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RESUMO 

 

 

As nanopartículas de prata (AgN) são nanoprodutos importantes uma vez que a 
prata exibe propriedades físicas, químicas e biológicas notadamente distintas. A 
prata tem sido utilizada há anos na medicina; ela possui propriedades antimicrobiais 
conhecidas e parece até mesmo prevenir a ligação do HIV com as células 
hospedeiras. Além disso, a prata tem sido utilizada na água e na filtração do ar para 
eliminar os microorganismos, e, mais recentemente, como um biocida para prevenir 
a infecção em queimados, ferimentos por trauma e úlceras diabéticas. Outros usos 
incluem o aquecimento de cateteres e outros utensílios médicos implantados sobre 
ou dentro do corpo. Em contato com o corpo humano, as nanopartículas podem 
precipitar um espectro de respostas tissulares tais como a geração de espécies 
reativas de oxigênio, diminuição da função da mitocôndria e até mesmo a morte 
celular. Creatina quinase (CK) desempenha um papel central no metabolismo de 
tecidos que consomem muita energia, tais como o cérebro, músculo esquelético e 
coração, funcionando como um efetivo sistema tampão dos níveis de ATP celular. 
Uma diminuição na atividade da CK pode alterar a homeostase energética, 
contribuindo para a morte celular. Mitocôndrias são organelas intracelulares que 
desempenham um papel crucial na produção ATP. No presente trabalho, objetiva-se 
avaliar o efeito in vitro da AgN sobre as atividades dos complexos da cadeia 
respiratória mitocondrial de cérebro, músculo esquelético, coração e fígado de ratos 
e atividade da CK de cérebro, coração e músculo esquelético de ratos. Nossos 
resultados demonstram que AgN (10, 25 e 50 mg L-1) diminui a atividade da cadeia 
respiratória mitocondrial complexos I, II, III e IV de todos os tecidos já na atividade 
da CK foram inibidos em cérebro e músculo esquelético, porém não em coração. Os 
tecidos com grandes necessidades energéticas, tais como o cérebro, músculo 
esquelético, coração e fígado, contêm grande número de mitocôndrias e são 
altamente suscetíveis à inibição do metabolismo energético aeróbico. Assim, 
especular que a toxicidade da AgN possa ser devido à inibição da cadeia respiratória 
mitocondrial como também sugerimos que a AgN inibiu a atividade da CK por meio 
da interação com grupos tiol da enzima. 
 
Palavras-chave: nanopartículas de prata; cadeia respiratória mitocondrial; creatina 
quinase; cérebro, músculo esquelético, coração, fígado. 
 



  

ABSTRACT 

 

 

Silver nanoparticles (AgN) are well-known nanoproducts whereas silver exhibits 
remarkably unusual physical, chemical and biological properties. In medicine, silver 
has been used for years; it has known antimicrobial properties and even has been 
shown to prevent HIV binding to host cells. In addition, silver has been used in water 
and air filtration for eliminating microorganisms, and, more recently, as a biocide to 
prevent infection in burns, traumatic injuries and diabetic ulcers. Other uses include 
catheter coating and other medical devices implanted on or within the body. In 
contact with the human body, nanoparticles can elicit a spectrum of tissue responses 
such as the generation of reactive oxygen species, decreased mitochondria function 
and even cell death. Functioning as an effective buffering system of cellular ATP 
levels, the creatine kinase (CK) plays an important role in metabolism of high-energy 
consuming tissues such as the brain, skeletal muscle and heart. One CK activity 
diminution may damage energy homeostasis, contributing to cell death. Mitochondria 
are intracellular organelles that play an important role in ATP production. In the 
present work, we evaluate the in vitro effect of AgN on the activities of mitochondrial 
respiratory chain complexes from the brain, skeletal muscle, heart and liver and 
brain, heart and skeletal muscle CK activity in rats. Our results demonstrate that AgN 
(10, 25 and 50 mg L-1) decreases the activity of mitochondrial respiratory chain 
complexes I, II, III and IV from all tissues while in the CK activity they were inhibited 
in brain and skeletal muscle, but not in heart. Tissues with large energy needs, such 
as the brain, skeletal muscle, heart and liver, contain large numbers of mitochondria 
and are highly susceptible to aerobic energy metabolism inhibition. Thus, we 
speculate that the AgN toxicity may be due to the mitochondrial respiratory chain 
inhibition as well as we suggest that the AgN inhibited CK activity through enzyme 
thiol group interactions.  
 
Key-Word: silver nanoparticles; mitochondrial respiratory chain; creatine kinase; 
brain, skeletal muscle, heart, liver.  
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1 INTRODUÇÃO  

A indústria farmacêutica vem se beneficiando com o uso de drogas e agentes 

diagnosticantes baseados em compostos inorgânicos (complexos de coordenação). 

Por isso, alguns grupos de pesquisa têm se dedicado à química sintética de 

complexos de metais de transição, visando, principalmente, avaliar e determinar o 

potencial terapêutico e ação biológica que estes compostos possuem (Beirith et al, 

1999; Seifriz et al, 1999).  

Complexos metálicos são usados comumente como medicamentos. O 

complexo de ouro K[Au(CN)2], por exemplo, foi introduzido na virada do século 

passado para o tratamento da tuberculose e logo após substituído pelos tiolatos de 

ouro (I), que foram usados no anos 30 para o tratamento da artrite reumatóide. 

Atualmente, várias formas de tiolatos de ouro (I), injetáveis ou orais, são utilizados 

clinicamente (Price e Sadler, 1996). 

Outro exemplo é o nