mais importantes na utilizacdo de AgNPs como agentes
antimicrobianos na inddstria alimentar. Por exemplo, Losasso et al., 2014 demonstraram
que as AgNPs exerceram atividade antibacteriana contra as bactérias de origem
alimentar: Salmonella spp. (Enteritidis, Hadar, Senftenberg) e que essa atividade foi
dependente da concentracdo de AgNPs (0, 20, 50, 100, 150 e 200 mg/ L). Da mesma
forma, Kanmani and Lim, 2013 demonstraram que a inibicdo do crescimento bacteriano
foi dependente da concentracdo das AgNPs. Contudo, apesar do grande potencial
destas NPs, a sua atividade biocida ainda nao € totalmente compreendida e geralmente
pode estar associada a outros fatores, como por exemplo tamanho, carga superficial,
forma, método de sintese e, obviamente, das caracteristicas especificas de cada

microrganismo.

21



Tabela 2| Estudos sobre o efeito das AgNPs na inibicdo do crescimento de diferentes microorganismos.

Tamanho o
. Concentragéo Tempo de Bactérias L Levedura/
Referéncia | das AgNPs . Bactérias Gram (-) Resultados
das AgNPs exposicao Gram (+) Fungo
(nm)
A inibicdo do crescimento bacteriano foi dependente da
concentracdo de AgNPs. Contudo, a eficacia antimicrobiana
L . 0, 20, 50, 30 min, 1, 2, Salmonella spp. das AgNPs foi por tempo limitado.
0Sasso e
1. 2014) 6-20 100, 150,200 mg/ | 4,24,48e - (Enteritidis, Hadar, - A maior eficacia das AgNPs foi contra S. Enteritidis, seguida
al., " T
L 72 h Senftenberg) pela S. Hadar, as duas bactérias foram inibidas por 48 h.
Pelo contréario, S. Senftenberg foi a mais resistente (inibida
apenas durante 4 h na concentragéo mais alta de AgNPSs).
Escherichia coli,
Listeria Vibrio B ) ]
) AgNPs mostraram atividades antibacterianas contra todas
monocytogenes parahaemolyticu, - ) ) o
(Du et al., 0, 10, 20, 30 pg/ as bactérias de origem alimentar testadas. A atividade
47,3+ 2,6 24 h e Pseudomonas - ) )
2019) mL ) antibacteriana aumentou de forma dependente da
Staphylococcus aeruginosa e .
concentragéo.
aureus Salmonella
Typhimurium
A inibicdo do crescimento bacteriano foi dependente da
o . concentracdo. A bactéria mais suscetivel as AgNPs foi a
Escherichia coli, . L . . .
. » ) bactéria multirresistente P. aeruginosa, seguida pela E. coli
(Kanmani 0,2; 0,5;1,0; 1,5; Bactérias: 24 . . Pseudomonas Aspergillus spp. .
. Listeria . e pela K. pneumoniae. Por outro lado, a L. monocytogenes
and Lim, ~10 2,0 mg/ mL h aeruginosa e e . ) .
monocytogenes . o foi menos suscetivel a estas NPs. Relativamente aos
2013) Fungos: 48 h Klebsiella Penicillium spp. o ;
. fungos, ambos foram inibidos de maneira dependente da
pneumoniae

concentragdo. O fungo Aspergillus spp. foi mais suscetivel
as AgNPs do que o Penicillium spp.
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Tabela 2| Continuagéo.

Tamanho
. Concentracdo | Tempo de . .
Referéncia | das AgNPs o Bactérias Gram (+) | Bactérias Gram (-) | Levedura/Fungo Resultados
das AgNPs exposicao
(nm)
Aspergillus spp. o 5 . .
. AgNPs exibiram acdo antifangica. A concentracdo
_ (Flavus, Nomius . . ;
(Bocate et Variou de 0,26 a » minima inibitoria (CMI) das AgNPs contra Aspergillus
90 + 11 48 h - - e Parasiticus, _ » ;
al., 2019) 135 pg/ mL flavus, nomius e parasiticus foi de 8 pg/ mL. Para
Ochraceus e . .
Aspergillus melleus e ochraceus a CMI foi de 4 ug/ mL.
Melleus)
AgNPs mostraram forte atividade antibacteriana
contra S. aureus e E. coli.
(Shao et al., Variou de 0,181 Staphylococcus o ] A CMI foi a mesma para as duas bactérias (11,60 mg/
~50 24 h Escherichia coli - o )
2018) a 185,548 g/ mL aureus mL). A zona de inibicdo (ZOl) do S. aureus foi de
(12,58 mm £ 0,22 mm) e a da E. coli foi de (12,75 mm
+ 0,15 mm).
AgNPs exerceram atividade antibacteriana contra as
- _ duas bactérias. Contudo, AgNPs foram mais eficazes
Escherichia coli e i
(Chandhru 20-30 2,37;4,75;9,5e contra a E. coli do que contra a Salmonella.
24 h - Salmonella - . o
et al., 2019) 19 pg/ mL - A concentracéo de 4,75 pg/ mL foi suficiente para inibir
typhimurium : . .
o crescimento das duas bactérias e a concentracao de
9,5 pg/ mL foi suficiente para matar estas bactérias.
o AgNPs mostraram eficacia contra L. monocytogenes,
(Belluco et 1,4, 24, Listeria L . O )
23 300 ppm - - mas apenas 24 h apos a incubacgéo. Esta eficacia esta
al., 2016) 48e 72 h monocytogenes

ligada a libertacdo de ifes.
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2.5.3. Nanoparticulas de selénio

O selénio é um oligoelemento essencial na dieta dos seres humanos e dos animais
para a manutencdo da salde e do crescimento. E um micronutriente que ajuda a
neutralizar os radicais livres, estimula o sistema imunoldgico, intervém no
funcionamento da glandula tiroide e € responsavel por regular varias selenoproteinas.
Nos seres humanos, foram identificadas pelo menos 25 selenoproteinas que
desempenham funcbes importantes, nomeadamente a seleno-glutationa peroxidase
que, associada a vitamina E, desempenha um papel importante nos mecanismos de
defesa dos seres vivos contra danos oxidativos, catalisando a reducdo de uma
variedade de hidroperoxidos (Majeed et al., 2018; Skalickova et al., 2017). A deficiéncia
em selénio pode levar a problemas graves em varios 6rgdos e tecidos, nomeadamente
doencas cardiovasculares, disturbios relacionados com os musculos e cancro de
prostata ou da tiroide (Kieliszek and Btazejak, 2016; Mates et al., 2019). Um dos
principais problemas da utilizagdo do selénio € a sua margem de seguranca estreita
para os seres vivos, 0 que limita muito a sua aplicagdo. Esta questédo pode ser resolvida
com a utilizacdo de SeNPs, uma vez que, na forma nano, o selénio € menos toxico que
o0 selénio numa escala maior (Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017), alguns exemplos
serdo mencionados mais adiante no texto (Capitulo 2 sec¢éo 2.7.3). As SeNPs possuem
propriedades mais avancadas em relacdo ao selénio de maiores dimensoes,
nomeadamente em termos de biocompatibilidade, solubilidade, difusdo e
imunogenicidade (Capitulo 2 seccdo 2.7.3). Porém, é ainda necessario melhorar a
utilizacdo das SeNPs por forma a tornar a sua utilizacdo mais segura e eficaz (Majeed
et al., 2018).

As SeNPs demonstram propriedades antidiabéticas (Ahmed et al.,, 2017),
antioxidantes, anticancerigenas, antibacterianas e antifungicas (Mates et al., 2019;
Skalickova et al., 2017; Wadhwani et al., 2016; Zhang et al., 2008). Nos ultimos anos,
estas NPs tém vindo a ganhar importdncia em varias areas da nanotecnologia,
principalmente na nanomedicina (como agente terapéutico) e na nanoinddstria
agroalimentar (como suplemento alimentar) (Hosnedlova et al., 2018; Mates et al., 2019;
Skalickova et al., 2017; Wadhwani et al., 2016). As principais aplicacdes das SeNPs, na

indastria agroalimentar, estdo representadas num diagrama esquematico (Figura 7).
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Aplicacdo de SeNPs na industria

agroalimentar

v v v
Suplementos alimentares ‘ ‘ Suplementos alimentares ‘ ‘ Embalagens de alimentos
- Melhora o] valor - Melhora o valor — Funciona como agente

nutricional da ragéo nutricional dos alimentos antimicrobiano
-» Favorece o crescimento - Funciona como gente (Evita deterioragdo dos
-> Favorece a reprodugéo antioxidante alimentos embalados)
- Melhora a digestdo da - Funciona como gente

racéo antimicrobiano

- Funciona como gente
antioxidante

- Funciona como gente

antimicrobiano

Figura 7| Representacao geral do uso de SeNPs na industria agroalimentar. Existem
varios beneficios da aplicacao das SeNPs como suplementos alimentares para animais,
nomeadamente na melhoria do crescimento, reproducéo e digestdo, bem como na sua
utilizacdo em alternativa aos antibioticos tradicionais para o tratamento de doengas em
animais, devido as propriedades antioxidantes e antimicrobianas das SeNPs. Além
disso, as SeNPs também podem ser utilizadas como suplementos alimentares para
melhorar a salde humana, nomeadamente aumentando o valor nutricional dos
alimentos. A aplicacdo das SeNPs na industria agroalimentar oferece ainda vastas
oportunidades a nivel das embalagens de alimentos, evitando a deterioragdo dos

alimentos embalados devido as propriedades antimicrobianas destas NPs.

Para evitar ou reduzir a deficiéncia em selénio, a suplementagédo com SeNPs oferece
enormes beneficios a salde humana e também traz varios beneficios aos animais para
consumo humano. Até a data, a suplementacdo nutricional tem sido das principais
aplicacdes das SeNPs na industria agroalimentar. Por exemplo, Xun et al., 2012 (Tabela
3) demonstraram que a suplementagédo de SeNPs (4g de SeNPs/ kg de matéria seca da
dieta) em ovinos (média 43,32 + 4,8 kg de peso corporal), durante 25 dias, aumentou a
concentracdo de acidos gordos volateis e diminuiu o pH do rimen, a concentracao de
azoto amoniacal, a propor¢cédo molar de propionato e a proporcéo de acetato/ propionato.
Como a fermentagé@o ruminal foi melhorada e a converséo alimentar foi aumentada
concluiram que a suplementacdo de SeNPs na dieta de ovinos melhora a atividade
microbiana ruminal e, portanto, melhora a capacidade de digestdo das racdes em

ruminantes.
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A Tabela 3 apresenta varios efeitos positivos das SeNPs com alto potencial para
serem utilizadas em diferentes aplica¢des na industria agroalimentar. Pela analise desta
tabela é possivel verificar que recentemente, as SeNPs emergiram como uma nova
classe de agentes antimicrobianos. Por exemplo, Piacenza et al., 2017 demonstraram
que as SeNPs inibem fortemente diferentes bactérias de origem alimentar. Como ja
referido, o desenvolvimento de embalagens antimicrobianas para prevenir a
contaminacdo de alimentos por microorganismos é uma area ativa de pesquisa e,
portanto, revestir as embalagens com SeNPs por forma a conferir propriedades
antimicrobianas € uma das abordagens mais promissoras para reduzir as infecfes
humanas resultantes da contaminacédo dos alimentos (Piacenza et al., 2017; Wang et
al.,, 2015a). Os animais, incluindo bovinos, aves e animais aquaticos estdo sujeitos a
infecdes causadas por diversos agentes patogénicos o que resulta na diminuicao da sua
produtividade, bem como na quantidade e qualidade dos produtos que produzem (ex:
leite e ovos). Assim sendo, a capacidade antimicrobiana das SeNPs também pode ser
uma potencial alternativa aos antibidticos utilizados no tratamento de animais de
consumo humano, contra as diversas doencas, uma vez que a resisténcia a multiplos
antibiéticos é cada vez mais frequente (Sarkar et al., 2015; Zhang et al., 2010). Contudo,
o efeito antimicrobiano deste tipo de NPs deve ser avaliado para outras bactérias,
fungos e protozoéarios que surgem nos alimentos. Além disso, o0 mecanismo de agdo

antimicrobiana das SeNPs ainda n&o foi completamente esclarecido.

N BN

Em geral as SeNPs chamam a atengcdo devido & sua alta biodisponibilidade,
bioeficacia e menor toxicidade que o selénio na forma convencional (Capitulo 2 seccao
2.7.3) (Majeed et al., 2018; Menon et al., 2018). Contudo, como sera abordado mais a
frente, sdo necessarios alguns cuidados na sua utilizagdo, uma vez que a margem entre
eficacia e toxicidade do selénio é estreita. Além disso, a seguranca das SeNPs para o
uso em animais e humanos depende de varios fatores, nomeadamente tamanho, forma,
revestimento e tipo de sintese, tal como extensamente documentado nos estudos que
mais adiante se descrevem (Majeed et al., 2018; Mates et al., 2019; Piacenza et al.,
2017).
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Tabela 3| Resumo dos potenciais beneficios das SeNPs na industria agroalimentar.

2017)

mL

e Staphylococcus aureus

o Tamanho das . ] Tempo de ) . .
Referéncia Concentracdo das SeNPs Modelo Experimental . Aplicagao/ Efeito
SeNPs (nm) exposicéo
Ovinos Suplementacao alimentar
4 g de SeNPs/ kg de _ _ _ . 5
(Xun et al., 2012) - . ) (Dorset, Small Tail Han, 25 dias (melhora a digestéo da ragéo
matéria seca da dieta ]
Tan) animal)
) 0,3 mg de SeNPs/ kg de Bodes Suplementacéo alimentar
(Li-guang et al., 2010) 60-80 12 semanas . )
peso corporal (Boer) (melhora a reproducao animal)
Suplementacao alimentar
. 0,3 mg de SeNPs/ kg de Bodes pretos . . )
(Shi et al., 2011) 60-80 . 90 dias (melhora o crescimento animal
peso corporal (Taihang) o -
e tem atividade antioxidante)
Peixes Suplementacéo alimentar
0,5 mg de SeNPs/ kg de ) ) ) )
(Zhou et al., 2009) 60-80 (Carassius auratus 30 dias (melhora o crescimento animal
peso corporal o o o
gibelio) e tem atividade antioxidante)
Staphylococcus aureus,
69,00 g/ m? de SeNPs na Pseudomonas .
. ; . o Embalagens de alimentos
(Wang et al., 2015a) 50-100 superficie do material aeruginosa, Escherichia 24,48e72h o . :
. (atividade antimicrobiana)
testado coli, e Staphylococcus
epidermidis
(Piacenza et al., Variou de 0,0025 a 2,5 mg/ | Pseudomonas aeruginosa Embalagens de alimentos
160 e 209 24 h

(atividade antimicrobiana)
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2.6. Avaliacdo da seguranca dos nanomateriais
para aplicagao agroalimentar

Apesar dos potenciais beneficios e das diferentes aplicacbes dos NMs na indUstria
agroalimentar, existem preocupacdes crescentes relacionadas com a seguranca e com

a saude (Figura 8).

A nanotoxicologia é a ciéncia que estuda a toxicidade dos NMs e em que medida a
sua utilizacdo pode ter efeitos na salde humana e no meio ambiente. Esta area de
estudo surgiu depois da revolucdo da nanotecnologia, ap6s a aplicacéo industrial de
alguns NMs (Donaldson et al., 2004). A nanotoxicologia resultou da necessidade de
acompanhar o rapido crescimento da nanotecnologia e de regular o uso descontrolado
dos novos NMs, uma vez que a producdo industrial e a eliminacdo inadequada dos
residuos podem levar a poluicdo do ambiente e, consequentemente, aumentar a
exposi¢cdo humana. Assim sendo, para se retirar beneficios da nanotecnologia, devem
ser avaliados os perfis toxicologicos dos NMs (Elsaesser and Howard, 2012; Joye et al.,
2019; Nile et al., 2020; Shafiq et al., 2020).
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Maior protecao das culturas

Reducéao das perdas agricolas e maior eficiéncia na produgao
Uso de nanoagroquimicos em menores quantidades
Processamento de alimentos mais higiénico

Aumento da seguranca alimentar

Menor uso de conservantes

Aumento dos beneficios para a saude (ex: maior valor nutricional)
Melhores propriedades (cor, sabor, textura e aroma)
Aumento da frescura e da qualidade dos alimentos

Aumento do prazo de validade

Embalagens mais eficientes

Beneficios

N R RN N N A N N A 2

Nanotecnologia na industria agroalimentar

-> Contaminagdo do meio ambiente
- Impacto nos animais e nas plantas
-> Pouco conhecimento sobre o destino e o comportamento
ambiental dos nanoagroquimicos
-> Potencial migragao dos NMs das embalagens para os
- Saude humana
-> Danos oxidativos e inflamacgéao do TGl

- Cancro
-> Lesdes em varios 0rgaos

Figura 8| Potenciais beneficios e riscos das aplicacdes nanotecnoldgicas na industria agroalimentar. Existem varios beneficios da aplicacédo

da nanotecnologia na industria agroalimentar, desde métodos de producéo agricola mais eficazes com menor uso de nanoagroquimicos, maior
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protecao das culturas e reducdo das perdas agricolas, até alimentos com sabores e texturas aprimoradas, com prazo de validade alargado e
com maiores beneficios para a saude (ex: maior valor nutricional). A nanotecnologia oferece ainda vastas oportunidades a nivel das embalagens
de alimentos, permitindo o aumento da qualidade, da frescura e da seguranca dos alimentos. Contudo, existem riscos associados a utilizacéo
de NMs. Atualmente, existem incertezas quanto ao destino e ao comportamento dos nanoagroguimicos quando libertados no meio ambiente,
além disso, a potencial migracdo dos NMs das embalagens para os alimentos também necessita de ser esclarecida. Evidéncias indicam que a
exposi¢cao a NMs pode causar danos na saude humana, nomeadamente danos oxidativos e reacdes inflamatorias no TGI, bem como lesdes em

varios outros 6rgéos, como figado, rim e baco e levar ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancro.
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2.6.1. Provaveis fontes de contaminacdes
alimentares e ambientais por nanomateriais

A aplicacdo de NMs na industria agroalimentar pode criar novas fontes, diretas e
indiretas de exposicdo humana, podendo-se tornar uma ameaca para a saude publica.
As fontes diretas de exposicdo aos NMs sdo: os alimentos, a agua potavel, as bebidas
e 0s outros produtos de consumo contendo NMs. Por outro lado, as fontes indiretas de
exposicdo humana séo resultado da eliminacdo de forma inadequada destes materiais
no meio ambiente, podendo contaminar os alimentos e a dgua potavel (Klaine et al.,
2008). A ingestéo involuntaria de NMs também pode ocorrer pelo uso de nanopesticidas,
pelo consumo de 4gua proveniente de aparelhos que utilizam NMs para filtrar e purificar,
bem como pelo consumo de alimentos que estiveram em contacto com embalagens ou
gue foram processados com equipamento revestidos por NMs (He et al., 2019;
Martirosyan and Schneider, 2014).

Um dos riscos de exposicdo indireta que mais tem suscitado preocupacodes € a
potencial migracdo de NMs das embalagens para os alimentos. Para NMs presentes em
materiais de contacto com os alimentos, a ingestao é a principal via de entrada no
organismo. Contudo, os NMs presentes nas embalagens de alimentos também podem
ser inalados ou mesmo absorvidos através do contacto com a pele, embora estas duas
vias respeitem quase exclusivamente a trabalhadores desta industria (Silvestre et al.,
2011; Ziarati et al., 2018). Assim sendo, é necessario avaliar a extensdo da migracao
de NMs para os alimentos e, caso isso aconteca, é preciso avaliar a biocinética desses
NMs no organismo, isto &, perceber como é que sdo absorvidos, distribuidos,
metabolizados e eliminados (ADME) do organismo humano (Martirosyan and Schneider,
2014).

Como anteriormente mencionado, a exposi¢cdo humana indireta pode ocorrer pela
libertacdo de NMs para o meio ambiente, podendo originar um impacto negativo na
saude humana, mas também pode ter um impacto negativo no préprio ambiente. Devido
ao rapido aumento de producdo de NMs e da sua aplicacao, a libertacdo anual destes
compostos para o ambiente ndo pode ser estimada com precisdo. Além disso, existe
algum desconhecimento sobre as quantidades de NMs aplicados e libertados de
diferentes aplicacbes e produtos de consumo (Martirosyan and Schneider, 2014;
Silvestre et al., 2011).

Os NMs podem possuir propriedades toxicas diretas e, devido as suas propriedades
especificas (ex: forma, tamanho, carga), podem sofrer alteracdes fisico-quimicas que

alteram o seu impacto biolégico e o seu destino no ambiente (Martirosyan and
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Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011). Os NMs libertados para o ambiente podem
contaminar por exemplo, o meio aquatico e o solo, podendo ter um impacto nos
organismos vivos, homeadamente nos peixes (Zhu et al., 2008) e nas plantas (Navarro
et al., 2008). Como existe pouco conhecimento sobre o destino dos NMs e sobre o seu
comportamento ambiental, é dificil apurar se existe ou ndo bioacumulacdo de NMs na
cadeia alimentar (Martirosyan and Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011). Contudo,
estudos recentes mostram que o comportamento dos NMs na natureza depende das
caracteristicas do ambiente onde séo libertados (ex: pH e salinidade), para além das

suas propriedades fisico-quimicas e da concentragdo (Klaine et al., 2008).

Outro aspeto interessante sobre o impacto dos NMs no meio ambiente € o seu uso
na formulagéo de pesticidas e fertilizantes para aumentar a eficicia desses produtos em
relacéo as formulacdes tradicionais, podendo levar a alteragcao dos niveis de NMs no
ambiente e nos alimentos (Martirosyan and Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). Kah
et al., 2013 verificaram gue estes materiais podem ter impactos significativos no destino
do principio ativo no ambiente e/ ou introduzir novos principios ativos no ambiente, para

0s quais, o destino ambiental ainda néo esté totalmente compreendido.

O conhecimento dos efeitos e dos comportamentos dos NMs na satde humana e no
meio ambiente estdo longe de estarem completamente compreendidos. As previsdes
atuais sugerem que a probabilidade de danos ecotoxicoldgicos é bastante baixa (Boxall
etal., 2007; Lead et al., 2018). No entanto, é importante reconhecer que estas previsdes
podem mudar a medida que novos NMs vao sendo desenvolvidos e a medida que se
vai aprofundando os conhecimentos nesta area. Por isso, Sd0 necessarios mais
estudos, tendo em conta diversos fatores que serdo abordados mais a frente, para
avaliar com rigor a seguranga da utilizagdo dos NMs e melhorar o entendimento dos
niveis de exposicdo humana (Lead et al., 2018; Martirosyan and Schneider, 2014;
Silvestre et al., 2011).

2.6.2. Avaliacao datoxicidade dos nanomateriais

O uso extensivo dos NMs na inddstria agroalimentar tem levantado algumas
preocupacoes, pelo que a seguranca dos NMs tem de ser devidamente avaliada. Como
as propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos compostos em nanoescala sao
diferentes dos compostos em macroescala, podendo ser determinantes na expressao
da toxicidade, sé&o necessarios estudos adicionais realizados nos NMs para averiguar o

seu potencial risco. Isto é, estas propriedades fisico-quimicas além de serem essenciais
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para as suas fun¢des, parecem ser a principal fonte de potenciais efeitos negativos para
a saude humana (Joye et al., 2019; Martirosyan and Schneider, 2014; Nile et al., 2020;
Peters et al., 2011; Singh et al., 2017). Assim sendo, para a utilizacdo segura de NMs
nos alimentos é preciso estudar as relagdes entre as propriedades fisico-quimicas dos
materiais e a matriz alimentar, bem como as condicdes ambientais de transporte e
armazenamento (ex: temperatura, humidade, exposi¢cdo a luz) e pH/ polaridade dos
alimentos em que sao aplicados (Martirosyan and Schneider, 2014; Peters et al., 2014,
Silvestre et al., 2011).

Para a avaliagdo da nanotoxicidade, o tamanho, o revestimento da superficie, a
solubilidade e o estado de agregacéo/ aglomeragédo dos NMs séo as propriedades mais
criticas (Bar-ilan et al., 2009). Por exemplo, o tamanho reduzido dos NMs pode
aumentar o risco de absorcdo e de bioacumulacédo nos 6rgdos e tecidos do organismo
(Hsieh and Ofori, 2007). De Jong et al., 2008 avaliaram a distribuicdo dependente do
tamanho in vivo de AuNPs esféricas. Para tal, foram utilizadas AuNPs de quatro
tamanhos diferentes: 10, 50, 100 e 250 nm. Os ratos foram sacrificados apds 24 horas
da administracdo intravenosa e 0 sangue e os Vvarios 6rgaos (ex: figado, rim, cérebro e
baco) foram recolhidos para determinacdo do conteido em ouro por espectrometria de
massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS). Para todos os tamanhos de
AuNPs, a méaxima concentracdo de ouro foi detetada no figado e no bago. Aqui, os
resultados mostraram que a distribuicdo das AuNPs é dependente do tamanho. Isto é,
as NPs mais pequenas (10 nm) estavam presentes em varios 6rgdos, como figado,
baco, pulm&o, cérebro, rim, entre outros. Por outro lado, as AUNPs maiores s6 foram
detetadas no sangue, no figado e no baco. Além disso, as AUNPs de maiores dimensdes
originam menor conteido em ouro nestes tecidos. Portanto, as AUNPs de 10 nm tiveram
uma maior distribuicdo por todo o organismo, em comparacdo com as AuNPs de
maiores dimensdes. Os NMs hidrofilicos e com carga positiva na superficie, podem
aumentar drasticamente o seu tempo de circulagdo nos organismos vivos (Peters et al.,
2016; Singh et al., 2017). Os NMs insolluveis ou muito pouco solaveis nos fluidos
digestivos sdo mais facilmente absorvidos a nivel do TGl e podem acumular-se mais
facilmente em determinados tecidos ou 6rgaos (Bar-ilan et al., 2009; Martirosyan and
Schneider, 2014). Contudo, parece haver uma falta de informagdo completa das
propriedades fisico-quimicas dos NMs aplicados na industria agroalimentar (Figura 9).
Enquanto o “size range” e o tamanho médio dos NMs s&o frequentemente mencionados,
apenas um numero bastante reduzido de estudos referem o potencial zeta ({-potencial),
o estado de agregacdo, a area da superficie, etc. Para se correlacionar quaisquer

respostas toxicologicas com as caracteristicas fisico-quimicas dos NMs, bem como para
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se conseguir fazer uma comparacao precisa dos resultados de toxicidade obtidos por
outros investigadores, é necessaria uma rigorosa caracterizacdo do NM utilizado no
estudo. De facto, ndo € possivel tirar conclusdes rigorosas dos resultados de um estudo
sem uma avaliacdo adequada das propriedades dos NMs, uma vez que podem ter
composi¢cBes quimicas semelhantes, mas podem ter, por exemplo, tamanhos e formas
diferentes o que pode determinar diferentes perfis toxicoldgicos (Peters et al., 2014;
Peters et al., 2016; Singh et al., 2017).

451

298

Numero de registos no inventario

HH..--

"Sizerange"” Tamanho Forma Potencial Estado de Areada Distribuicdo Densidade
médio zeta agregacdo superficie de tamanho

Caracteristicas fisico-quimicas

Figura 9| Vis&o geral das caracteristicas fisico-quimicas mais mencionadas dos NMs
aplicados na industria agroalimentar (adaptado de Peters et al., 2014). O “numero de
registos no inventario” indica o nUmero de vezes que as caracteristicas fisico-quimicas
dos NMs aplicados neste setor foram relatados nos 633 registos do inventario. Este
inventario é sobre as aplicacdes dos NMs ja comercializados e em desenvolvimento no

setor agroalimentar.

Um outro aspeto fundamental na avaliacdo da seguranca dos NMs para uso no setor
agroalimentar respeita ao estudo da sua biocinética no organismo. No TGlI, as
interacbes com os alimentos, a microbiota intestinal e as enzimas digestivas, podem
modificar as propriedades fisico-quimicas dos NMs, possibilitando a alteracdo da sua

passagem pelo TGl e do perfil de ADME no organismo humano (Martirosyan and
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Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018). Por exemplo, Schleh et al., 2012 compararam a
absorcéo, no TGI, de AuNPs com cinco tamanhos diferentes (1,4; 5; 18; 80 e 200 nm).
O estudo foi realizado em ratos que foram expostos a doses baixas de AUNPs (1-27 ug)
para evitar reacfes téxicas no TGI. A quantidade de NPs no sangue, urina, fezes e
orgaos foi determinada, por quantificacdo da radioatividade, apés 24 horas da
administracdo intraesofagica. Tal como o esperado, a maior absorcdo através do TGl
foi observada para as AuUNPs mais pequenas (1,4 nm). Contudo, as AuNPs de 18 nm
foram mais extensamente absorvidas do que as AuNPs de 5 nm e apresentaram uma
maior acumulacdo no cérebro, possivelmente devido a ligacdo de determinadas
proteinas. Isto é, os autores sugeriram que tais resultados se devem a formacdo da
corona proteica em torno das AuNPs de 18 nm, o0 que levou a um aumento especifico
na absor¢ao epitelial em comparacdo com as de 5 nm. A toxicidade dos NMs também
pode ser alterada pela variagdo do pH em diferentes locais do TGl (Bergin and
Witzmann, 2013). Ou seja, durante o transporte através do TGl as NPs podem sofrer
agregacdo devido ao pH éacido do estdmago, e atingir o intestino como agregados
(Hinkley et al., 2015). Assim sendo, é necessario considerar este tipo de interagbes
(Capitulo 2 secgéo 2.6.3).

Diversos fatores podem influenciar a agregacao de certas NPs ap0s a exposi¢cao ao
ambiente biolégico, nomeadamente o tamanho e a carga superficial, bem como o
fendtipo celular, o meio de cultura e o tempo de exposigéo (Albanese et al., 2014). Assim
sendo, também nos ensaios in vitro é fundamental fazer uma extensa caracterizagéo
fisico-quimica dos NMs no meio de cultura utilizado no estudo, uma vez que a interagéo
entre as proteinas séricas do meio de cultura das células e os NMs pode influenciar os
seus efeitos bioldgicos e, consequentemente, levar a uma interpretacdo errada dos
resultados (Enea et al., 2020). A falta de uma extensa caracterizacgéao fisico-quimica dos
NMs pode ser responséavel, pelo menos parcialmente, pelas inconsisténcias entre varios
estudos de citotoxicidade relatados na literatura (Enea et al., 2020). Por exemplo, Enea
et al., 2020 demonstraram, em células Caco-2, que o uso de meio de cultura
suplementado com 1 % de FBS aumentou a estabilidade das AuNPs em estudo,
diminuiu significativamente a citotoxicidade e aumentou a captacéo celular das mesmas,

enquanto que a auséncia de FBS no meio de cultura levou a agregagéo das AuNPs.

Relativamente a avaliagdo da toxicidade dos NMs no meio ambiente, para além das
suas propriedades fisico-quimicas € preciso estudar os fatores ambientais locais, como
por exemplo o pH e a salinidade, bem como o comportamento, o destino e o ciclo de
vida dos NMs. Outros fatores cruciais para a determinagdo do risco de exposicdo sao

o0 tempo de persisténcia no ambiente e a estabilidade dos NMs, isto €, se sofrem
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modificagdes quando séo libertados no meio ambiente. No entanto, € dificil monitorizar
o comportamento dos NMs devido as interacBes complexas nano-bio-eco (He et al.,
2019, 2018; Martirosyan and Schneider, 2014; Silvestre et al., 2011).

Por conseguinte, a toxicidade dos NMs terd de ser estabelecida caso a caso, pelo
gue serdo necessarios mais estudos para garantir a qualidade dos produtos, da saude
humana e da seguranca ambiental (Bajpai et al., 2018; Joye et al., 2019; Nile et al.,
2020; Peters et al., 2016; Singh et al., 2017).

2.6.3. Biocinética dos nanomateriais

A avaliacdo da biocinética dos NMs é de extrema importancia. E necessario perceber
a quantidade de NMs que atingem a corrente sanguinea, apds serem absorvidos, como
€ que atravessam as barreiras biolégicas e qual o perfil de biodistribuicdo dos NMs.
Além disso, é necessario perceber se os NMs sofrem ou ndo metabolizagdo e se séo
excretados do organismo (Bergin and Witzmann, 2013; Bouwmeester et al., 2009;
Frohlich and Roblegg, 2012; Strugari et al., 2019).

Estudos feitos até ao momento indicam que as caracteristicas fisico-quimicas dos
NMs provavelmente influenciam a ADME dos NMs presentes em alimentos. Por
exemplo, Hillyer and Albrecht, 2001 realizaram um estudo em ratinhos BALB/c que
foram expostos, através da agua ad libitum, a AuNPs de 4, 10, 28 e 58 nm revestidas
com citrato, a uma concentracgédo de 2 x 10° partes por bilhdo (ppb), durante 7 dias. Apés
substituicdo da agua suplementada com AuNPs por agua corrente, os animais foram
sacrificados para analise por TEM de vérios tecidos (ex: figado, pulmao, rim e intestino
delgado). Os resultados indicaram que a absor¢ao a nivel do TGI é depente do tamanho
das NPs. Os autores verificaram que os niveis de deposi¢cdo das AuNPs nos tecidos
recolhidos diminuiram gradualmente a medida que o tamanho das NPs foi aumentando
de 4 para 58 nm e, portanto, concluiram que as NPs de menores dimensdes sdo mais
facilmente absorvidas pelo TGI que as NPs de maiores dimensdes. Além disso, os NMs
com carga positiva sdo mais facilmente absorvidos (Hussain et al., 2001) e os NMs
insolaveis nos fluidos digestivos sdo mais facilmente absorvidos a nivel do TGl e podem
acumular-se mais facilmente no organismos (Bar-ilan et al., 2009; Martirosyan and
Schneider, 2014). Contudo, ainda existe muito pouco conhecimento sobre a relacdo
entre essas caracteristicas e o comportamento dos NMs no organismo (Borel and
Sabliov, 2014; Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012).
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Num estudo de ADME, o primeiro processo a ser avaliado € a absorcdo, que
corresponde a passagem dos NMs para a circulacdo sanguinea. Dependendo do tipo
de exposicdo, existem diferentes locais de absorcdo, como por exemplo a pele, os
pulmdes e o TGI (Hagens et al., 2007). Como a ingestao é a principal via de exposi¢ao
humana aos NMs utilizados na industria agroalimentar, esta via tem suscitado grandes
preocupacdes, pois uma vez ingeridos, estes NMs podem causar efeitos nefastos a
varios niveis, nomeadamente no TGI (Martirosyan and Schneider, 2014; Ziarati et al.,
2018). Os NMs, depois de serem ingeridos, ficam sujeitos a diferentes ambientes ao
longo do TGl em consequéncia das varia¢cdes naturais de pH. Por exemplo, o pH na
boca é de cerca de 5,5; no estdbmago é de aproximadamente de 1,5 e no intestino
delgado proximal é de cerca de 6,6 (Alger et al., 2014). Estas variac6es de pH podem
levar a alterac6es nas caracteristicas fisico-quimicas dos NMs, principalmente naqueles
que sdo mais sensiveis a hidrolise induzida pelo pH e & oxidagdo (Alger et al., 2014,
Cockburn et al., 2012). Além disso, como anteriormente referido, durante o transporte
através do TGl os NMs podem sofrer agregacao devido ao pH acido, e atingir os tecidos
absorventes do intestino como agregados (Hinkley et al., 2015). Peters et al., 2012
utilizaram um modelo in vitro para simular a digestdo humana e usaram trés matrizes
alimentares (café, sopa e panquecas) que continham NPs de dioxido de silicio. Estas
NPs estavam presentes em condi¢cdes que mimetizavam a cavidade oral (digestdo na
saliva). Contudo, durante o estagio sucessivo da digestdo gastrica, as NPs
desapareceram do café e da sopa, enquanto que has panquecas foram encontradas em
pequenas quantidades. A auséncia das NPs de diéxido de silicio é resultado do baixo
pH e das altas concentracdes de eletrélitos no compartimento gastrico, que leva a
formacéo de grandes agregados nestas condi¢fes. Sob o pH intestinal (pH neutro), as
NPs reapareceram, em quantidades ainda maiores do que no estagio da digestédo
salivar. Posto isto, é necessério considerar este tipo de intera¢cdes, uma vez que a
informacgé&o a este respeito ainda € muito escassa (Martirosyan and Schneider, 2014;
Ziarati et al., 2018). Também a presenca de proteinas e lipidos nas matrizes biolégicas
podem levar a alteracGes nas propriedades dos NMs. Por exemplo, quando os NMs
entram em contacto com as biomoléculas pode ocorrer a formacéo de um revestimento
a volta dos NMs, denominado de corona proteica. Este fendmeno consiste na adsorcao
espontanea e inespecifica de proteinas na superficie dos NMs. Este revestimento de
proteinas pode ter influéncia sobre a acéo e eficiéncia dos NMs, isto €, pode ter um
impacto na absorcdo e reatividade dos mesmos. Contudo, a corona proteica é uma
estrutura instavel, pelo que pode ser removida ou alterada ao longo do percurso dos
NMs no TGI (Alger et al., 2014; Bergin and Witzmann, 2013; Cockburn et al., 2012).

Schleh et al., 2012 compararam a absor¢ao, no TGI, de AUNPs com 2,8 nm, com carga
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superficial negativa ou positiva, apos administracdo intraesofagica em ratos. Foram
administradas baixas doses de NPs radioativamente marcadas (1-27 pg) para evitar
reacdes toxicas no TGI. Os animais foram sacrificados 24 horas apés a administracao
e foram recolhidos os 6rgdos, sangue, urina e fezes. Os resultados mostraram, por
guantificacdo da radioatividade, que ao contrario do esperado foram as AuNPs com
carga negativa que apresentaram uma maior absorcdo. Os autores acreditam que este
resultado se deve a formacado da corona proteica nas AUNPs com carga hegativa. Apés
a ligacao as proteinas, a carga superficial da NP pode mudar, isto €, uma NP com carga
negativa pode adquirir uma carga positiva e vice-versa. A hipotese dos autores é que a
carga superficial negativa das AuNPs foi alterada devido as proteinas adsorvidas o que,
consequentemente, aumentou a absorgao intestinal comparativamente com as outras
AuNPs.

Ao permear as barreiras biol6gicas, como o epitélio e 0 muco, os NMs podem ficar
retidos e, portanto, este tipo de materiais quando entram no organismo sao em grande
parte eliminados nas fezes, escapando a absor¢éo (Figura 10) (Borel and Sabliov, 2014;
Cockburn et al., 2012). No entanto, varios estudos, incluindo o de Hillyer and Albrecht,
2001 previamente mencionado, demonstram que os NMs que entram no organismo por
ingestdo, podem permanecer no limen intestinal e interagir com as células epiteliais,
levando a sua absor¢cé@o e entrada na circulagdo sistémica (Des Rieux et al., 2006;
Hussain et al., 2001; Martirosyan et al., 2012). A absor¢do de NMs no TGI depende de
uma série de fatores mencionados anteriormente. Por exemplo, NMs com carga positiva
sdo mais facilmente absorvidos, assim como, os NMs mais pequenos (Hillyer and
Albrecht, 2001; Hussain et al., 2001). A absor¢éo dos NMs no TGI pode ocorrer pela via
transcelular ou pela via paracelular (menor extensdo). No caso da absorcdo no TGl pela
via transcelular, as particulas séo captadas pela regido apical do epitélio intestinal, por
endocitose, e sdo transportadas através das células M nas placas de Peyer’s e/ ou dos
enterdcitos (Des Rieux et al.,, 2006). Por fim, as particulas séo libertadas no lado
basolateral do epitélio intestinal por exocitose. O conjunto destes dois processos
denomina-se transcitose (Bouwmeester et al., 2009; Powell et al., 2010). No caso da via
paracelular, os NMs passam por entre as células. As células do epitélio TGl estdo
fortemente ligadas por juncbes apertadas. No entanto, existem evidéncias de que o
epitélio intestinal pode ser permedvel a grandes proteinas e polipéptidos. Isto é,
determinados polimeros podem atuar como “expansores” das jungdes apertadas
intercelulares, alterando a permeabilidade das mesmas, permitindo a entrada de
particulas, bactérias e toxinas (Salamat-Miller and Johnston, 2005). Assim sendo, a

possibilidade da passagem dos NMs pelas juncdes apertadas do epitélio intestinal ndo
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deve ser excluida, devendo ser tida em conta para a avaliagdo do risco. Contudo, este
tipo de transporte € limitado, tendo em conta o0 pouco espaco entre células adjacentes

(Bouwmeester et al., 2009).

Depois de passarem o TGI, os NMs entram na circulacdo sistémica, que os pode
distribuir pelos diferentes 6rgdos e tecidos. Os NMs, dependendo da sua quimica
superficial, podem interagir com varios componentes do sangue (ex: proteinas
plasmaticas e eritrocitos) (Nemmar et al., 2002). Este tipo de intera¢cdes pode ter um
efeito substancial na distribuicdo e excrecdo dos NMs (Borel and Sabliov, 2014,
Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012).

Os NMs podem ser distribuidos por todo o organismo. Existem indicios de que certas
barreiras biolégicas, como a barreira hematoencefalica (BHE), placenta ou entrada no
leite materno ndo constituem um obstaculo para alguns NMs (Borel and Sabliov, 2014;
Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al., 2012). Por exemplo, no estudo conduzido
por Hillyer and Albrecht, 2001, os resultados demonstraram que a distribuicdo para o
cérebro ocorreu para os quatro tamanhos (4, 10, 28 e 58 nm) das AuNPs em estudo.
Contudo, os animais que foram expostos as AuNPs de 4 nm foram 0s que apresentaram
maior conteldo de ouro no cérebro. Varios fatores podem influenciar a distribuicdo dos
NMs no organismo. Por conseguinte, na avaliacdo da biodistribuicdo é necessério ter
em conta fatores, como a via de administracdo, o tamanho, revestimento e a carga
superficial. Por exemplo, Morais et al.,, 2012 avaliaram o efeito do revestimento das
AuNPs (20 nm) no perfil de biodistribuicdo em ratos. Para tal, utilizaram cinco tipos de
revestimento: citrato, MUA e trés pentapéptidos [CALNN (Cys-Ala-Leu-Asn-Asn),
CALND (Cys-Ala-Leu-Asn-Asp) e CALNS (Cys-Ala-Leu-Asn-Ser)]. As AuNPs, com os
diferentes revestimentos, foram administradas em ratos por via intravenosa (0,6—1 mg
Au/ kg). A biodistribui¢éo foi avaliada ap6s 30 minutos, 2, 6 e 24 horas da administracao
das AuNPs, momento em que foram recolhidas varias amostras (ex: figado, baco,
pulmdo e cérebro) para determinacdo do ouro nos 0Orgdos. Os resultados obtidos
mostraram que as AuNPs revestidas com citrato foram rapidamente distribuidas e que
o figado foi o principal 6érgdo de acumulacéo, seguido pelo baco e pulméo. Apos 24
horas, o figado apresentou o maior nivel de ouro representando cerca de 60% da
guantidade total administrada. Um perfil de biodistribuicdo semelhante foi observado
para as AuNPs revestidas com MUA e com os trés pentapéptidos diferentes, isto é,
também para estas NPs o figado foi o principal 6rgdo acumulador, seguido pelo bago e
plumdes. Contudo, no figado, a maior quantidade de ouro foi detetada ap6s a exposicao
as AuNPs revestidas com pentapéptidos. Os resultados deste estudo demonstraram

que o revestimento com péptidos aumentou significativamente a captacdo pelo figado,
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0 que demonstra que a funcionalizacdo das NPs pode influenciar a sua biodistribuicéo,
ou seja, o revestimento pode influenciar as potenciais interacdes entre as AUNPs e 0s
componentes celulares. A investigacdo nesta area é bastante complexa, pelo que é
praticamente impossivel prever a biodistribuicdo de um NM em particular, sem que se
faca previamente um estudo completo das suas caracteristicas fisico-quimicas, bem
como um estudo in vivo da biocinética do NM (Borel and Sabliov, 2014; Cockburn et al.,
2012). Contudo, estudos na literatura sobre a ADME dos NMs, apontam o figado e o
baco como os principais 6rgaos bioacumuladores de NMs. A maior acumulacao nestes
Orgaos parece estar relacionada com as suas paredes epiteliais fracas e com a presenca
de macréfagos que capturam macromoléculas e NMs que se encontram na corrente
sanguinea. Contudo, os NMs também se podem acumular noutros érgdos, como por
exemplo rins, coracao, pulmdes e cérebro (Borel and Sabliov, 2014; Cockburn et al.,
2012; Li and Huang, 2008; Martirosyan and Schneider, 2014; Shi et al., 2013).

Atualmente, ainda ndo ha muita informagéo sobre o metabolismo dos NMs. Contudo,
€ expectavel que o metabolismo seja dependente do tipo de NM. Por exemplo, no caso
dos NMs organicos, estes podem ser biodegradaveis. NPs lipidicas e poliméricas como
0 quitosano, se nao forem suficientemente estaveis, podem ser degradadas no TGl pela
acao de enzimas (Borel and Sabliov, 2014; Dutta et al., 2009). Por outro lado, NMs
inertes, como é o caso das AgNPs e AuNPs, ndo se sabe se sdo estaveis ao ponto de
ndo sofrerem qualquer tipo de degradacdo por enzimas durante o periodo em que
circulam no organismo, mas é improvavel gue sejam efetivamente metabolizados. No
caso das NPs funcionalizadas, especula-se que estas sejam metabolizadas em alguns
casos, mas nao se sabe em que extensdo essa degradacgao ocorre. Isto €, 0s grupos
funcionais adicionados as NPs podem ser sensiveis a metabolizacdo em determinadas
circunstancias (Borel and Sabliov, 2014; Bouwmeester et al., 2009; Cockburn et al.,
2012). Por exemplo, o revestimento de QDs funcionalizado com proteinas pode ser

clivado por proteases (Hardman, 2006).

Relativamente a excre¢do dos NMs, esta pode ocorrer por diversas vias, sendo as
principais a urinaria e a fecal. Regra geral, os estudos apontam para uma grande
guantidade de NMs que nédo séo absorvidos e que séo eliminada nas fezes (Borel and
Sabliov, 2014; Cockburn et al., 2012). Além disso, o figado parece desempenhar um
papel importante na excrecdo biliar dos NMs absorvidos e que contribuem para a
excrecdo fecal. Por exemplo, Ogawara et al., 1999, sugeriram uma excrecao biliar
dependente do tamanho das NPs. As NPs de poliestireno (PSNPs) foram administradas
via intravenosa em ratos. Estas PSNPs foram captadas pelo figado e foram excretadas

na bile. As NPs menores (50 nm) foram fagocitadas pelas células de Kupffer e
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parcialmente captadas pelos hepatécitos, por outro lado, as microparticulas (500 nm)
foram captadas predominantemente pelas células ndo parenquimatosas (células
Kupffer e células endoteliais). Também aqui, na excrecdo, as caracteristicas fisico-
guimicas das NPs podem influenciar o processo (Bouwmeester et al., 2009; Martirosyan
and Schneider, 2014). Num estudo conduzido por Baek et al., 2012, foi avaliada a
excrecdo de duas NPs de oOxido de zinco de tamanhos diferentes (20 e 70 nm),
revestidas com citrato, que foram administradas em ratos por via oral, numa dose Unica
de 50, 300 ou 2000 mg/ kg de NPs de 6xido de zinco. O perfil de excre¢do destas NPs
foi avaliado na urina e nas fezes, por doseamento do zinco. As amostras de urina e de
fezes foram recolhidas em diferentes momentos: 4 e 10 horas apds a administracao oral
e nos dias 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10 e 14 apds a exposi¢do. Os resultados obtidos
indicaram que apenas uma pequena quantidade (0,32% — 1,47%) das NPs de oxido de
zinco foram excretas pela urina, sendo a maior parte (48,55% — 97,12%) eliminadas
pelas fezes, 0 que sugere a possibilidade de excrecao biliar. A taxa de excrecéo das
NPs de oOxido de zinco pela urina diminuiu com o aumento da dose administrada,
enquanto que a eliminagéo pelas fezes aumentou de maneira dependente da dose. Os
resultados mostraram ainda que as NPs de 20 nm foram excretadas através da urina e
das fezes durante 6 e 2 dias, respetivamente, enquanto que as NPs de 70 nm foram
eliminadas pela urina e pelas fezes durante 7 e 3 dias, respetivamente. Isto sugere que
as NPs mais pequenas de oxido de zinco tendem a ser excretas mais rapidamente do
gue as NPs de maiores dimensfes. O mesmo foi demonstrado em ratos expostos a NPs
de silica, por injecéo intravenosa Unica (Cho et al., 2009). Aqui as NPs de 50 nm foram
excretadas mais rapidamente pela urina e pelas fazes do que as NPs de silica de
maiores dimensdes (100 e 200 nm) (Cho et al., 2009).

Por conseguinte, é evidente a necessidade de uma prévia caracterizacao fisico-
quimica dos NMs utilizados em estudo, uma vez que essas caracteristicas podem
influenciar a ADME nos organismos vivos. Além disso, também os diferentes ambientes
e as interacdes com os fluidos biolégicos podem influenciar o comportamento dos NMs.
Porém, apesar de poderem existir alguns padrdes de comportamento, como por
exemplo relativamente ao tamanho e a carga, a biocinética dos NMs tera de ser sempre
estabelecida caso a caso, pelo que serdo necessarios mais estudos para garantir a

seguranca na utilizacdo das NPs.
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Ingestdo de NMs
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Figura 10| Cinética no organismo dos NMs presentes em alimentos. Apds a ingestao,
0s NMs podem ficar retidos no TGI e serem eliminados nas fezes. Por outro lado, os
NMs podem interagir com a mucosa intestinal e com as células epiteliais, terminado na
absorcao dos mesmos, por via paracelular ou transcelular. Os NMs, apés entrarem na
circulacao sistémica, podem ser distribuidos pelos varios érgdos alvo como figado,
baco, cérebro, pulmdes e rins. Ainda existe pouca informagéo sobre a metabolizacéo,
contudo, corresponde a transformacdo dos NMs que ocorre em consequéncia das
interagBes com proteinas e lipidos. Por fim, a excregdo corresponde a eliminagéo dos

NMs do organismo, esta pode ocorrer por duas vias: urina e fezes.

2.6.4. Mecanismos de toxicidade dos
nanomateriais

As propriedade fisico-quimicas e a alta reatividade dos NMs podem interferir com
varios processos celulares bésicos, como a proliferacdo e o metabolismo celular,
causando a sua disfuncdo. Um dos principais mecanismos de toxicidade que liga a
exposicao de NMs ao dano e/ ou morte celular é a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (He et al., 2014). O aumento de produgcdo de ROS pode induzir a
peroxidacao lipidica, ativar fatores de transcricdo, interferir com as concentracdes de
célcio intracelular, e induzir a producao de citocinas, resultando na estimulacdo de uma

resposta inflamatéria e imune (Brown et al., 2004; Chen et al., 2007). Além disso, a
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nanotoxicidade pode levar a autofagia (Khan et al., 2012), a danos neuronais (Long et
al., 2007), a danos no DNA (Singh et al., 2009) e, possivelmente a carcinogénese e
doencas relacionadas com o envelhecimento (He et al., 2019; Martirosyan and
Schneider, 2014; Ziarati et al., 2018).

2.7. Nanomateriais aplicados na industria
agroalimentar: potencial toxicidade

Como j& referido neste trabalho, existem varios tipos de NMs a serem utilizados na
indastria agroalimentar e existem poucas informagfes sobre o que acontece aquando
da sua entrada no organismo. A avaliagdo do risco dos NMs, apds a ingestéo, foi
realizada apenas para alguns dos NMs mais utilizados. Os ensaios de toxicidade mais
realizados séo a citotoxicidade, a genotoxicidade, a toxicidade aguda e a toxicidade por
dose repetida (Martirosyan and Schneider, 2014; Peters et al., 2014). Neste trabalho,
sdo apresentados alguns estudos sobre a avaliagédo do efeito toxico das AUNPs, AgNPs
e SeNPs.

2.7.1. Toxicidade das AuNPs

O crescimento das aplicagfes, na industria agroalimentar, com AuNPs tem levantado
algumas questdes quanto a seguranca da utilizacdo destas NPs e potenciais efeitos
adversos a saude. Regra geral, os materiais de ouro sdo considerados inertes, ndo
toxicos e compativeis sob condigdes fisioldégicas. No entanto, as AUNPs devido as suas
propriedades fisico-quimicas (ex: relagédo superficie/ volume elevada) podem ter uma
bioatividade superior do que o material numa escala maior (Carneiro and Barbosa, 2016;
Peters et al., 2016). Atualmente, os dados sobre toxicidade das AuNPs nao séo claros
e fornecem resultados discrepantes (Adewale et al., 2019; Tao, 2018). Os efeitos
biol6gicos séo influenciados principalmente pelas propriedades fisico-quimicas das
AuNPs, mas a relacdo entre as propriedades das AuNPs e os seus efeitos bioldgicos

ainda ndo esté totalmente esclarecida (Lee et al., 2019).

Diferentes mecanismos de toxicidade podem estar associados as AuNPs. Um dos
mecanismos mais mencionados é a formacdo de ROS e, consequente, inducéo de
stress oxidativo nas células (Lee et al., 2019; Soenen et al., 2011). A formacdo de ROS
afeta a estabilidade da membrana e altera a viabilidade celular. As NPs podem gerar

ROS por diversas vias: 1) degradagéo do revestimento ou de toda a particula levando a
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libertacdo de iBes, que por diferentes reacdes quimicas podem levar a geragéo de ROS;
2) interacdo das NPs com organelos celulares, nomeadamente com as mitocéndrias,
levando a perturbacfes nas suas fungdes (ex: interrupcdo da cadeia transportadora de
eletrdes da fosforilacdo oxidativa); 3) interacdo direta das NPs com proteinas redox,
como a nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidase; 4) interacdo das
NPs com recetores na superficie celular e ativacao de vias de sinalizagéo intracelulares
(Soenen et al., 2011). Portanto, as AUNPs podem causar stress oxidativo diretamente,
pela producado de ROS, pelas proprias AuNPs ou indiretamente. No interior das células,
as AuNPs podem interagir com outros componentes celulares, nomeadamente com o
DNA, proteinas e lipidos podendo provocar a sua oxidacao. De facto, as interacdes das
AuNPs com as mitocéndrias sdo consideradas as principais fontes de toxicidade. O
dano mitocondrial, como por exemplo a destabilizagdo da membrana externa e a
desregulacado do potencial de membrana, provocado pelo stress oxidativo pode levar a
alteracdes nas funcdes das mitocbndrias, que podem conduzir a fendmenos de
apoptose e de necrose (Aillon et al., 2009). Outro mecanismo de toxicidade das AuNPs
parece estar relacionado com a sua capacidade de interagdo com o DNA
(genotoxicidade). As AuNPs mais pequenas, com cerca de 1,4 nm, correspondem
praticamente ao tamanho do sulco maior do DNA e, portanto, AUNPs mais pequenas
causam maior toxicidade do que as AuNPs de maiores dimensdes (Gil et al., 2010;
Soenen et al., 2011). Recentemente, Lee et al., 2019 verificaram que as AuNPs afetam
as funcgdes celulares da seguinte forma: AuNPs interferem na formag&o do citoesqueleto
retardando a migracdo celular; inibem a replicacdo do DNA regulando negativamente
0s genes associados aos processos do ciclo celular e causam danos ao DNA através

do stress oxidativo resultante da geracdo de ROS.

Relativamente aos principais 6rgdos alvo das AuNPs, estudos in vivo feitos com
AuNPs de varias formas e tamanhos, apresentando diferentes revestimentos e cargas
superficiais indicam que o figado e o baco sao os principais 6rgdos alvo destas NPs,
contudo, as AUNPs podem-se acumular numa série de outros 6rgdo, como por exemplo
rins, pulmdes, coracdo e cérebro (Fraga et al., 2014; Sonavane et al., 2008; Xia et al.,
2019; Zhang et al., 2011).

Enquanto que alguns investigadores indicam que as AuNPs ndo apresentam
toxicidade (Tournebize et al., 2012; Villiers et al., 2010), outros demonstram que estas
NPs, em determinadas circunstancias, causam toxicidade (Choi et al., 2012; Xiaomin Li
et al., 2018). Assim sendo, € notério que existem varios fatores que podem influenciar a
toxicidade das AuNPs, nomeadamente o tamanho, o revestimento, a forma etc.
(Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al., 2015; Sabella et al.,
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2011). Na Tabela 4 resumem-se os resultados obtidos em estudos in vitro sobre a
potencial citotoxicidade das AuUNPs. Pela analise da Tabela 4 é possivel verificar que o
um dos fatores que mais influencia a toxicidade é o tamanho. Entre outros resultados
relevantes, Xia et al., 2019 demonstraram que as AuNPs de 5 nm foram altamente
téxicas em duas linhas celulares diferentes (HepG2 e L02). Na concentracdo mais alta
testada (12,5 pg/ mL) as AuNPs de 5 nm levaram a uma diminuicdo da viabilidade (para
81,47 %) nas células HepG2. Nas células LO2 as AuNPs de 5 nm causaram uma
citotoxicidade dependente da concentracdo (a viabilidade celular diminuiu
significativamente a medida que a concentracdo aumentou). Em contraste, as AuNPs
maiores (20 e 50 nm) ndo mostraram citotoxicidade significativa contra as células
HepG2 e LO2 na gama de concentracdes testada (1,67 pg/ mL a 12,5 pg/ mL). Uma
citotoxicidade similar para AuNPs também foi observada por Bajak et al., 2015. Estes
autores demonstraram que as AuNPs de 5 nm causaram stress oxidativo e alteracbes
na expressao genética, enquanto que nao foi observada citotoxicidade significativa em
células Caco-2 expostas a AuNPs de 30 nm, mesmo na concentragdo mais alta (300
KUM) e no tempo de exposi¢cao mais longo (72 h) (Tabela 4). No entanto, pela analise da
Tabela 4 é possivel verificar também que existem estudos que mostram diferentes
efeitos dependentes do tamanho das AuNPs. Por exemplo, Choi et al.,, 2012
demonstraram que as AuNPs de 20 nm causaram diminuic¢ao significativa da viabilidade
em trés tipos de linhas celulares (A549, NCI-H1975 e A431), mesmo nas concentracdes
mais baixas. J& Tournebize et al., 2012 demonstraram que AuNPs pequenas [AuNPs
revestidas com citrato (5,3 nm) e AuNPs revestidas com acido dihidrolipéico (3,5 nm)]
nao provocaram efeitos citotoxicos significativos em macréfagos alveolares de rato
NR8383. Estes tipos de resultados discrepantes também séo observados in vivo. Por
exemplo, Zhang et al., 2011 realizaram um estudo in vivo para avaliar a toxicidade
dependente do tamanho das AuNPs. O material em estudo consistiu em AuNPs (5, 10,
30 e 60 nm) revestidas com polietilenoglicol. O estudo foi realizado em trinta ratinhos
gue foram divididos em cinco grupos: um controlo e quatro grupos expostos as AuNPs
de quatro tamanhos diferentes. Os grupos tratados receberam por injecao
intraperitoneal, uma dose Unica de 4000 ug Au/ kg de suspensédo de AuNPs. Os animais
foram observados e passados vinte e oito dias da administracdo das NPs foram
sacrificados, para avaliacdo da biodistribuicdo, da bioquimica e das alteracdes
histopatoldgicas. Todos os ratinhos expostos as AuNPs sobreviveram aos vinte e oito
dias do estudo. Os resultados da biodistribuicdo mostraram que as AuNPs de 5 nm
tiveram a maior distribuicdo e que as de 60 nm apresentaram uma distribuicdo mais
baixa em todos os érgdos examinados. Por exemplo, no figado as AuNPs de 5 nm

apresentaram uma concentracdo em ouro de 1797 ug/ kg e as AuNPs de 60 nm
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apresentaram uma concentracdo de 432 ug/ kg. Nos outros 6rgdos as diferengas no
perfil de biodistribuicdo para estes dois tamanhos testados foram semelhantes. As
AuUNPs de 5 nm e 10 nm acumularam-se principalmente no figado e as AuNPs de 30
nm acumularam-se principalmente no baco, ndo havendo, no entanto, significado
estatistico para estas diferencas. Por outro lado, as AuNPs de 60 nm ndo se
acumularam em grande extensdo em nenhum 6rgdo. Os resultados da bioquimica
revelaram que as AuNPs de 10 e 60 nm causaram um aumento significativo de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), o que € indicativo de danos
no figado resultante da exposicdo a estas AuNPs. Além disso, as AuNPs de 60 nm
causaram diminuicdo significativa dos niveis de creatinina o que € indicativo de danos
nos rins dos ratinhos. Por outro lado, as AuNPs de 5 e 30 nm n&o causaram danos
diretos significativos no figado e nos rins. Apesar, das AuNPs de 5 nm terem atingido
altas concentracbes no figado, a funcéo hepatica ndo foi afetada significativamente.
Portanto, este estudo demonstrou que as AuNPs com o tamanho de 10 e 60 nm
causaram efeitos toxicolégicos maiores in vivo do que as AuNPs com 5 e 30 nm. Estes
resultados sugerem que as AuNPs mais pequenas ndo Sdo necessariamente mais
toxicas, sendo estes resultados obtidos in vivo discrepantes em relagdo aos resultados
obtidos in vitro anteriormente mencionados. O facto de os dados sobre a toxicidade
dependente do tamanho serem, até agora, inconclusivos pode dever-se a variacao de

uma série de outros fatores que serdo a seguir mencionados.
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Tabela 4| Exemplos de estudos in vitro de avaliacdo da citotoxicidade das AuNPs.

) ) Tamanho das Concentracao Tempo de
Referéncia Linha celular . Resultados
AuNPs (nm) das AuNPs exposicéo (h)
Células de carcinoma ; . _ .
A citotoxicidade foi dependente do tamanho e da concentragdo e resultou dos
hepatocelular . _
danos causados pela geracdo de ROS. AuNPs mais pequenas (6,2 nm) foram
o humano (HepG2) e o : . o )
(Xiaomin Li et N 6,2;24,3;425¢e 0,25;0,5e1 . mais toxicas que as maiores (61,2 nm). A toxicidade foi mais pronunciada na
células de
al., 2018) . 61,2 mM concentracdo mais elevada (1 mM). Além disso, foi identificada uma diferenca
adenocarcinoma do ) : : .
: na resposta celular, as células HepG2 foram muito mais sensiveis as AUNPs do
colo do Gtero humano )
que as células Hela.
(HeLa)
N&o foram identificados efeitos de citotoxicidade significativos. AUNPS com
AuNPs revestidas citrato diminuiram significativamente os niveis intracelulares de GSH, mas néo
Macrot com citrato (5,3 nm) aumentaram a producdo de ROS. Estas NPs também néo induziram a apoptose
. acroragos . ~ . ~ . A .
(Tournebize et e AuNPs revestidas 5, 10, 20, e 30 24 e ndo ativaram a expressdo de genes associados ao stress oxidativo e a
alveolares de rato . ) - ) . L
al., 2012) NR8383 com 4cido nM resposta inflamatéria. As AuNPs revestidas com &cido dihidrolipdico néo
dihidrolipdico (3,5 interferiram nos niveis da GSH e da S-nitrosoglutationa. A funcionalizagéo das
nm) AuNPs com &cido dihidrolipdico diminui a sua reatividade com biomoléculas e
com células.
AuNPs de 30 nm ndo causaram citotoxicidade significativa nas células Caco-2,
mesmo na concentragdo mais alta (300 uM) e no tempo de exposi¢cdo mais
: o longo (72 h). Por outro lado, a exposicdo a altas concentracdes de AuNPs
) Células epiteliais de ) ; o ) )
(Bajak et al., . 10, 50, 100, 200 pequenas (5 nm) induziu toxicidade nas células Caco-2 mediada pelo stress
carcinoma do colon 5e30 24e72 . o . .
2015) e 300 uM oxidativo. Além disso, foram observadas alteracdes na expressdo do mRNA nas

humano (Caco-2)

células como resposta a exposicdo as AuNPs de5 nm. As alteragcdes mais
pronunciadas na expressao genética foram detetadas as 72 h (300 uM) apés a
exposicao as AuNPs mais pequenas.
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Tabela 4| Continuagéo.

o ) Tamanho das Concentracao Tempo de
Referéncia Linha celular . Resultados
AuNPs (nm) das AuNPs exposicéo (h)
AuNPs pequenas (5 nm) causaram citotoxicidade nos dois tipos celulares. Por
) _ outro lado, as AuNPs grandes (20 e 50 nm) ndo causaram citotoxicidade
Células de carcinoma L ; )
significativa, mesmo nas concentracdes mais altas. Nas células HepG2 as
_ hepatocelular 1,67; 2,50; 5; ; ; 5 .
(Xia et al., AuNPs de 5 nm induziram apoptose e necrose através da producdo de ROS e
humano (HepG2) e 5,20 e 50 6,25; 72 L ) . ;
2019) o _ da ativacao da pro-caspase-3. Nas células L02 as AuNPs de 5 nm induziram
hepatdcitos normais 12,50 pg/ mL L 5 . : .
principalmente necrose através da superexpresséo do TLR2 e da liberacao de
humanos L02 o 5 _ o -
citocinas IL-6 e IL-1a. As células LO2 foram mais suscetiveis & citotoxicidade
das AuNPs de 5 nm do que as células HepG2.
Células de L o i
) AuNPs causaram diminuicdo significativa da viabilidade celular nas células
adenocarcinoma . ] ) N
A549, NCI-H1975 e A431, mesmo nas concentragbes mais baixas. As trés
pulmonar humano . o . .
) linhas celulares mostraram uma tendéncia semelhante na citotoxicidade. A
(Choi et al., (A549 e NCI-H1975) . . . i ) )
3 20 0-50 pg/ mL 24 libertacdo de LDH, devido a danos na membrana, também foi observada depois
2012) e células de 3 . . )
] gue as células foram expostas as AuNPs por 24 h. Estas NPs induziram danos
carcinoma
) By celulares por vias apoptoéticas extrinsecas e intrinsecas atraves da ativacéo da
epidermoide humano
caspase-8.
(A431)
Células de carcinoma
2,5 x107%; 2,5 x
hepatocelular . o 5 : .
o _ 107%; 2,5 x 1074 AuNPs causaram citotoxicidade nas células HepG2 e HEK 293. A citotoxicidade
(Xiaoling Li et humano (HepG2) e 89 . . o )
5 L 2,5x107% 2,5 24 foi dependente da concentrac@o para os dois tipos celulares. As células HEK
al., 2018) ceélulas embrionarias . )
; x107%; 2,5 x 1072 293 foram menos suscetiveis as AuNPs que as células HepG2.
renais humanas (HEK v
m

293)
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Recentemente, diferentes autores (Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa,
2016; Fratoddi et al., 2015; Sabella et al., 2011; Tao, 2018) publicaram varias revisdes
sobre os dados toxicolégicos das AuNPs (com diferentes formas, tamanhos, cargas,
etc.) obtidos em ensaios in vitro e in vivo. Os autores verificaram que apesar de existirem
estudos a relatar toxicidade de AuNPs de grandes dimensoes, regra geral, as AUNPs
mais pequenas (1-2 nm) provocam rapida morte celular por necrose e, portanto, sdo
mais toxicas quando comparadas com as AuNPs maiores (> 15 nm). Contudo, 0s
autores concluiram que a toxicidade mediada pelo tamanho das AuNPs ainda nao esta

totalmente esclarecida e reforcaram a necessidade de novos estudos.

A variagéo das propriedade fisico-quimicas das AuNPs, para além do tamanho, pode
influenciar a toxicidade. Por exemplo, as AuUNPs com carga negativa sdo geralmente
menos téxicas que as AuNPs com carga positiva (Adewale et al., 2019; Carneiro and
Barbosa, 2016). Um outro exemplo € o revestimento das AuNPs. Alkilany et al., 2009
compararam a toxicidade de AuNPs com diferentes revestimentos: brometo de
cetiltrimetilamoénio (CTAB) e &cido poliacrilico (PAA). As células epiteliais do colon
humano (HT-29) foram incubadas com AuNPs a uma concentracdo de 0,4 nM em ouro
e a toxicidade dependente do revestimento foi avaliada 24, 48, 72 e 96 horas apos a
exposicdo. Os resultados obtidos indicaram que as AuNPs revestidas com CTAB
causaram uma citotoxicidade significativa na concentragdo em estudo, apresentando
uma viabilidade celular na ordem dos 35-25%. As AuNPs revestidas com CTAB foram
as que apresentaram maior citotoxicidade independentemente do tempo de exposic¢ao.
Por outro lado, as células expostas as AuNPs revestidas com PAA foram consideradas
ndo toxicas, apresentando uma viabilidade celular de aproximadamente 90%. Portanto,
0s autores concluiram que o revestimento de CTAB € mais citotdxico que o revestimento
de PAA.

A forma das AuNPs também é um dos parametros que pode influenciar a toxicidade.
Regra geral, as AuUNPs em forma de nanoesferas sdo as formas mais toxicas (Carneiro
and Barbosa, 2016; Favi et al., 2015; Tarantola et al., 2011). Contudo, é preciso ter em
atencdo que a maioria destes estudos fazem uma comparacdo entre as diferentes
formas das AuNPs variando uma série de outras caracteristicas fisico-quimicas. Por
exemplo, num estudo realizado por Favi et al., 2015, feito em fibroblastos da pele
humana e em células endoteliais de ratos (RFPEC), para investigar a citotoxicidade de
duas formas de AuNPs (nanoesferas vs nanoestrelas), verificaram que as nanoesferas
com cerca de 61 nm causaram maior toxicidade do que as nanoestrelas com cerca de
34 nm, sendo que o esperado seria que as NPs menores exercessem uma maior

citotoxicidade. No entanto, deve-se salvaguardar que a forma das NPs era distinta. Os
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resultados mostraram que as AuNPs esféricas foram letais para os dois tipos de células
na concentracdo de 40 ug/ mL, enquanto que as AuNPs estreladas foram menos toxicas
em concentracdes mais altas (400 pug/ mL). Também Wozniak et al., 2017 avaliaram
como a citotoxicidade pode ser dependente da morfologia das AuNPs. Para tal,
sintetizaram AuNPs de diferentes formas e tamanhos: nanoesferas (10 nm), nanoflores
(370 nm), nanobastonetes (41 nm), nanoprismas (160 nm) e nanoestrelas (240). O
estudo foi feito em células de adenocarcinoma do colo do Utero humano (células HelLa)
e em células embrionarias do rim humano (células HEK293T). Estes autores concluiram
que as varias formas e tamanhos podem causar toxicidade nas duas linhas celulares
em estudo, embora, as células HEK293T tenham sido mais sensiveis as diferentes
AuNPs que as células HeLa. As AuNPs em forma de nanoesferas e nanobastonetes
demonstram ser mais citotoxicas do que as nanoestrelas, nanoflores e as nanoprismas.
Os resultados indicaram que, as AuNPs em forma de nanoesferas e nanobastonetes,
apresentaram citotoxicidade dependente da concentracdo (1, 6, 8, 16, 32, 100 e 300
UM) e do tempo de exposicdo (24, 48 e 72 h). Por outro lado, as AuNPs em forma de
nanoestrelas, nanoflores e nanoprismas foram praticamente inertes para as células
HelLa e causaram uma toxicidade muito baixa nas células HEK293T. Contudo, também
aqui foram comparadas diferentes formas de AuNPs variando em simultaneo outras
caracteristicas fisico-quimicas. Entretanto, tém também surgido resultados
controversos relativamente a toxicidade dependente da forma, isto é, estudos que
sugerem que as AuNPs em forma de nanoesferas ndo sdo a forma mais téxica (Hameed
et al., 2020; Steckiewicz et al., 2019). Por exemplo, Steckiewicz et al., 2019 investigaram
a citotoxicidade dependente da forma das AuNPs em células humanas in vitro:
osteoblastos fetais humanos (hFOB 1,19), osteossarcoma 0sseo humano (143B,
MGG63) e células do ducto pancreatico (NnTERT-HPNE). Para tal, sintetizaram AuNPs de
diferentes formas: nanobastonetes (39 nm), nanoestrelas (215 nm) e nanoesferas (6,3
nm). As trés linhas celulares foram expostas as AuNPs nas trés formas diferentes por
24 horas a diferentes concentragdes (0,3; 0,6; 1,2; 2,5 e 5 uyg/ mL). Os resultados obtidos
indicaram que a citotoxicidade das AuNPs foi dependente da forma e da concentracao.
As nanoestrelas foram a forma mais citotdxica para as células humanas em relacéo as
outras formas de AuNPs em estudo. As nanoestrelas provocaram uma diminuicdo
significativa na viabilidade das células de maneira dependente da concentracdo. Além
disso, as células 143B foram as mais suscetiveis ao efeito citotéxico das nanoestrelas.
Por outro lado, as AuNPs em forma de nanoesferas exerceram a menor citotoxicidade
em comparacdo com as outras formas em estudo. Estas NPs n&o provocaram a
diminuicdo da viabilidade em nenhuma linha celular, com exce¢édo na linha 143B na

concentracdo mais alta (5 pug/ mL). Portanto, o facto de os dados aqui descritos sobre a
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toxicidade dependente da forma serem discrepantes e inconclusivos pode dever-se a
variacdo simultanea de uma série de outros fatores, nomeadamente o tamanho das NPs
(Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al., 2015). Assim sendo,
sdo necessarios mais estudos sobre a toxicidade dependente da forma das AuNPs.
Esses estudos deverdo apenas variar um unico fator (a forma), todos os outros, como o
tamanho, revestimento, carga superficial, etc. devem ser iguais para todas as AuNPs
utilizadas no estudo (Carneiro and Barbosa, 2016; Sabella et al., 2011). S6 assim € que
se podera tirar conclusbes mais rigorosas.

As discrepancias de resultados encontrados na literatura sédo atribuidas, ndo s6 as
variacbes das propriedades das AuNPs, como também a utilizacdo de diferentes
condigbes experimentais, nomeadamente linhas celulares, modelos animais, vias de
exposicdo, doses, tempos de exposicdo, diferentes maneiras de expressar as
concentracdes (ex: conteudo de ouro ou nimero de AuNPSs) e diferentes métodos de
sintese das AuNPs (Adewale et al., 2019; Carneiro and Barbosa, 2016; Fratoddi et al.,
2015; Sabella et al., 2011; Tao, 2018; Tortella et al., 2020). Por exemplo, as futuras
avaliagcOes da toxicidade das AuNPs devem considerar concentragdes mais baixas
(faixa do pM ou menor) e tempos de exposi¢do maiores. A maioria dos estudos foram
feitos com concentracdes excessivas, pelo que as concentracdes testadas devem levar
em consideracdo um cenario de exposicao plausivel (Tortella et al., 2020). Assim sendo,
estudos adicionais sobre os efeitos a curto e longo prazo das AuNPs devem ser
realizados e é necessario padronizar os métodos experimentais, por forma a facilitar a
interpretacdo e a comparacdo dos estudos. Até porque os resultados discrepantes

observados impedem conclus@es definitivas sobre a seguranca das AuNPs.

2.7.2. Toxicidade das AgNPs

Apesar dos grandes beneficios da utilizacdo de AgNPs na industria agroalimentar,
um uso tdo extenso levanta algumas questbes quanto ao seu impacto na saude
humana. A toxicidade das AgNPs pode estar associada a concentragcdo, ao tempo de
exposicdo (crénica ou aguda) e as possiveis interacdes das AgNPs com outros
componentes no organismo (ex: proteinas e lipidos). Os efeitos toxicos das AgNPs sao
também altamente dependentes das suas caracteristicas fisico-quimicas, como por
exemplo forma, tamanho, revestimento, carga superficial, estado de agregacédo, método
de sintese, etc. (Morais et al., 2019; Rezvani et al., 2019; Tortella et al., 2020). Por
exemplo, AGNPs mais pequenas causam maior toxicidade do que as de maiores

dimensdes (Antony et al., 2015; Kim and Tanguay, 2014), as AgNPs com revestimentos
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catiénicos causam maior toxicidade que as AgNPs com revestimentos aniénicos e
neutros (Rezvani et al., 2019) e as AgNPs biossintetizadas causam menos toxicidade
do que as sintetizadas quimicamente (Antony et al., 2015; De Lima et al., 2012). Por fim,
a toxicidade das NPs depende do tipo de organismo ou até mesmo da espécie em
estudo e, portanto, neste caso, as AgNPs podem ser tdxicos contra mamiferos,
invertebrados ou microorganismos, mas os possiveis efeitos negativos vao depender
dos mecanismos de defesa que cada organismo tem para eliminar os compostos
indesejaveis (Antony et al., 2015; Tortella et al., 2020). Para a avaliacdo da toxicidade
das AgNPs, varios estudos foram realizados. Para tal, foram estudadas AgNPs de
diferentes tamanhos, sem revestimento ou com diferentes revestimentos, a diferentes
concentracbes e em diversos modelos in vitro, incluindo linhas celulares e células
isoladas de animais e humanos. Ahamed et al., 2010 reviram alguns desses artigos e
concluiram que um grande namero de estudos in vitro demonstra que as AgNPs (com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas) tém capacidade de danificar as células
derivadas do figado, pulm&o, cérebro, pele, sistema vascular e 6rgdos reprodutivos de
mamiferos, incluindo de humanos. Além disso, concluiram que os mecanismos de
toxicidade das AgNPs estao relacionados com danos nas membranas celulares, inibigéo

da funcéo mitocondrial, geracdo de ROS, danos no DNA e morte celular por apoptose.

De forma a esclarecer quais 0s possiveis riscos ap0s a exposi¢do ou a ingestao de
AgNPs, na Tabela 5 encontram-se reunidos alguns exemplos de estudos relevantes
sobre os efeitos citotoxicos das AgNPs in vitro. Entre outros resultados relevantes,
Hussain et al., 2005 avaliaram a toxicidade aguda das NPs em células derivadas de
figado de rato (BRL 3A). Um dos tipos de NPs em estudo foram as AgNPs com 15 e
100 nm. As células BRL 3A foram expostas a diferentes concentracdes de AgNPs (2,5;
5; 10; 25 e 50 pug/ mL) por 24 horas. Para a determinacdo da toxicidade destas NPs
foram avaliados véarios parametros indicadores de toxicidade, nomeadamente os niveis
de glutationa reduzida (GSH), libertacdo de lactato desidrogenase (LDH), niveis de
ROS, fungéo mitocondrial e potencial de membrana mitocondrial (MMP). Os resultados
deste estudo mostraram um aumento da libertacdo de LDH de maneira dependente da
concentracdo, apresentando uma diferencga significativa na viabilidade das células entre
as culturas controlo e aquelas expostas as trés concentracdes mais elevadas (10, 25 e
50 pg/ mL). As AgNPs provocaram a diminuicéo significativa da fung&o mitocondrial das
células (5-50 pg/ mL). Os resultados mostraram ainda deplec¢éo significativa do nivel de
GSH, redugédo do MMP e aumento dos niveis de ROS (25-50 pg/ mL). Em resumo, as
AgNPs demonstraram ser altamente toxicas, sugerindo que a citotoxicidade de AgNPs

(15 e 100 nm) nas células do figado é provavelmente mediada pelo stresse oxidativo e
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tém feitos especificos sobre as mitocéndrias. Gurunathan et al., 2018 verificaram que a
exposicdo de células epiteliais humanas (HCT116 e HT-29) a AgNPs causa um efeito
citotoxico dependente da concentracdo (de 2 para 10 ug/ mL). Essa citotoxicidade foi
expressa pelo aumento da libertacdo da LDH, geracdo de ROS e malondialdeido e pela
diminuicdo da geracdo de ATP. Além disso, utilizando uma combinacdo de
sequenciamento de RNA e ensaios funcionais (ex: medi¢ao da fragmentacdo do DNA),
os autores verificaram que estas AgNPs induziram morte celular por apoptose em
consequéncia da funcdo mitocondrial prejudicada, dano no DNA e paragem do ciclo

celular por desregulacao funcional das proteinas p53.

Ema et al, 2017 publicaram uma revisdo sobre a toxicidade das AgNPs em
mamiferos, obtidos a partir de ensaios em modelos animais (ratos e coelhos). Estes
autores concluiram que as AgNPs se acumulam nos Orgdos reprodutores apos
diferentes tipos de exposicdo (oral, intraperitoneal, intravenosa e subcutanea), a
diferentes doses (administragdo Unica ou repetida) e a diferentes tempos de exposigéao.
As AgNPs causaram toxicidade testicular/ espermatica e toxicidade ovarica. Os autores
concluiram que estas NPs podem atravessar as barreiras biol6gicas, uma vez que foram
detetadas AgNPs na placenta, no leite materno e nas crias dos animais expostos. Por
fim, Ema et al., 2017 verificaram que a formagdo de ROS e consequente, stress
oxidativo e inflamacdo foram os principais fatores responsaveis pela citotoxicidade.
Embora esta revisdo apresente informacdes iniciais, os dados ainda séo limitados
relativamente a potencial toxicidade das AgNPs sobre a fungéo reprodutora e sobre o

desenvolvimento.

As AgNPs podem-se acumular em diferentes 6rgdos, como figado, rins, cérebro,
testiculos e pulmbes (Antony et al., 2015; Garcia et al., 2016). A exposicao oral de
AgNPs pode levar a toxicidade em diversos tecidos e érgaos (Antony et al., 2015;
Simbine et al., 2019). As AgNPs podem causar efeitos neurotéxicos (Bagheri-Abassi et
al., 2015), hepatotdxicos (El Mahdy et al., 2015) e genotdxicos (El Mahdy et al., 2015;
Patlolla et al., 2015). Por exemplo, Patlolla et al., 2015 realizaram um estudo in vivo para
avaliar a genotoxicidade das AgNPs. O material a testar consistiu em AgNPs com a
dimensdo de 10 nm, uma pureza de 99,5 % e uma area superficial de 2,0 m?/ g. O
estudo foi realizado em ratos Sprague-Dawley machos, que foram divididos em cinco
grupos: um grupo de controlo e quatro grupos experimentais. Cada grupo experimental
recebeu por via oral, uma vez por dia, durante cinco dias, as seguintes doses: 5, 25, 50,
100 mg/ Kg de peso corporal. Os animais foram observados, sacrificados 24 horas apés
a Ultima administracéo e a medula 6ssea recolhida para analise. Um controlo negativo

foi realizado em paralelo, administrando agua da mesma maneira que nos grupos
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tratados. Os resultados deste estudo mostraram que as AgNPs induzem a produgéo de
ROS na medula éssea de ratos cujos niveis aumentaram de uma forma dependente da
dose, com diferenca significativa entre o grupo controlo e o tratado com as duas doses
mais altas (50 e 100 mg/ Kg). No ensaio do cometa, todas as doses de AgNPs
mostraram causar danos ao DNA. Em comparacdo com o controlo, as duas doses mais
altas (50 e 100 mg/ kg) de AgNPs provocaram um aumento estatisticamente significativo
do comprimento total da cauda do DNA. Os resultados mostraram ainda que o indice
mitético diminuiu significativamente com o aumento das doses de AgNPs, mostrando
gue as NPs atingiram o tecido alvo. A frequéncia de aberracdes cromossémicas também
aumentou com doses crescentes de AgNPs. Por fim, o0 ensaio do microndcleo mostrou
um aumento na frequéncia de micronucleos de forma dependente da dose de AgNPs,
obtendo-se uma diferenca significativa para as duas doses mais altas (50 e 100 mg/ kg).
Assim sendo, este estudo mostrou que as AgNPs sdo genotdxicos em ratos e que o

efeito pode ser mediado pelo stress oxidativo, de uma forma dependente da dose.

Como ja referido, as NPs s&o sensiveis ao meio circundante, podendo interagir com
os diferentes componentes do meio onde se encontram. A alta reatividade da prata leva
a que as AgNPs sofram diversas transformacdes, principalmente em ambientes
aerdbicos aquosos. Em mamiferos essas transformacdes dependem da via de
exposicdo e das interacdes das AgNPs com diferentes biomoléculas. Devido a
complexidade dos fluidos biolégicos, estas interacdes desencadeiam a formacéo de
varias espécies de prata a partir das AgNPs, nomeadamente Ag (0)/ Ag (1), solavel/
precipitado/ NP, complexado com tiol, cloreto ou proteinas. Portanto, o destino das
AgNPs em contexto biol6gico é bastante complexo. Avaliar a toxicidade das AgNPs é
um processo dificil, pois a diversidade de espécies de prata produzidas nessas
condicdes dificulta a realizacdo de estudos relevantes e a correta interpretacdo dos

resultados.

54



Tabela 5| Exemplos de estudos sobre os efeitos de citotoxicidade das AgNPs in vitro.

Tamanho das

e células de
leucemia humana
(HL-60)

) . Concentragéo das Tempo de
Referéncia Linha celular AgNPs s Resultados
AgNPs (png/ mL) exposicéo
(nm)
AgNPs mostraram-se altamente toxicas,
Fibroblastos com aumento dos niveis de ROS,
(Hussain et al., 2005) | hepéticos de ratos 15 e 100 2,5;5; 10; 25 e 50 24 h sugerindo que a citotoxicidade de AgNPs
(BRL 3A) nas células do figado é provavelmente
mediada pelo stresse oxidativo.
AgNPs causaram perda significativa de
viabilidade quando as concentragdes de
Células epiteliais AgNPs aumentou de 2 para 10 pg/ mL. Foi
(Gurunathan et al., do colon humano alcancada uma citotoxicidade de
2-10 2,4,6,8e10 24 h )
2018) (HCT116 e HT- aproximadamente 50 % a uma
29) concentragdo de 5 pg/ mL (com aumento
da libertacdo da LDH, geracdo de ROS e
com diminuigc&o da geracéo de ATP).
A citotoxicidade das AgNPs foi
Células de
. dependente do tamanho. AgNPs
carcinoma . L
pequenas foram muito mais citotéxicos
hepatocelular ; 5 ; :
gue as AgNPs maiores. Além disso, foi
(Avalos et al., 2014) humano (HepG2) 4,7 e 42 0,84-500 24,48 e 72h

identificada uma diferenga na resposta
celular, as células HepG2 foram muito
mais sensiveis as AgNPs do que as
células HL-60.
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Tabela 5| Continuagéo.

Tamanho das

(HT-29, Caco-2 e
CCD-18)

. ) Concentracéo das Tempo de
Referéncia Linha celular AgNPs s Resultados
AgNPs (ug/ mL) exposicéo
(nm)
AgNPs nas concentracdes testadas ndo
’ - afetaram significativamente a viabilidade
Celulas epiteliais .
_ _ celular das Caco-2 em comparagao com o
(Vila et al., 2018) de carcinoma do 7,74 + 2,48 o

1-100 24 h controlo. A exposicdo a estas AgNPs a

colon humano .
uma concentracdo de 100 pg/ mL causou

(Caco-2) L
apenas 20 % de citotoxicidade nas
células.
Observou-se uma viabilidade semelhante
em todas as linhas celulares para as
i o diferentes concentracdes de AgNPs
Células epiteliais ]
. testadas. As 3 linhas celulares mostraram
(Silvan et al., 2018) do colon humano ) o

10-50 0,61-39,4 24 h um efeito citotdxico dependente da

concentragdo (entre 9,85 e 39,4 pug/ mL).
Contudo, nenhuma citotoxicidade
significativa ocorreu até concentragdes de
4,93 pg/ mL.
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Rezvani et al., 2019 publicaram uma revisdo sobre os efeitos das AgNPs, obtidos a
partir de ensaios em modelos animais e em células animais ou humanas, concluindo
gue as AgNPs, em consequéncia das suas dimens@es reduzidas, podem passar pelas
membranas bioldgicas, penetrar nas células e causar citotoxicidade a varios niveis,
dependendo do organismo em estudo ou do tipo de célula. Os autores verificaram ainda
gue apos diferentes vias de exposicao (ex: oral e intravenosa) as AQNPs podem causar
genotoxicidade, resposta inflamatéria no figado e nos rins e alteracfes negativas nas
funcdes de varios 6rgaos (ex: pulmdes, baco e intestino). Além disso, verificaram que
diversos estudos sugerem o figado como o principal 6rgdo acumulador de prata, apos
a exposicdo de AgNPs e, portanto, este 6rgdo pode ser particularmente suscetivel a
exposicdo de AgNPs. Posto isto, os autores concluiram que apesar das o6timas
propriedades antimicrobianas das AgNPs, estas NPs se ndo forem sujeitas a uma
avaliagdo rigorosa e completa do risco e se ndo forem utilizadas dentro de limites
seguros, podem potencialmente causar os mesmos tipos de efeitos negativos (que
causam aos microorganismos) aos animais, aos seres humanos e ao meio ambiente.
Isto €, a exposicdo a AgNPs pode levar a complicacdes de salude nos seres vivos,
incluindo nos seres humanos. Além disso, as AgNPs podem ser libertadas no meio
ambiente por diversas vias, podendo entrar na cadeia alimentar e também na vida
aquatica e, portanto, causar efeitos nefastos também a nivel ambiental. Portanto, é
necessaria uma avaliagcdo toxicologica completa das AgNPs para evitar consequéncias

indesejadas da sua utilizacéo.

Atualmente, os mecanismos de toxicidade das AgNPs ainda estéo a ser investigados.
Contudo, varias hipéteses foram sugeridas para explicar os efeitos toxicos das AgNPs,
incluindo stresse oxidativo, resposta inflamatéria, dano molecular incluindo dano do
DNA e desnaturacdo de proteinas, alteracdo da funcdo mitocondrial, alteracdes na
morfologia celular e apoptose. A toxicidade das AgNPs resulta, possivelmente, de um
ou da combinagao destes efeitos observados nas células de mamiferos (Rezvani et al.,
2019; Tortella et al., 2020). Em consequéncia da alta afinidade da prata com o enxofre,
McShan et al., 2014 verificaram que um dos mecanismos importantes de toxicidade das
AgNPs resulta da interacdo das mesmas com proteinas ou com outro tipo de moléculas
com enxofre na sua constituicdo. Estes autores, verificaram também que as AgNPs
rompem e penetram as membranas celulares de células de mamiferos e causam danos

oxidativos que levam a apoptose.

Tanto as AgNPs como os ibes de prata (Ag*) parecem apresentar atividade oxidativa
forte que pode levar a toxicidade em varios organismos, incluindo em humanos (Antony
et al., 2015; Morais et al., 2019; Tortella et al., 2020). Como as AgNPs libertam Ag" em
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meio aquoso, é necessario distinguir entre os efeitos toxicos das AgNPs e dos Ag*
dissolvidos. Assim sendo, tem disso apontado que muitos efeitos bioldgicos das AgNPs
podem resultar da acao dos Ag" libertados. Além disso, a toxicidade das AgNPs parece
aumentar a medida que a concentracdo de Ag* na suspensdo de NPs aumenta,
sugerindo que Ag* € mais téxico do que a forma AgNPs (Beer et al., 2012; Bilberg et al.,
2012; Rezvani et al., 2019). Na revisdo Rezvani et al., 2019, os resultados dos varios
estudos apontam para uma maior toxicidade dos ibes Ag* do que das AgNPs de
gualquer tamanho. Os dados in vitro sugerem que 0os Ag* podem alterar por exemplo, a
replicacao celular, a fungcdo mitocondrial, afetar o ciclo redox e produzir ROS que,
consequentemente, podem levar a morte celular. Nesta reviséo, foi referido, como
exemplo, um estudo realizado por Shim et al., 2017 que investigou 0 mecanismo pelo
qual os Ag* causam efeitos letais. O estudo foi realizado em macréfagos do pulméo de
rato (células J774.1), avaliando o efeito citotoxico e o stress oxidativo provocado pelos
Ag*. Do estudo concluiu-se que os Ag* causam stresse oxidativo nas células J774.1,
resultando em morte celular necrética, em vez da apoptotica, devido a rapida conversao

de GSH em glutationa oxidada seguido por stresse oxidativo.

Como ja referido, 0 mecanismo para a toxicidade celular das AgNPs ainda néo esta
completamente compreendido, pois os dados disponiveis, até ao momento, sao
bastante controversos. Enquanto os estudos mais recentes apontam o Ag* como um
dos fatores principais da toxicidade das AgNPs, estudos prévios apontam para o
contrario, isto é, indicam que toxicidade das AgNPs ndo pode ser causada
exclusivamente pela libertacdo de Ag*. De facto, num estudo anterior, Kawata et al.,
2009 concluiram que as AgNPs em elevadas concentracbes (de 1,0 a 3,0 mg/ L)
induzem alteragbes morfolégicas nas células e danos cromossémicos numa extensao
muito superior aquela causada por concentracdes similares de Ag*, indicando que a
libertacdo de Ag* ndo é suficiente para explicar os efeitos tdxicos destas NPs. A
comparacédo da acao das AgNPs com os Ag* na prevaléncia de defeitos fenotipicos em
peixe-zebra foi realizado por Asharani et al., 2008 e concluiram que nenhum dos
defeitos fenotipicos observados no tratamento por exposicao a AgNPs foi observado em
embrides expostos a Ag*. Portanto, se a toxicidade é causada pelos Ag* ou pelas
proprias AgNPs permanece discutivel, pelo que, a toxicidade mediada pelas AgNPs
necessita de mais investigacoes (Antony et al., 2015; Tortella et al., 2020). Como estes
exemplos, existem muitos outros de estudos fornecendo informag8es ambiguas. Isto é,
ainda ndo ha um consenso quanto aos efeitos negativos que estas NPs podem causar
e quanto aos mecanismos envolvidos. Embora a toxicidade das AgNPs ja tenha sido

demonstrada in vitro e in vivo para diferentes organismos, sdo necessarios mais estudos
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para avaliar, por exemplo os possiveis efeitos toxicoldgicos da exposicéo oral a AQNPs,
na salde humana, como consequéncia da migracao destas NPs das embalagens para
os alimentos. Além disso, os dados atuais ainda sdo muito limitados relativamente a
capacidade destas NPs conseguirem atravessar as barreiras biolégicas, como o TGI, a
BHE, a placenta ou ser excretadas no leite materno. Também € preciso perceber como
€ que as AgNPs passam pelo TGI, se na forma intacta ou como Ag* dissolvido devido
ao ambiente acido do estbmago. Assim sendo, sdo necessarios estudos adicionais
utilizando metodologias mais avancadas, com vias e doses relevantes para a exposi¢ao
humana. Por fim, é importante enfatizar que, o delineamento experimental, a validacédo
das metodologias, e a caracterizacdo das AgNPs, utilizadas em estudos de toxicidade,
€ essencial para garantir a confiangca nos resultados obtidos (Martirosyan and
Schneider, 2014; Morais et al., 2019; Peters et al., 2014; Tortella et al., 2020).

2.7.3. Toxicidade das SeNPs

No homem, o selénio tem uma margem estreita entre os efeitos benéficos e os
téxicos, o que limita substancialmente a sua aplicacdo. A ingestdo de selénio pode
influenciar tanto a sintese quanto a atividade das selenoproteinas, incluindo duas das
principais selenoproteinas através das quais o selénio exerce efeitos antioxidantes, a
glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina redutase (TrxR). Contudo, os efeitos
antioxidantes ou pré-oxidantes (em niveis toxicos) do selénio dependem de sua forma
guimica. Isto é, os efeitos do selénio na salde humana dependem ndo s6 da
concentragdo, mas também da sua forma quimica. A sua toxicidade deve-se
principalmente & geracdo de ROS e é fortemente influenciada pelo seu metabolismo
(Hosnedlova et al., 2018; Kondaparthi et al., 2019; Menon et al., 2018). Assim sendo,
até ao momento, a maioria dos estudos relacionados com o selénio concentraram-se
em compostos como selenito, selenato, selenometionina (SeMet), metilselenocisteina
(MeSeCys) e selenocisteina (SeCys). Porém, como ja referido neste trabalho, nos
ultimos anos, e com o desenvolvimento da nanotecnologia, as SeNPs geraram
consideravel interesse (Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017). As SeNPs demonstram
ter atividades biol6gicas mais fortes do que os compostos organicos ou inorganicos de
selénio, nomeadamente eliminacdo de radicais livres, prevencdo do desenvolvimento
de cancro, inducao de selenoproteinas e prevencao de danos no DNA por meio de forte
atividade antioxidante (Kokila et al., 2017; Menon et al., 2018). Evidéncias in vitro e in
vivo mostram que a suplementacdo com SeNPs é uma opc¢éao de tratamento oncoldgico

complementar (Mary et al., 2016; Menon et al., 2018; Wang et al., 2015b). Por exemplo,

59



Mary et al., 2016 descreveram a sintese de SeNPs funcionalizadas com polietileno glicol
(PEG) como um sistema de transporte de crocina para alcancar um efeito
anticancerigeno. A crocina é um dos produtos ativos do acafrdo e tem propriedades
terapéuticas (ex: antioxidante e protetor de danos no DNA). Devido ao potencial
terapéutico tanto das SeNPs como da crocina, ambos foram conjugados de forma a
projetar um sistema sinérgico anticancro e com menor toxicidade. Os efeitos citotdxicos
in vitro foram avaliados em células epiteliais normais do pulm&o humano (L-132) e em
células de cancro do pulmdo humano (A549). Estas NPs conjugadas com crocina, por
meio da inducdo da apoptose, causaram elevada citotoxicidade nas células A549 de
maneira dependente do tempo (24 e 48 horas) e da concentracao (5, 10, 20, 40 uM).
Por outro lado, as PEG-SeNPs conjugadas com crocina ndo causaram toxicidade
significativa nas células L-132, indicando que as PEG-SeNPs sdo biocompativeis com
estas células. Posto isto, os autores sugeriram que as PEG-SeNPs conjugadas com
crocina possuem grande seletividade para as células cancerosas comparativamente as
células normais. Os autores verificaram ainda que as PEG-SeNPs conjugadas com
crocina diminuiram significativamente a proliferacdo das células A549 em ratinhos nus,
conforme indicado pela diminuicdo do volume e do peso do tumor. Estes resultados
demonstram a eficicia de supressédo tumoral in vivo das PEG-SeNPs conjugadas com
crocina. Os resultados sugerem que o0 uso destas NPs para transportar crocina abrem
um novo caminho no tratamento eficiente do cancro do pulmdo com menos efeitos
colaterais. Além disso, as PEG-SeNPs conjugadas com crocina sao potenciais

candidatos a agentes quimioterapicos para outros tipos de cancro humanos.

Atualmente, a toxicidade das SeNPs ainda ndo esta completamente esclarecida, no
entanto, foi demonstrado in vivo, em ratinhos, que este tipo de NPs aumenta a sintese
e a atividade da glutationa-S-transferase de uma forma dependente do tamanho (Peng
et al., 2007). Devido a sua excelente biodisponibilidade e menor toxicidade, a SeMet foi
considerada, durante muito tempo, a suplementagdo alimentar mais adequada em
comparagdo com 0s varios compostos de selénio (Schrauzer, 1998). Wang et al., 2007
realizaram um estudo in vivo em que compararam a SeMet com as SeNPs. O estudo foi
realizado em ratinhos que foram expostos a diferentes doses de SeMet e de SeNPs, por
administracdo oral Unica, durante diferentes tempos de exposicao, conforme o0s
diferentes objetivos. Isto é, uns ratinhos foram utilizados para o estudo do efeito da dose
letal aguda (animais foram expostos por administracéo oral Unica a diferentes doses),
outros para o estudo da toxicidade aguda numa dose néo letal (animais foram mortos
apos vérias horas da administragdo de uma dose de 10 mg/ kg em selénio, para as duas

formas) e outros para o estudo da toxicidade repetida a curto prazo (animais foram
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expostos durante 7 dias consecutivos a uma dose de 5 mg/ kg em selénio, para as duas
formas). No final de cada conjunto de experiéncias, os ratinhos foram sacrificados e as
amostras de sangue e tecidos foram recolhidas. Foram realizadas analises
histopatologicas e foram avaliadas as alteracbes dos parametros bioquimicos (ALT,
AST, LDH, GPx, TrxR, entre outros). Os resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade
aguda indicaram que a dose letal 50 (DLso) da SeMet (25,6 mg Se/ kg) foi muito inferior
quando comparada com a DLsgdas SeNPs (92,1 mg Se/ kg). Relativamente ao estudo
da toxicidade aguda em dose néo letal, os niveis das enzimas hepaticas, como a ALT,
AST e LDH aumentaram significativamente em ratinhos tratados com SeMet, o que é
indicativo de lesdo hepatica aguda grave, por outro lado, ndo foram observadas
alteracdes nos niveis das enzimas hepaticas nos ratinhos tratados com SeNPs. Os
autores também observaram que tanto a SeMet com as SeNPs causaram toxicidade a
curto prazo (7 dias), no entanto, a SeMet causou maior toxicidade nos animais. Ambas
as formas de selénio tiveram efeito sobre o peso corporal dos ratinhos, no entanto, a
SeMet causou uma diminuicdo do peso de forma mais acentuada a partir do quinto dia
do que as SeNPs. Além disso, a SeMet causou lesdes hepaticas numa extensdo
superior. Os niveis de ALT, AST e LDH nos ratinhos tratados com SeMet foram
significativamente superiores aos dos ratinhos tratados com SeNPs. Além disso, a
SeMet causou alteracdes hepaticas graves e irreversiveis (picnose), enquanto que as
SeNPs causaram alteracdes leves e reversiveis (degeneragdo hidropica).
Relativamente as selenoproteinas, em geral ndo foram observadas diferengas
significativas entre a SeMet e as SeNPs no aumento da atividade da GPx no plasma,
no figado e no rim e da TrxR no figado e no rim, contudo, a atividade destas duas
selenoproteinas foi maior para os ratinhos tratados com SeNPs. Dito isto, 0s autores
concluiram que as SeNPs possuem toxicidade muito mais baixa do que SeMet,
conforme indicado pela DLso, lesdo hepatica aguda e toxicidade a curto prazo. Além
disso, as SeNPs ndao comprometeram o efeito fundamental nas selenoproteinas
(aumento da atividade). Por fim, estes resultados sugerem que as SeNPs podem servir
como um suplemento antioxidante com menor risco de toxicidade pelo selénio. Também
Jia et al., 2005 realizaram um estudo in vivo para avaliar a toxicidade crénica das SeNPs
(20-60 nm). O estudo foi realizado em ratos Sprague-Dawley que foram divididos em 9
grupos (12 machos + 12 fémeas por grupo). Os animais foram alimentados com dieta
contendo SeNPs ou selenito nas doses 0, 2, 3, 4, e 5 ppm em selénio, por treze
semanas. Os animais foram observados ao longo do ensaio, sacrificados apés noventa
dias e o sangue recolhido para analise. Varios tecidos e érgaos foram removidos,
pesados e reservados para analise histopatolégica. Além disso, foram analisadas

alteracdes dos parametros bioquimicos (ALT, AST, “blood urea nitrogen” (BUN),
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creatinina, albumina (ALB), proteina total (TP) colesterol, entre outros). Nos grupos
alimentados com selenito na dose de 3 ppm em selénio foi observada inibicdo
significativa do crescimento e degeneracdo das células hepaticas, indicativo de efeitos
adversos desencadeados pelo selénio. Por outro lado, no grupo alimentado com SeNPs
nao foram observadas alteracdes na dose de 3 ppm. Para as duas doses mais altas (4
e 5 ppm em selénio) foram identificadas diminui¢des significativas no peso corporal dos
ratos que consumiram selenito e SeNPs. No entanto, na dose de 4 ppm em selénio a
supressdo do crescimento foi significativamente superior para o grupo com selenito.
Relativamente a atividade da ALT, foi observado um aumento significativo para os
animais que consumiram selenito nas doses mais elevadas (4 e 5 ppm em selénio). A
TP e a ALB em ratos alimentados com selenito a 5 ppm em selénio foram
significativamente mais baixas que nos animais controlo. Por outro lado, apenas a
atividade da ALT nos animais alimentados com SeNPs na dose mais elevada (5 ppm
em selénio) foi maior que o controlo. Em concluséo, este estudo demonstrou que, para
a mesma dose de selénio, as SeNPs sao menos tdxicas que o selenito. O que é
consistente com estudos anteriores que demonstram que as SeNPs tém uma toxicidade
a curto prazo menor que o selenito em ratos (doze e quinze dias de exposi¢do por via
oral) (Zhang et al., 2005). Ainda relativamente ao estudo de Jia et al., 2005, os autores
verificaram também que os principais 6rgdos alvo de toxicidade do selénio foram o
figado, os rins e 0 baco, sendo que as principais lesdes foram hepdéticas. E ainda, que
estes trés 6rgdos bioacumulam muito mais selénio do que outros tecidos. Tais
resultados estdo em conformidade com outros estudos publicados na literatura, como

por exemplo estudo realizado por Benko et al., 2012.

Num estudo in vitro realizado por Wang et al., 2013, foi avaliado o efeito das SeNPs
com tamanhos e concentragdes diferentes em células epiteliais intestinais de cultura
primaria da carpa cruciada (Carassius auratus gibelio). O material a testar consistiu em
SeNPs com trés tamanhos diferentes: 13, 42 e 92 nm. As células do epitélio intestinal
foram expostas as varias SeNPs a diferentes concentracdes (0; 0,5; 1; 2; 3 e 5 ug/ mL)
durante 48 horas. Os resultados deste estudo indicaram que as SeNPs com diferentes
tamanhos e a diferentes concentracdes tiveram efeitos variados sobre o contetido de
proteinas das células epiteliais e sobre a atividade proteica (LDH libertada, teores de
GPx, de superoxido dismutase (SOD) e bomba sddio-potédssio) nas células testadas.
Por exemplo, a atividade da LDH apenas aumentou significativamente na concentragédo
de 5 pg/ mL de SeNPs de menores dimensdes (13 nm) e foram observados teores
significativamente maiores para todas as proteinas com as SeNPs de 42 e 92 nm em

comparagdo com as SeNPs de menores dimensdes (13 nm). Estes resultados
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permitiram melhorar o conhecimento sobre o efeito do tamanho e da biodisponibilidade
das SeNPs no trato intestinal da carpa cruciana. Em células epiteliais do figado humano
(HepG2), Zhang et al., 2004 n&o verificaram qualquer efeito significativo do tamanho
das SeNPs (gama de SeNPs de 5 a 200 nm) na inducdo de selenoenzimas (GPx,
glutationa peroxidase de hidroperoxido de fosfolipidios (PHGPx) e TrxR). Esta
incongruéncia de resultados evidencia a necessidade de testar a toxicidade das NPs
em diferentes modelos celulares.

Apesar dos estudos mais recentes demostrarem que as SeNPs em comparag¢do com
0S compostos de selénio exibem menos toxicidade e maior biodisponibilidade de selénio
em ratinhos (Benko et al., 2012), a toxicidade destas NPs também pode variar entre
espécies diferentes (Li et al., 2008). No trabalho realizado por Li et al., 2008, em peixes
Medaka (Oryzias latipes), expostos a solu¢des de 100 pg Se/ L de SeNPs e selenito de
sédio durante 10 dias (agua de exposicdo completamente substituida todos os dias), as
SeNPs revelaram ser muito mais toxicas para estes peixes do que o selenito de sodio,
apresentando uma DLso cinco vezes inferior a DLso do selenito de sodio. Esta toxicidade
pode ser consequéncia do facto das SeNPs se acumularem efetivamente mais (seis
vezes mais) no figado do que o selenito de sodio, embora essa diferenca ndo seja
estatisticamente significativa. Além disso, a acumulagao de selénio nas branquias e nos
musculos foi muito mais elevada para os peixes expostos a SeNPs do que para os

peixes expostos a selenito de sodio.

Relativamente a sintese, as SeNPs podem ser sintetizadas por diversos métodos,
contudo a biossintese (recorrendo a plantas, fungos e bactérias) ganhou maior destague
nos ultimos tempos devido a sua baixa toxicidade, melhor biodisponibilidade, relacao
custo-beneficio favoravel e por ser uma forma mais ecolégica, uma vez que existem
preocupacgtes ambientais relativas ao selénio que é considerado um elemento perigoso
para 0 meio ambiente. Além disso, a biossintese permite otimizar os tamanhos e 0s
rendimentos das NPs, ajustando a concentracao do substrato, o tempo de exposicao ao
substrato, o pH e a temperatura. Entre 0s microorganismos utilizados na biossintese de
NPs, as bactérias tém recebido maior destaque devido a sua alta resisténcia aos metais

e aos ambientes hostis (Pouri et al., 2017; Ranjitha and Ravishankar, 2018).

Em geral, com base na toxicidade de selénio em 6rgéos de ratinhos alimentados com
dietas com diferentes espécies e suplementos de selénio, a ordem de toxicidade é de
selenato> selenito> SeNPs> aditivo nutricional organico de selénio (Sel-Plex) (levedura
enriquecida com selénio)> probidtico LactoMicroSe (Lactobacillus enriquecidos com
selénio) (Benko et al., 2012). Num estudo posterior, Mal et al., 2017 fizeram uma

comparacédo da toxicidade entre selenito de sédio, SeNPs biossintetizadas (tamanho
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entre 100 a 400 nm), SeNPs grandes quimicamente sintetizadas (tamanho entre 50 a
250 nm) e SeNPs pequenas quimicamente sintetizadas (tamanho entre 25 a 90 nm) em
embrides de peixe-zebra (Danio rerio). Foi utilizado um regime de exposicdo aguda de
96 horas, entre as 24 e as 120 horas apés a fertilizacdo. Os embrides foram expostos
as seguintes concentracdes: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mg/ L para selenito de sodio e 0,05;
0,1;0,2;0,5; 1; 2 e 5 mg/ L para cada NP em estudo. Os resultados demonstraram que
as SeNPs biossintetizadas apresentaram um valor de DLso de 1,77 mg/ L, 3,2 vezes
menos tdxicas para embrides de peixe-zebra do que o selenito de sédio, que apresentou
um valor de 0,55 mg/ L. Além disso, SeNPs biossintetizadas foram 10 vezes menos
téxicas que as SeNPs quimicamente sintetizadas. As SeNPs pequenas quimicamente
sintetizadas e as SeNPs grandes gquimicamente sintetizadas provocaram uma taxa de
mortalidade semelhante nos embrides de peixe-zebra e mostraram uma LDsg de 0,17
mg/ L e de 0,16 mg/ L, respetivamente, o que significa que o tamanho das SeNPs
quimicamente sintetizadas néo influenciou a toxicidade no modelo testado. Em resumo,
a ordem de toxicidade foi a seguinte: SeNPs pequenas quimicamente sintetizadas ~
SeNPs grandes quimicamente sintetizadas> selenito de sédio> SeNPs biossintetizadas.
Os autores concluiram que a presenca de uma camada organica semelhante a acido
huamico (substancias poliméricas extracelulares) na superficie das SeNPs
biossintetizadas desempenhou um papel muito importante na reducéo da toxicidade das
SeNPs biossintetizadas e, portanto, 0s agentes estabilizadores da superficie das NPs
parecem ter um papel na toxicidade do selénio em embrides de peixes-zebra. Também
Pouri et al., 2017 demonstraram a biodisponibilidade das SeNPs biossintetizadas. Estes
autores compararam a absor¢cdo de SeNPs biossintetizadas (170 nm) com o selénio na
forma convencional. O estudo foi feito em ratinhos injetados intraperitonealmente e as
amostras de sangue foram recolhidas ao fim de 24 horas e 48 horas. Os resultados
mostraram que a taxa de absor¢&do nas primeiras 24 horas e a taxa de excregdo nas
segundas 24 horas foram maiores para as SeNPs biossintetizadas do que para o selénio
na forma convencional. Como as SeNPs biossintetizadas apresentaram uma taxa de
absorcao e de excrec¢ao maior, estas apresentam menor toxicidade do que o selénio na

forma convencional.

Até ao momento, ja sdo conhecidas varias espécies de plantas, fungos e bactérias
candidatas a biossintese de SeNPs, no entanto, os estudos sobre a sintese e a
investigacdo da toxicidade das NPs resultantes ainda sdo poucos (Ranjitha and
Ravishankar, 2018). Assim sendo, e em jeito de resumo, apesar do grande interesse
que as SeNPs tém suscitado e dos varios relatos sobre os efeitos positivos, ainda

existem algumas duvidas sobre a toxicidade destas NPs e algumas objecdes ao seu
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uso na pratica, pelo que seréo necessarios estudos mais aprofundados a este nivel. Por
exemplo, estudos comparativos mais detalhados entre diferentes espécies animais para
avaliar a nanotoxicidade caso a caso e elucidar os mecanismos de toxicidade
(Hosnedlova et al., 2018; Li et al., 2008; Sarkar et al., 2015).

2.8. Células Caco-2 como modelo do epitélio
intestinal humano para estudos biocinéticos
e de toxicidade de NMs

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado como modelo experimental a linha
celular epitelial humana Caco-2 (ATCC® HTB-37™) que foi estabelecida a partir de um
adenocarcinoma do cdélon. Embora derivada de um carcinoma do célon, esta linha
celular, em cultura, diferencia-se e polariza-se com um fenétipo, uma morfologia e um
funcionamento que se assemelha aos enterdcitos que revestem o intestino delgado
humano (Hidalgo et al., 1989; Hubatsch et al., 2007; Turco et al., 2011). As células Caco-
2 expressam juncdes estreitas, microvilosidades e varias enzimas metabdlicas
caracteristicas dos enterécitos, nomeadamente peptidases, esterases e glicoproteina-
P. Além disso, estas células expressam todas as proteinas transportadoras intestinais
apicais e basolaterais relevantes, como por exemplo proteinas transportadoras de
aminoacidos (De Angelis and Turco, 2011; Hidalgo et al., 1989; Sambuy et al., 2005;
Turco et al., 2011). Assim sendo, os valores de permeabilidade estimados a partir deste
modelo celular correlacionam-se com os valores de absor¢do humana in vivo (Yee,
1997). Constituem, assim, um dos modelos celulares in vitro mais utilizados em ensaios
de permeabilidade para prever a absorcdo oral em seres humanos (De Angelis and
Turco, 2011; Hubatsch et al., 2007; Turco et al., 2011). Contudo, estes ensaios devem
ser realizados em concentragdes ndo citotoxicas, garantir a integridade da barreira
epitelial, isto é, sd0 necessarios ensaios preliminares, por forma a selecionar as

concentracdes nédo citotdxicas a ensaiar (De Angelis and Turco, 2011; Sun et al., 2008).

A linha celular Caco-2 pode ser cultivada em monocamada num suporte (por
exemplo, transwell) (Figura 11), permitindo uma diferenciagdo funcional e estrutural,
formando uma barreira fisica e bioquimica de células polarizadas caracteristica do
intestino delgado (Hidalgo et al., 1989; Hubatsch et al., 2007). O sistema transwell tem
sido muito utilizado em estudos de captacao e translocagcéo de NPs, de farmacos e de
outros compostos administrados por via oral. Neste sistema, as células Caco-2 séo
cultivadas sobre uma membrana horizontal, que separa dois compartimentos, o

compartimento superior, em contacto com a superficie apical, que corresponde ao
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lmen intestinal e o compartimento inferior que simula a circulagdo sanguinea ou
linfatica em contacto com a superficie basolateral dos enterécitos (Hubatsch et al., 2007;
Nauli and Whittimore, 2015). Para que ocorra a formacdo da monocamada celular
polarizada sao necessarios 21 dias (Figura 12). Durante este periodo as células sofrem
diversas alteracGes morfolégicas até estas atingirem a maturidade. No 4° dia, as células
apresentam poucas e imaturas microvilosidades na regido apical, contudo apresentam
apertadas junc@es entre células adjacentes, mesmo na auséncia de confluéncia. Esta
s6 é atingida no 7° dia, altura em que as células também passam a ter uma forma
cuboidal e junc@es intercelulares (desmossomas). No 14° dia as células passam a ter
uma forma colunar e o nucleo fica localizado no bordo basolateral. Por fim, no 21°, dia
as ceélulas Caco-2 atingem o maximo de diferenciagdo, principalmente ao nivel da
expressao de transportadores, muito importantes para o fenomeno de absorcdo
(Artursson et al., 2001; Braun et al., 2000; De Angelis and Turco, 2011; Hidalgo et al.,
1989; Sun et al., 2008).

Transwell

N

~{ Monocamada celular ‘

\ Membrana semipermeavel ‘

‘ Zona basolateral ‘

Figura 11| Representacdo esquematica de um sistema transwell.

Uma das formas mais utilizadas para a avaliacdo da integridade da monocamada
celular € a determinagdo da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) utilizando um
voltimetro (Artursson et al., 2001; Braun et al., 2000). Este aparelho mede a resisténcia
elétrica endotelial, através da utilizacdo de elétrodos que sé@o colocados no meio de
cultura, tanto no compartimento inferior quanto no superior, e a resisténcia é
determinada pelo fluxo de ibes que atravessam o espaco paracelular. Trata-se de uma

técnica simples e rapida que fornece informagdes sobre a confluéncia, o estado das
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células e sobre a integridade das juncdes epiteliais da monocamada de células cultivada

nos transwell (De Angelis and Turco, 2011).

DIDIDIDIO (o o) (o) 00

Figura 12| Representacdo esquematica da diferenciacdo das células Caco-2 num
sistema transwell. As células apresentam varios microvilos no lado apical,

caracteristicos dos enterdcitos do intestino delgado, apds 21 dias em cultura.
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Capitulo 3

Avaliacao da Citotoxicidade de
Nanomateriais com Aplicacéao
na Industria Agroalimentar
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3.1. Materiais e métodos

3.1.1. Reagentes

Neste trabalho, os reagentes utilizados eram de grau analitico ou de alta pureza. Os
compostos utilizados na cultura celular foram obtidos na Gibco (Alfagene, Lisboa,
Portugal) e todos os outros reagentes foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Lisboa,

Portugal), salvo indicacbes do contrario.

3.1.2. Sintese das nanoparticulas

Foram sintetizados seis tipos de NPs metalicas diferentes: AuNPs esféricas
revestidas com citrato (12, 40 e 60 nm), AuNPs estreladas revestidas com MUA (60 nm),
AgNPs estreladas revestidas com citrato (200 nm) e SeNPs esféricas revestidas com
glucose (300 nm), com o objetivo de estudar a citotoxicidade, a captacao celular e a
permeabilidade destas NPs numa linha celular epitelial humana. Todas as NPs foram
sintetizadas e cedidas pela Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, no ambito
de uma colaboragé@o com o grupo da Prof. Doutora Eulalia Pereira, do Departamento de

Quimica e Bioquimica.

Todo o material de vidro utilizado na sintese dos seis tipos de NPs metélicas foi
previamente limpo com &gua régia [mistura de acido cloridrico com acido nitrico na
propor¢ao de 3: 1 (v/ v)], lavado com agua desionizada e passado por agua Milli-Q 18,2
MQ.cm™.

As AuNPs esféricas de 12 nm revestidas com citrato foram sintetizadas pelo método
de reducéo de ouro por citrato (Bastus et al., 2011; Zabetakis et al., 2012). Trata-se de
uma sintese quimica que foi inicialmente descrita por Turkevich e colaboradores, em
1951. Este método € baseado na redugéo do acido tetracloroaurico em solugéo aquosa,
e a temperatura de ebulicdo, pelo citrato de sédio. Nesta reacéo, as moléculas de citrato
de sbédio atuam como agentes redutores para a formacé&o de ouro coloidal, mas também
atuam como agentes estabilizadores e de revestimento. Isto €, & medida que ocorre a
reducdo de ouro, o citrato de sédio que é adicionado em excesso, vai sendo adsorvido
a superficie das AuNPs, sob a forma de anifes de citrato. Desta forma, a agregacao e
o crescimento descontrolado das NPs é precavido pela formacgéo deste revestimento
que leva a repulsdes eletrostaticas entres as NPs que estdo em solucdo. A formacao de
nanoesferas de ouro é marcada pela mudanca de cor da solu¢do de amarelo claro para

vermelho. No fim da sintese, algumas destas nanoesferas de 12 nm foram utilizadas
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nos ensaios de citotoxicidade e outras foram utilizadas para a sintese de nanoesferas
de maiores dimensdes e para a sintese de nanoestrelas. As nanoesferas de maiores
dimensdes (40 e 60 nm) foram obtidas por etapas sucessivas de crescimento
controlado, comecando com as nanoesferas de 12 nm como sementes de nucleacao e
utilizando, de igual forma, o citrato de so6dio como agente redutor, estabilizador e de
revestimento (Bastus et al., 2011). As nanoestrelas de 60 nm revestidas com MUA foram
sintetizadas de acordo com Yuan et al., 2012. E um método simples, de alto rendimento,
livre de surfactantes, que origina nanoestrelas dispersas e que permite uma
funcionalizacdo simples da superficie. Resumidamente, a suspensédo de nanoesferas
de 12 nm foi diluida em agua ultrapura e foi sendo acrescentada uma solucado de acido
tetraclorodurico. Seguidamente, foi adicionado em simultaneo acido ascorbico e nitrato
de prata. O acido ascoérbico € o agente redutor, que permite que 0 ouro revista as
nanoesferas; e o nitrato de prata é o responsavel pela distribuicdo dos picos na
superficie das nanoesferas, tornando-as em nanoestrelas (funciona como agente
modelador da forma). No fim, a suspensdo passou imediatamente de vermelho para
azul escuro, indicando a formacdo de nanoestrelas de Au. Estas nanoestrelas foram
posteriormente funcionalizadas com MUA. Para tal, foi adicionado, a suspensédo de
nanoestrelas, MUA dissolvido em etanol para que ocorresse a troca de revestimento de
citrato para MUA. O excesso de MUA foi retirado por véarias etapas de centrifugacao e

o sedimento foi ressuspenso em agua ultrapura.

As AgNPs estreladas de 200 nm revestidas com citrato foram sintetizadas de acordo
com Garcia-Leis et al., 2013. Este método é baseado na reducdo quimica de Ag* por
hidroxilamina neutra, seguida de um processo de reducdo/ funcionalizacdo induzido
pelo citrato de sodio que apresenta grande afinidade pela superficie de prata.
Resumidamente, uma solucdo de nitrato de prata foi adicionada gota a gota a uma
mistura de hidroxilamina neutra com hidroxido de sodio. A hidroxilamina neutra € o
agente redutor responsavel pela formacdo de NPs com picos nas superficies. Em
seguida, foi adicionado citrato de sédio, por forma a acelerar e a completar a reducao.
A adicdo de citrato de sédio permite também aumentar a estabilidade das AgNPs em
suspensédo. A solucdo final apresentou uma coloracéo azul escura indicando a formacao

de nanoestrelas.

Relativamente as SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram
sintetizadas por um método recente e simples, em que a glucose é simultaneamente
utilizada como agente redutor e como revestimento da superficie (Nie et al., 2016). De
um modo geral, uma solucao de selenito de sddio foi reduzida a alta temperatura (115

°C) pela adicdo de uma solugéo de glucose. Além disso, como ja referido, a glucose
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também foi utilizada como agente de revestimento para impedir a agregacdo das NPs
em solucdo aquosa. Apéds o final da reacédo, a cor da solucao ficou vermelha indicando

a formacao de nanoesferas.

Todas as NPs, no final da sintese, passaram por um processo de lavagem por
centrifugacéo. De seguida, o sedimento foi ressuspenso em agua ultrapura e por altimo,
apenas as AuNPs (esféricas e estreladas) foram esterilizadas por filtracdo usando uma
membrana de polietersulfona Whatman com tamanho de poro de 0,22 pm. As
suspensdes de NPs foram mantidas no frigorifico (4 °C), em frascos bem fechados e
protegidos da luz. Ao longo do estudo ndo foram detetados sinais de precipitacdo, nem
mudancas de cor, indicando que as solu¢des-stock das NPs permaneceram estaveis.
As solucdes-stock foram agitadas no vortex e as diluicbes a testar foram preparadas em
meio de cultura, nos dias em que os ensaios foram realizados. Todas as experiéncias

foram realizadas usando os mesmos lotes de NPs.

3.1.3. Caracterizacdo das nanoparticulas

Para a caracterizagdo das NPs foram utilizadas varias técnicas, tais como
espectrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-vis), microscopia eletrénica de
transmisséo (TEM), difragdo dindmica de luz (DLS), medi¢&o do {-potencial e analise de
rastreamento de nanoparticulas (NTA). Por falta de disponibilidade do equipamento,
nao foi possivel utilizar algumas destas técnicas em todas as NPs aqui estudadas. Estas
analises foram realizadas no Departamento de Quimica e Bioquimica da Faculdade de

Ciéncias da Universidade do Porto.

A caracterizacdo das NPs foi realizada logo apés a sintese. Por outro lado, a
estabilidade coloidal quanto a agregacédo das NPs em meio de cultura celular ndo foi
possivel ser testada até a data de entrega desta dissertacdo, por motivos ja
mencionados anteriormente (Capitulo 1 na sec¢éo 1.1). Idealmente, todas as NPs aqui
estudadas seriam colocadas em meio de cultura celular e incubadas a 37 °C, com
atmosfera humidificada e 5 % de CO, por 24 horas, por forma a simular as mesmas
condi¢des dos ensaios de exposicao utilizadas em todos os ensaios de cultura celular

realizados neste trabalho.

As NPs provenientes da sintese foram caracterizadas morfologicamente por TEM
num microscopio H8100 (Hitachi) do MicroLab no Instituto Superior Técnico (IST),
Universidade de Lisboa, e num microscépio JEM-1400 (JEOL) no Histology and Electron

Microscopy Service (HEMS), Instituto de Investigacdo e Inovacdo em Saude (i3S),
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Universidade do Porto, operados a 200 kV. A andlise de UV-vis foi realizada para
verificar a estabilidade coloidal e avaliar o tamanho hidrodindmico. Este tamanho foi
calculado com base nas absorvéncias do pico da banda plasménica e a 450 nm,
conforme descrito por Haiss et al., 2007. Os espectros foram adquiridos num
espectrofotbmetro UV-vis Cary 50 Bio (Varian), em células de quartzo (Labbox). A
analise de DLS usando um Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, Worcestershire,
Reino Unido), serviu para determinar a carga superficial ({-potencial) e o tamanho
hidrodindmico das NPs. Os resultados foram apresentados como Z average juntamente
com o indice de polidispersdo (PDI). O tamanho hidrodindmico também foi avaliado por
NTA usando o NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, Worcestershire, Reino Unido).

Os resultados foram apresentados como: média * erro padrao.

3.1.4. Cultura celular

Neste estudo, como ja referido, foi utilizada a linha celular epitelial humana Caco-2
(ATCC® HTB-37™), Esta linha celular foi fornecida pela Life Technologies (Invitrogen,
Franca) e as células foram mantidas numa atmosfera humidificada com 5 % de CO:e a
37 °C, em meio Eagle modificado por Dulbecco com alta concentragdo em glucose
(DMEM), suplementado com 10 % de FBS, 1 % de solugdo de antibidtico-antimicotico
(10000 U/ mL penicilina + 10000 pg/ mL estreptomicina) e 1 % de solugdo de
amino&cidos ndo essenciais. As células foram rotineiramente cultivadas em frascos de
75 cm? Corning® (VWR, Lisboa, Portugal), sendo o meio trocado a cada 2-3 dias. A
passagem celular foi efetuada com aproximadamente 80 % de confluéncia, expondo as
células durante breves minutos a uma solug¢éo de tripsina/ EDTA a 0,25 %, até um

méaximo de 10 passagens.

3.1.5. Ensaios de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada ap6s exposi¢éo as diferentes NPs por dois métodos
(reducdo de MTT e incorporagdo de NR). Para tal, as células foram semeadas em placas
de cultura de 96 pocos numa densidade de 50 000 células por poco e incubadas com
DMEM nas condi¢Bes padrdo durante 24h, momento em que as células atingiram a
confluéncia. Todas as solu¢des diluidas foram preparadas a partir das solu¢cfes-stock,
fornecidas pelo Departamento de Quimica e Bioguimica da Faculdade de Ciéncias da
Universidade do Porto. Os seis tipos de NPs metdlicas foram testados numa

concentracao diluida 10 vezes a partir da solucao-stock (Tabela 6). Numa segunda fase,
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apenas as SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram testadas a
diferentes diluicbes (de 20 a 190x), por forma a se encontrar a concentracao mais alta
nao citotoxica para as células Caco-2 (Tabela 7). As solucBes-stock foram agitadas no
vortex a temperatura ambiente. Este procedimento foi feito fora da camara de fluxo
laminar, pelo que foi realizado com o maximo de cuidado, de forma a que os frascos
ndo se abrissem, evitando assim possiveis contaminacdes. Apds a preparacdo das
soluc@es diluidas dos seis tipos de NPs em meio de cultura celular suplementado com
FBS, as células foram expostas as NPs por 24h, em pelo menos trés experiéncias
independentes realizadas em sextuplicado. Relativamente aos controlos, o Triton X-100
a 1 % foi utilizado como controlo positivo, as células incubadas apenas com meio de
cultura foram utilizadas como controlo negativo e os controlos de solventes foram
dispensados, uma vez que a sua interferéncia seria residual gracas ao método de
sintese e de lavagem destas NPs, bem como a pequena percentagem de etanol

utilizada na funcionalizagdo com MUA.

Em todos estes ensaios de viabilidade celular, os resultados foram normalizados
tanto para os controlos negativos como para 0s controlos positivos e foram
apresentados graficamente como percentagem de viabilidade celular em relagéo ao

controlo negativo.

3.1.5.1. Teste dereducao de MTT

A citotoxicidade das NPs foi avaliada pelo método colorimétrico de MTT, conforme
descrito anteriormente (Dias da Silva et al., 2015). Neste ensaio, as redutases
mitocondriais das células viaveis reduzem o MTT, um composto de coloracdo amarela
e soluvel em agua, em sais de formazano, um composto de coloracéo roxa e insoltvel
em agua. Como o MTT sé pode ser reduzido quando estas enzimas estao ativas, a
guantidade de sais de formazano obtida, pode ser usada como um indicador da
atividade metabolica das células e, portanto, de viabilidade celular. Por conseguinte,
apos o tempo de exposicado e do meio de cultura ter sido aspirado, as células foram
incubadas com uma solugdo de MTT 1 mg/ mL em solugdo salina (HBSS, sem calcio e
sem magnésio) durante aproximadamente 30 min nas condi¢des padrdo. Em seguida,
a solucdo foi aspirada e foram adicionados 100 uL de solugdo de solubilizacdo
(dimetilsulféxido, DMSO) aos pocos, sendo as placas de 96 pogcos mantidas por

aproximadamente 15 min no escuro a temperatura ambiente num agitador orbital para
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a solubilizagdo completa dos cristais de formazano. A absorvéncia foi medida a 570 nm

num leitor de placas de mdultiplos pocos (BioTek Instruments, Vermont, EUA).

O teste de reducdo de MTT é um procedimento simples, rapido, barato e que requer
pouca manipulacéo das células e, portanto, apresenta varias vantagens em comparacao
com outros ensaios de citotoxicidade. Contudo, é necessario ter em conta que podem
ocorrer efeitos interferentes, nomeadamente o facto das NPs poderem adsorver na sua
superficie (devido a grande &rea de superficie) o formazano formado, subtraindo-o do
extrato celular. Tal acontecimento pode levar a valores mais baixos de viabilidade
celular. No entanto, a preparacgéo das solu¢des das diferentes NPs metalicas em estudo,
a diferentes concentracdes, em meio de cultura com FBS, pode contribuir para a
dispersao das NPs e para a formacgédo de um revestimento com proteinas nas NPs e,
portanto, pode levar a uma diminui¢cao da adsorcéo de formazano na superficie (Kroll et
al., 2009; Lewinski et al., 2008). Estes tipos de situa¢cbes sao dificeis de controlar, pelo
gue, na literatura é aconselhado a realizagdo de mais que um método para determinar
a citotoxicidade, por forma a se poder averiguar possiveis interferéncias nos
procedimentos laboratoriais (Lewinski et al., 2008; Marquis et al., 2009). Deste modo,
foi realizado o teste de incorporagéo de NR, por forma a confirmar os resultados obtidos
pelo MTT.
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Tabela 6] Concentracdes das solugbes-stock e das concentracdes testadas das diferentes NPs metalicas.

Ti de NP AuNPs Esféricas 60 AuNPs Esféricas 40 nm AuNPs Esféricas 12 nm AuNPs Estreladas 60 nm AgNPs Estreladas 200
ipos de NPs
P nm Citrato Citrato Citrato MUA nm Citrato

Concentragao da solucéo-

0,074 0,16 15 0,17 0,10
stock (nM)
Concentragéo testada (nM)
(Diluicéo de 10x a solugao- 0,0074 0,016 1,5 0,017 0,010
stock)
Tabela 7| Concentragdes testadas das SeNPs esféricas com 300 nm revestidas com glucose.
SeNPs Esféricas 300 nm Glucose (Concentragéo solucdo-stock: 0,1 nM)
Diluicdes da
solugéo- 20x 30x 40x 50x 60x 70x 80x 90x 100x 110x 120x 130x 140x 150x 160x 170x 180x 190x
stock

Concentragéo
testada (nM) 0,005 | 0,0033 | 0,0025 | 0,002 | 0,0017 | 0,0014 | 0,0013 | 0,0011 | 0,001 | 0,0009 | 0,0008 | 0,00077 | 0,00071 | 0,00067 | 0,00063 | 0,00059 | 0,00056 | 0,00053
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3.1.5.2. Teste de incorporacao de NR

A citotoxicidade das NPs também foi avaliada pelo ensaio do NR, conforme descrito
anteriormente (Marcelo et al., 2018). Neste ensaio, 0 NR é incorporado pelas células
viaveis e é acumulado nos lisossomas. A capacidade de incorporar o0 NR diminui a
medida que as células vao morrendo. Desta forma, a perda da capacidade de
incorporacdo deste corante corresponde a perda de viabilidade celular. O NR é depois
removido das células vidveis num procedimento de lavagem e a viabilidade celular €
proporcional a quantidade de corante extraido das células viaveis intactas. Por
conseguinte, apés a exposicdo aos seis tipos de NPs metdlicas e remocdo do
sobrenadante, as células foram incubadas com uma solucao de NR 50 ug/ mL em HBSS
(sem célcio, sem magnésio) durante aproximadamente 30 minutos nas condi¢cdes
padrdo. Seguidamente, a solu¢do de NR foi removida e as células foram lavadas com
HBSS (sem calcio, sem magnésio). Posteriormente, foram adicionados aos poc¢os 100
uL de solugéo de lise (50 % de etanol/ 49 % de agua/ 1 % de &cido acético glacial),
sendo as placas de 96 pogos mantidas por aproximadamente 15 min no escuro a
temperatura ambiente num agitador orbital para que o corante intracelular fosse
libertado dos lisossomas e fosse dissolvido. A absorvéncia do corante solubilizado foi
lida a 540 nm e a 670 nm num leitor de placas de mdultiplos pogos (BioTek Instruments,
Vermont, EUA).

3.1.6. Ensaios de permeabilidade celular

As condic¢des para garantir a diferenciagéo celular e formagéo da monocamada, bem
como 0s ensaios de permeabilidade das células Caco-2 foram realizados de acordo com
0 método descrito por Hubatsch et al., 2007, com algumas modificagbes. De modo a
obter uma monocamada de células intestinais diferenciadas (apresentando polos apical
e basolateral) as células foram semeadas em placas de 12 po¢os numa densidade de
300 000 células, num sistema designado por transwell. Este sistema consiste numa
membrana semipermedvel de politereftalato de etileno com uma porosidade de 0,4 um
(Falcon®, EUA). Porém, este procedimento foi interrompido por motivos ja referidos
anteriormente (Capitulo 1 na seccao 1.1). Idealmente, as células seriam mantidas em
cultura durante 21 dias, por forma a garantir a correta e completa diferenciacéo celular
e a obtencdo da monocamada, e 0 meio seria trocado a cada 2-3 dias. Durante este
periodo, a integridade da monocamada das Caco-2, isto €, a TEER das células

cultivadas no sistema transwell seria medida com um voltimetro epitelial (EVOM). A
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medicdo da TEER permitiria determinar se as células estariam confluentes e se ja
estabeleceriam entre si as juncdes estreitas que sdo necessarias para que as NPs nao
passem entre as células, mas sim pelas células. Por forma a determinar o valor de
resisténcia da membrana, um transwell sem células seria utilizado como branco. Estas
medicBes seriam efetuadas regularmente (a cada 2-3 dias), com as células a
temperatura ambiente e os valores de TEER seriam expressos em Ohms (Q), de acordo
com a seguinte equacao: Rreer = [Re — Rc] x A. Rreer representa o valor de resisténcia
elétrica transepitelial (Q.cm?), Rg representa a resisténcia das células em monocamada,
Rc significa o valor de resisténcia do transwell sem células (branco) e A corresponde a

area de superficie da membrana onde se encontram as células.

No 21° dia, os ensaios para determinacgdo da permeabilidade da membrana intestinal
seriam realizados. Para tal, as células semeadas no compartimento superior seriam
lavadas com HBSS contendo ides de calcio e magnésio e, em seguida, as diferentes
NPs em estudo seriam adicionadas ao compartimento superior em meio de cultura novo
(2 mL) numa concentragdo final indicada nas Tabelas 6 e 7. Tal como ja referido, a
concentracao testada teria de corresponder a uma viabilidade celular de 100 %. Tanto
durante os periodos de diferenciacdo como de exposicao as NPs, 1 mL de meio de
cultura de células seria adicionado ao lado inferior. As células seriam incubadas com os

seis tipos de NPs por 24 h numa atmosfera humidificada com 5 % de CO;e a 37 °C.

ApoOs a incubagéo, seriam recolhidos 500 yL do lado superior e 500 pL do lado inferior
para a quantificagdo de ouro, prata e selénio por espectrometria de absor¢céo atémica

em forno de grafite (GFAAS, graphite furnace atomic absorption spectrometry).

3.1.7. Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram apresentados como a
média £ erro padrdao da média (EPM) de pelo menos trés experiéncias independentes
realizadas em sextuplicado. A andlise da distribuicdo dos dados (normalidade) foi
avaliada por quatro testes: Anderson-Darling, D'Agostino & Pearson, Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. As comparacdes estatisticas entre os grupos foram realizadas
pelo teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste Dunn nao corrigido. As diferencas foram
consideradas significantes para valores de *p <0,05; *p<0,01; ***p<0,001 e
****n<(0,0001.
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3.2. Resultados e discussao

3.2.1. Caracterizacao das nanoparticulas de ouro,

prata e selénio

Um procedimento imprescindivel para a realizacdo do estudo da citotoxicidade das

NPs é a prévia caracterizacao fisico-quimica das mesmas.

O tamanho nominal corresponde ao tamanho das NPs secas, desidratadas. Como
as NPs podem sofrer alteragdes quando colocadas num novo meio, devido a presenca
de aminoacidos e proteinas, alteracdes do pH, etc., € muito importante medir também o
tamanho destas em suspensdo (tamanho hidrodindmico). Este tamanho nao inclui
apenas a parte metalica das NPs, inclui também tudo o que estd na superficie das
mesmas (revestimento). O tamanho hidrodindmico pode variar consoante as NPs
estejam em agua ou em meio de cultura, uma vez que as NPs em solugéo interagem
com o meio envolvente e com as outras NPs podendo mesmo ocorrer agregacao,
dispersao e aglomeracdo (Enea et al., 2020; Pereira, 2014). Para além das NPs
poderem reagir com 0s varios componentes dos meios de cultura usados nos ensaios
de citotoxicidade as NPs também podem interferir com os sistemas de detecéo e,
consequentemente, levar a resultados pouco crediveis (Kroll et al., 2009; Lewinski et al.,
2008). Assim sendo, antes da realizacdo de tais ensaios foi necessario fazer a
caracterizacao fisico-quimica das NPs. Posto isto, ap0s a sintese, 0s seis tipos de NPs
metalicas foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas,
estabilidade e estado de agregagcdo. Contudo, por falta de disponibilidade de
eguipamento, néo foi possivel utilizar algumas destas técnicas em certas NPs aqui
estudadas. Além disso, por razdes mencionadas anteriormente (Capitulo 1 na secgéo
1.1), nao foi possivel realizar a caracterizagdo das NPs dispersas no meio de cultura
DMEM suplementado com FBS.

Foram realizados o0s seguintes testes de caracterizacdo de NPs: espectro de

absorcéo de UV-vis, imagem de TEM, medicdes de NTA, DLS e {-potencial.
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Figura 13| Espectros de absorcdo de UV-vis das suspensdes de AUNPs em forma
de esferas, revestidas com citrato e com diferentes tamanhos (12, 40 e 60 nm) (imagens
gentilmente cedidas por Miguel Peixoto de Almeida, Departamento de Quimica e
Bioquimica, FCUP).

s

A caracterizagdo por espectrofotometria de UV-vis € muitas vezes utilizada para
validar a sintese e para verificar a estabilidade coloidal das NPs sintetizadas. As
suspensdes de AuNPs revestidas com citrato e com diferentes tamanhos (12, 40 e 60
nm) foram analisadas por esta técnica pelo investigador Miguel Peixoto de Almeida do
Departamento de Quimica e Bioquimica da FCUP (Figura 13). Diversos fatores como o
tipo de metal, distancia interparticulas, forma, tamanho, composi¢do das NPs e indice
de refracdo do meio podem influenciar o comprimento de onda ao qual se verifica o
maximo da banda plasmonica de ressonancia superficial. Por exemplo, quanto maiores
forem as nanoesferas mais o pico de absorcdo estard deslocado para a direita,
comprimentos de onda mais altos (Pereira, 2014). Pela analise da Figura 13 é possivel
verificar que ocorreu formacdo de AuNPs em forma de esferas, uma vez que 0s
espectros apresentam uma banda plasmoénica bem definida, centrada por volta dos 520
nm, caracteristica de NPs com esta forma e tamanhos. Assim sendo, o0 maximo de
absorcéao foi a 528 nm para as AuNPs de maiores dimens@es (60 nm), 526 nm para as
AuUNPs de 40 nm e 519 nm para as AuNPs mais pequenas (12 nm). Pela forma da
banda, estes resultados indicam, ainda, que se trata de amostras bem estabilizadas pelo
agente de revestimento e com dispersao reduzida de tamanhos, isto €, a banda

plasmonica estreita indica uma distribuicdo homogénea de tamanhos especialmente
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para a solucdo de AuNPs de 60 nm, pois € a amostra que apresenta a banda
plasménica mais estreita. A auséncia de outros picos plasmoénicos indica que as
amostras apresentam alta estabilidade e que ndo formaram agregados. O deslocamento
da posicdo da banda plasménica para comprimentos de onda mais altos poderia

significar a presenca de particulas de maior dimenséo ou de agregados.

Estrelas 60 nm MUA
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Figura 14| Espectros de absorcéo de UV-vis da suspensdo de AuNPs em forma de
estrelas de 60 nm revestidas com MUA (imagens gentilmente cedidas por Miguel

Peixoto de Almeida, Departamento de Quimica e Bioquimica, FCUP).

As nanoestrelas sdo constituidas por um nucleo esférico do qual saem varias
extremidades em forma de prismas triangulares irregulares que sdo os picos das
estrelas e, portanto, as NPs em forma de estrelas apresentam uma ressonancia
plasmonica mais complexa (Pereira, 2014). Comparando a Figura 13 com a Figura 14
€ possivel verificar que a banda plasménica das NPs estreladas é muito mais larga do
que a das esféricas. Esta largura deve-se ao facto de existir uma maior diversidade de
formas nas nanoestrelas do que nas nanoesferas, por exemplo umas nanoestrelas
podem ter trés picos e outras podem ter cinco picos. Além disso, é possivel verificar que
ao contrario das AuNPs esféricas que apresentaram uma Unica banda plasménica
caracteristica nos 520 nm, as AuNPs estreladas apresentaram mais do que uma banda
plasmonica. O espectro de UV-vis das AuNPs em forma de estrelas apresenta uma
banda mais larga e intensa entre os 650 e os 830 nm correspondente a banda de
absorcgéo dos picos das estrelas e uma banda mais pequena e menos intensa entre 0s

500 e 600 nm correspondente a banda de absor¢éo do nucleo.
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Figura 15| Imagens representativas da analise por TEM de exemplos de NPs
estudadas neste trabalho. A imagem a direita das AgNPs estreladas revestidas com
citrato representa uma ampliagdo de uma NP em forma de estrela (informacédo cedida

por Peixoto de Almeida, 2020, Departamento de Quimica e Bioquimica, FCUP).

Por forma a confirmar as caracteristicas obtidas por UV-vis foi realizada a
caracterizacdo das NPs por TEM. Esta técnica microscOpia proporciona 0 acesso a
morfologia das NPs com elevada resolu¢cdo e permite determinar o estado de
agregacdo. Na Figura 15 apresentam-se imagens TEM representativas das AuNPs,
AgNPs e SeNPs. Pela analise de TEM é possivel verificar que todas as NPs obtidas
exibiram as formas desejadas. As AuNPs com citrato e as SeNPs com glucose
apresentaram uma forma esférica, por outro lado, as AuNPs com MUA e as AgNPs com
citrato apresentaram uma forma estrelar. As NPs em forma de esferas apresentaram
um formato arredondado, superficie lisa e distribuicdo estreita de tamanho, enquanto
gue as NPs em forma de estrelas apresentaram um grande numero de picos na

superficie. Em todas as NPs n&o foram observados muitos agregados.

O tamanho hidrodindmico das NPs dispersas no solvente (dgua ultrapura) foi
determinado por UV-vis, DLS e NTA. Os resultados encontram-se na Tabela 8 e estdo

de acordo com os valores esperados. Além disso, os valores obtidos foram
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concordantes entre as diferentes técnicas. Todas as NPs apresentaram valores de PDI

menores que 0,3; o que indica que estas NPs estdo bem dispersas.

As NPs com um -potencial abaixo de -30 mV ou acima de +30 mV sdo mais estaveis,
uma vez que a sua carga da superficie impede a agregacao. Por outro lado, as NPs
com carga préxima de 0 mV tém tendéncia a agregar e, portanto, sdo menos estaveis
(Barhoum et al., 2018). O ¢-potencial das NPs em estudo foi determinado e os resultados
obtidos encontram-se na Tabela 8. Todas as NPs apresentaram um valor de ¢-potencial
negativo devido aos agentes de revestimento com carga negativa (citrato, MUA e
glucose). Além disso, € possivel verificar que os valores obtidos se situam na ordem dos
— 40 mV, o que ¢ indicativo de solugdes com boa estabilidade e, portanto, com menor

tendéncia de agregacéo.

Tabela 8] Tamanho hidrodindmico e ¢-potencial das NPs testadas.

) o {-potencial
Tamanho hidrodinamico (nm)
Amostras (mV)

DLS

NTA UV-vis DLS
Z average PDI

AuNPs
esféricas com
. 15,7 +0,1 0,28 - 12 -49+5,1
citrato

(pequenas)

AuNPs
esféricas com
) - 544+19 40 -
citrato

(médias)

AuNPs
esféricas com
citrato
(grandes)

AuNPs

estreladas 67,9+ 0,4 0,25 62,0+0,7 - -33,8+0,6
com MUA

AgNPs

estreladas 136,8+1,5 0,22 190,4 + 4,4 - -38,3+0,6
com citrato

SeNPs
esféricas com 378,0+4,1 0,03 196,6 + 3,8 300 -42,9+0,3

glucose

82




A partir destes resultados, é possivel concluir que para uma caracterizagéo rigorosa
e completa das NPs é necessario recorrer a varias técnicas e ensaios. Além disso, é
evidente que a padronizac¢do da metodologia de caracterizacao fisico-quimica das NPs,
ainda que adaptada a cada tipo de NP em estudo, permitird a obtencao de resultados

mais rigorosos e uma comparac¢ao mais facil entre resultados.

3.2.2. Estudo da citotoxicidade das
nanoparticulas de ouro, prata e selénio em

células Caco-2

As células Caco-2, uma linha celular epitelial humana, séao frequentemente utilizadas
em estudos in vitro para estudar a absor¢cdo de compostos administrados por via oral,
incluindo NPs, devido a sua lenta diferenciacdo e formagédo de juncdes estreitas,
resultando num fenétipo e num funcionamento que se assemelham aos enterécitos que
revestem o epitélio do intestino delgado humano. As células Caco-2 foram incubadas
com as diferentes solucdes, dos seis tipos de NPs metalicas em estudo, por forma a
avaliar os potenciais efeitos citotoxicos destas NPs. Além disso, a avaliagdo da
citotoxicidade foi realizada com o intuito de determinar uma concentra¢ao nao citotoxica
para ser utilizada nos ensaios de avaliagdo da permeabilidade destas NPs, através da
monocamada de células Caco-2. Contudo, os ensaios de permeabilidade ndo foram
concluidos a tempo da data de entrega deste trabalho, por motivos ja mencionados

anteriormente (Capitulo 1 sec¢éo 1.1).

O principal parametro de avaliagdo da citotoxicidade das NPs é a determinacédo da
viabilidade celular (Kroll et al.,, 2009; Lewinski et al., 2008). Neste trabalho, foram
realizados dois dos principais métodos utilizados na avaliacdo da citotoxicidade das
NPs: o teste de reducdo do MTT e o teste de incorporacdo do NR. As Figuras 16-19
representam os resultados de toxicidade celular obtidos para as 6 NP metalicas. Os
resultados de viabilidade celular foram calculados e expressos percentualmente em

relac@o aos valores obtidos para as células controlo (células ndo expostas as NPs).

Numa primeira fase, os seis tipos de NPs metélicas foram testados a uma
concentracdo diluida 10x em relagdo a solugdo-stock. Numa segunda fase, apenas as
SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram testadas numa gama de

concentracdes diluidas de 20 a 190x em relacéo a solucao-stock.
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Figura 16| Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes NPs em estudo em células
Caco-2 pelo ensaio de reducdo do MTT ap0s 24 horas de exposi¢ao. Os resultados sdo
apresentados como a % média de viabilidade celular em relacdo ao controlo negativo
nao tratado + EPM de 4 experiéncias independentes realizadas em sextuplicado. As
comparagOes estatisticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido

pelo teste Dunn n&o corrigido.

Os resultados da viabilidade celular obtidos pelos ensaios de redugéo de MTT (Figura
16) ndo mostraram nenhum efeito significativo de citotoxicidade nas células Caco-2. Isto
€, as AuNPs esféricas com citrato (12, 40 e 60 nm), as AuNPs estreladas com MUA (60
nm) e as AgNPs estreladas com citrato (200 nm) ndo causaram uma diminuicdo na
viabilidade celular inferior a 80 % apds 24 horas de exposi¢do. Da analise dos resultados
pode-se inferir que tanto as AuNPs como as AgNPs séo biocompativeis com as células

Caco-2, nas condicBes em que decorreram estes ensaios laboratoriais.

Diversas interferéncias dificeis de controlar podem ocorrer nos ensaios de avaliacdo
da viabilidade celular, pelo que deve-se realizar mais de que um método com 0s
mesmos materiais para aferir a viabilidade celular, de forma a se poder averiguar
possiveis interferéncias nos procedimentos laboratoriais, bem como para permitir uma
interpretacdo mais correta dos resultados obtidos (Kroll et al., 2009; Lewinski et al.,
2008). Posto isto, e como ja referido, foi realizado um segundo método de avaliagdo da

citotoxicidade dos seis tipos de NPs, o teste de incorporagéo do NR.
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Figura 17| Avaliacdo da citotoxicidade das diferentes NPs em estudo em células
Caco-2 pelo ensaio de incorporacdo do NR apds 24 horas de exposicdo. Os resultados
sdo apresentados como a % média de viabilidade celular em relacdo ao controlo
negativo nao tratado + EPM de 4 experiéncias independentes realizadas em
sextuplicado. As comparacdes estatisticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-

Walllis, seguido pelo teste Dunn nao corrigido.

A Figura 17 representa os resultados obtidos no estudo da viabilidade celular das
células Caco-2, pelo ensaio da incorporacdo do NR, quando expostas durante 24 h a
AuNPs esféricas com citrato (12, 40 e 60 nm), a AuNPs estreladas com MUA (60 nm) e
a AgNPs estreladas com citrato (200 nm). Pela analise da Figura 17 é possivel verificar
gue nenhuma destas cinco NPs metalicas causaram citotoxicidade significativa nesta
linha celular e, portanto, estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos
pelo ensaio de MTT. A concordancia destes resultados reforga ainda mais a ideia de
gue de facto, as AuNPs e as AgNPs ndo causam toxicidade nas células Caco-2, nas

condi¢cOes experimentais testadas.

As SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose foram citotoxicas para as
células Caco-2, quando testadas a uma concentragdo diluida 10x em relagdo a solugéo-
stock (0,01 nM). Por conseguinte, as SeNPs foram testadas numa gama de
concentracdes diluidas em relagdo a solugdo-stock de 20 a 190x, com o objetivo de
identificar uma concentracdo que n&o provocasse citotoxicidade para posterior

utilizac@o nos ensaios de permeabilidade celular.
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Figura 18| Avaliagédo da citotoxicidade das SeNPs esféricas de 300 nm revestidas
com glucose, a diferentes concentrac¢des (0,005 - 0,00053 nM), em células Caco-2 pelo
ensaio de reducdo do MTT apds 24 horas de exposicdo. Os resultados sédo
apresentados como a % meédia de viabilidade celular em relagdo ao controlo negativo
ndo tratado £+ EPM de 3 experiéncias independentes realizadas em sextuplicado. As
comparacdes estatisticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste Dunn ndo corrigido. As diferencas foram consideradas significantes para
valores de *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Os resultados da viabilidade celular obtidos para as SeNPs esféricas de 300 nm
revestidas com glucose pelos ensaios de MTT (Figura 18) mostraram uma citotoxicidade
dependente da concentracdo. A medida que a diluicdo da solucdo-stock aumentou
(concentracdo de SeNPs diminuiu) a viabilidade celular também aumentou. Estas
SeNPs causaram efeitos citotoxicos significativos nas células Caco-2, mas apenas nas
diluicdes mais pequenas (concentracdes mais altas; de 0,005 a 0,001 nM). Nas diluicdes
maiores (concentracdes mais baixas; de 0,0009 a 0,00053 nM) as SeNPs ndo causaram
diminuicdo significativa na viabilidade celular. Portanto, pode-se inferir que nestas
concentracdes mais baixas as SeNPs sdo biocompativeis com as células Caco-2, nas
condicbes em que decorreram estes ensaios laboratoriais. Contudo, estes resultados

precisariam de ser confirmados pelos ensaios de incorporacdo do NR, que por motivos
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ja mencionados em cima (Capitulo 1 seccdo 1.1), ndo foi possivel realizar o numero de

experiéncias independes (Figura 19).
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Figura 19| Avaliagédo da citotoxicidade das SeNPs esféricas de 300 nm revestidas
com glucose, a diferentes concentragdes (0,005 - 0,001nM), em células Caco-2 pelo
ensaio de incorporacdo de NR apls 24 horas de exposicdo. Os resultados sdo
apresentados como a % média de viabilidade celular em relacdo ao controlo negativo
nao tratado + EPM de 1 experiéncia independente realizadas em sextuplicado. As
comparagfes estatisticas foram efetuadas utilizando o teste Kruskal-Wallis, seguido
pelo teste Dunn néo corrigido. As diferengas foram consideradas significantes para
valores de *p <0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Diversos estudos multiparamétricos ja& foram desenvolvidos para investigar a
influéncia das propriedades fisico-quimicas das AuNPs, AgNPs e SeNPs na toxicidade
e nas interagcdes com 0s sistemas bioldgicos. Contudo, conforme ja referido na secc¢ao
2.7 do Capitulo 2, existem resultados de estudos presentes na literatura que sdo
contraditérios, 0 que impede que se retire conclusdes rigorosas e definitivas sobre a
seguranca destas NPs metdlicas. As discrepancias dos resultados in vitro encontrados

na literatura sao atribuidas a utilizacdo de diferentes condicGes experimentais,
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nomeadamente linhas celulares, concentracdes, tempos de exposicdo, maneiras de
expressar as concentracdes (ex: conteudo de metal ou nimero de NPs) e diferentes
métodos de sintese das NPs. Além disso, esses estudos in vitro incluem variacées
simultaneas de diferentes propriedades fisico-quimicas, como por exemplo tamanho,
revestimento, forma, etc. Assim sendo, a auséncia de uma padronizacdo dos métodos
para a caracterizacdo das NPs e para os ensaios de toxicidade, dificulta a analise
comparativa entre os resultados de estudos existentes na literatura e os resultados
obtidos em estudos posteriores (Adewale et al., 2019; Ahamed et al., 2010; Lewinski et
al., 2008; Menon et al., 2018; Rezvani et al., 2019; Sharma et al., 2017; Tao, 2018).

Em relacao as AuNPs, a andlise dos resultados parece descartar qualquer fenémeno
de citotoxicidade associado as AuNPs estreladas de 60 nm revestidas com MUA e as
AuNPs esféricas revestidas com citrato de 12, 40 e 60 nm, no modelo in vitro usado e
nas concentragdes testadas. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Enea
et al., 2020 que testaram quatro tipos de AuNPs: AuNPs esféricas de 15 nm com citrato,
AUNPs esféricas de 15 nm com MUA, AuNPs esféricas de 60 nm com citrato e AuNPs
estreladas de 60 nm com MUA. Estes autores ndo observaram nenhum efeito de
citotoxicidade significativo das AuNPs nas células Caco-2, apds 24 h de exposicao,
numa gama de concentracdes de 1 a 60 UM Au. Apesar de ligeiras diferencas nos
tamanhos das AuNPs em comparagdo com os utlizados neste trabalho, os
revestimentos de citrato e de MUA nao parecem estar associados a fendmenos de
citotoxicidade. Porém, Enea et al., 2019 demonstraram que AuNPs esféricas de 14 nm
revestidas com MUA, AuNPs esféricas de 14 nm revestidas com citrato, AuNPs
esféricas de 50 nm revestidas com citrato, AUNPs esféricas de 50 nm revestidas com
MUA e AuNPs estreladas de 50 nm revestidas com MUA provocaram uma diminui¢ao
dependente da concentracdo (de 1 a 60 uM Au) na viabilidade celular de células
endoteliais microvasculares cerebrais humanas (células hCMEC/ D3), variando de 100
% a 50 %, ap6s 4 h de exposicdo. Os autores verificaram ainda um perfil de
citotoxicidade semelhante apds 24 h de exposicao as diferentes AUNPs, mas com maior
intensidade, 0 que demonstrou uma toxicidade dependente do tempo. Apesar dos
tamanhos das AuNPs serem ligeiramente diferentes, os revestimentos e as formas das
AuNPs sao iguais as utilizadas nesta dissertacdo, pelo que se pode depreender que a
suscetibilidade a toxicidade das AuNPs revestidas com MUA e citrato podera também
dever-se ao tipo de células, isto é, a toxicidade das AuNPs pode depender das

caracteristicas das células testadas.

No que respeita as SeNPs esféricas de 300 nm revestidas com glucose, em

concentracdes inferiores a 0,0009 nM, e as AgNPs estreladas de 200 nm revestidas
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com citrato a 0,010 nM, a analise dos resultados também parece descartar qualquer
fendmeno de citotoxicidade nas células Caco-2. Contudo, uma comparacao entre estes
resultados preliminares de citotoxicidade e os resultados descritos na literatura é dificil
devido a variacdo de diversos fatores experimentais. Porém, a biocompatibilidade das
AgNPs e das SeNPs tem sido demonstrada para diferentes linhas celulares, embora
tenham sido utilizadas NPs de diferentes tamanhos, com formas, revestimentos, cargas
superficiais, estado de agregacédo, concentracbes e métodos de sintese diferentes
(Ahamed et al., 2010; Mal et al., 2017; Menon et al., 2018; Sharma et al., 2017; Silvan
et al., 2018; Vila et al., 2018; Zhang et al., 2015).

A funcdo das NPs esté relacionada com a composi¢édo do nucleo, enquanto que o
revestimento determina a biocompatibilidade das mesmas. Além disso, regra geral o
revestimento das NPs melhora a sua estabilidade em suspensdo, diminuindo a
formacdo de agregados (Lewinski et al., 2008). No caso das NPs metalicas testadas,
revestidas com citrato, MUA ou glucose, o nucleo metdlico (ouro, prata ou selénio) ndo
se encontra em contacto com as células Caco-2. Portanto, o facto de ndo se terem
encontrado sinais de citotoxicidade nas células Caco-2, pode estar relacionado com a
protecdo conferida pelo revestimento destas NPs. Resultados reportados na literatura
comprovam a biocompatibilidade das AuNPs revestidas com citrato e com MUA (Enea
et al., 2020; Fraga et al., 2013; Villiers et al., 2010) e das AgNPs revestidas com citrato
(Zhang et al., 2015). Embora ainda ndo existam estudos que comprovem a
biocompatibilidade das SeNPs revestidas com glucose, existem estudos com outros
tipos de NPs revestidas com glucose que atestam a biocompatibilidade deste

revestimento (Connor et al., 2005).

Para além do revestimento, também a carga superficial parece ter tido aqui um papel
fundamental na citotoxicidade dos seis tipos de NPs metéalicas em estudo. Regra geral,
as NPs com carga negativa sdo menos téxicas que as NPs com carga positiva. Isto
porque, as NPs carregadas positivamente tém maior afinidade para as membranas
celulares que séo carregadas negativamente. Assim sendo, tendo em conta que 0s trés
tipos de revestimentos (citrato, MUA e glucose) utilizados nos seis tipos de NPs tinham
carga negativa, avaliada pelo -potencial (Tabela 8), seria de esperar que estas NPs

revestidas ndo causassem citotoxicidade apreciavel.

A citotoxicidade também pode variar conforme o tipo de revestimento das NPs, pelo
que séo necessarios mais estudos sobre a caracterizacdo do revestimento da superficie
para melhorar a compreenséao das interacdes entre as NPs e as células. Por exemplo,

Enea et al., 2019 compararam os revestimentos de citrato e de MUA de AuNPs, e
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observaram uma maior citotoxicidade para o citrato quando comparado com o MUA. Tal
diferenca na toxicidade pode ser resultado de uma maior internalizacéo celular das NPs
com citrato. O citrato tem menor capacidade estabilizadora em relacdo ao MUA, pelo
que as NPs com citrato tém maior tendéncia para formar agregados, o que,
consequentemente, aumenta o contacto com a membrana celular (Enea et al., 2019).
Contudo, existem dados discrepantes a este nivel (Chhour et al., 2017; Naha et al.,
2015). Por exemplo, AuNPs revestidas com MUA foram internalizadas por trés linhas
celulares de mamiferos [fibroblastos humanos (células BJ5ta), células epiteliais do célon
humano (células C2BBel) e macréfagos de ratos (células J774A.1)] numa extensao
superior em relacdo as AuUNPs revestidas com citrato apds 24 h de incubacgéo (Naha et
al., 2015).

No ambito da indulstria agroalimentar, a escolha entre os varios tipos de
revestimentos de NPs, recaird sobre aqueles que demonstrarem ndo causar toxicidade.
Porém, como foi referido ao longo desta dissertacéo, o revestimento das NPs € apenas
um dos muitos fatores a ter em consideracdo na avaliagdo da seguranga das NPs para
aplicacdes agroalimentares. Portanto, qualquer comparacao entre resultados deve ser
realizada com ponderacéo antes de se tirarem conclusfes definitivas. A padronizacao
de protocolos de avaliagéo da citotoxicidade e de caracterizagéo fisico-quimica permitira
estabelecer testes toxicolégicos crediveis, resultados mais fidedignos e comparacoes

entre resultados mais fiaveis.
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Capitulo 4

Conclusoes e perspetivas
futuras
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Conclusodes e perspetivas futuras

Perante o que foi descrito nesta dissertacdo, € de salientar que a indUstria
agroalimentar tem beneficiado com a nanotecnologia, nomeadamente na maior eficacia
dos agroquimicos, na biodisponibilidade de nutrientes e na seguranca do material de
contacto com os alimentos. Pode-se, assim, assumir, que efetivamente a
nanotecnologia € algo promissor, e que daqui a uns anos pode trazer muitos mais
beneficios para toda a sociedade, e em particular para a indUstria agroalimentar.
Contudo, atualmente, ainda existem algumas duvidas quanto ao potencial risco para a
saude humana e para o meio ambiente, resultante da utilizacdo destes NMs, devido as
suas propriedades especificas, bem como, devido ao uso indiscriminado e ao aumento
da exposi¢cdo. Deste modo, a avaliagdo da seguranca dos NMs é da maior importancia
para que se desenvolva melhores aplicacdes e produtos baseados na nanotecnologia,

gue possam ser um projeto sustentavel e usado em larga escala.

Relativamente aos resultados preliminares obtidos da avaliacdo da citotoxicidade de
NMs com possivel aplicacdo na industria agroalimentar, estes indicam que as AuNPs
esféricas revestidas com citrato de tamanhos diferentes (12, 40 e 60 nm), as AuNPs
estreladas revestidas com MUA de 60 nm, as AgNPs estreladas revestidas com citrato
de 200 nm e as SeNPs esféricas revestidas com glucose com 300 nm, a concentracdes
inferiores a 0,0009 nM, ndo apresentam toxicidade para as células Caco-2, nas
condigbes experimentais descritas neste trabalho. Contudo, como sdo estudos
preliminares de citotoxicidade a biocompatibilidade das AuNPs, AgNPs e SeNPs
testadas para a linha celular Caco-2 tera de ser objeto de mais investigacdes. A andlise
comparativa entre estes resultados e estudos existentes na literatura foi dificultada
devido a variacdo de diferentes condigcbes experimentais e a variacdo simultanea de
diferentes propriedades fisico-quimicas (ex: tamanho, forma e revestimento). Assim
sendo, futuramente é necessario padronizar a metodologia de avaliagdo da
citotoxicidade e da caracterizacao fisico-quimica das NPs, ainda que adaptada para
cada tipo de NP em estudo, uma vez que, permitird estabelecer testes toxicolégicos

fidveis, obter resultados mais fidedignos e comparacdes entre resultados mais faceis.

Futuramente, para melhorar a metodologia existente de avaliagéo de risco dos NMs

devem ser abordadas as seguintes questodes:

+ Caracterizar de forma rigorosa as propriedades fisico-quimicas dos NMs, como
o estado de agregacéo e a area de superficie, e ndo apenas “size range” e o tamanho

médio das NPs.
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* Investigar a biocinética (especialmente ap0s exposicao oral) dos NMs, avaliar a
influéncia das propriedades fisico-quimicas dos NMs nos seus comportamentos a nivel
da ADME nos organismos Vivos e perceber até que ponto estes materiais conseguem
ultrapassar as barreiras biol6gicas como o TGI, a BHE, a placenta ou serem excretados

pelo leite materno.

* Considerar as interacbes dos NMs com a matriz alimentar, a microbiota
intestinal, o pH intestinal e com uma série de outras varidveis no organismo, por forma
a identificar possiveis mudancas nas propriedades dos NMs que, consequentemente,
podem alterar o perfil de ADME.

* Investigar mais aprofundadamente os mecanismos de toxicidade dos diferentes

tipos de NMs, nhomeadamente das AuNPs, das AgNPs e das SeNPs.

. Fazer estudos que avaliem a toxicidade sistémica dos NMs em modelos animais
expostos a doses que reflitam condicbes normais de exposicdo ambiental ou

ocupacional tanto agudas como crdénicas.

+ Estabelecer uma métrica de doses para facilitar a interpretacdo de estudos

cientificos (dose-efeito).
e Avaliar a migracdo dos NMs das embalagens para os alimentos.

+ Estudar as relacbes entre as propriedades fisico-quimicas dos NMs, com as
condigBes ambientais de transporte e armazenamento (ex: temperatura, radiagdo UV)

e com o pH/ polaridade dos alimentos.

* Avaliar ainfluéncia da concentracao e das propriedades fisico-quimicas dos NMs
no seu destino e comportamento ambiental, por forma a verificar se ocorre

bioacumulacdo dos NMs na cadeia alimentar.

+ Estabelecer arelacdo entre o destino, 0 comportamento, o tempo de persisténcia
no ambiente e o estado de estabilidade dos NMs, com as caracteristicas ambientais do

local onde foram libertados (ex: pH e salinidade).

As aplicacdes e os produtos baseados na nanotecnologia devem ser eficientes e
devem cumprir com 0s requisitos de seguranca alimentar (ex: retardar a oxidagao e
controlar o crescimento de microorganismos), com a qualidade do produto (ex: sabor e
aroma) e com a sustentabilidade. Espera-se que, quando aperfeicoadas e seguras do
ponto de vista da saiude humana e ambiental as aplicacdes nanotecnolégicas na

indUstria agroalimentar, sejam muito atrativas e usadas em larga escala.
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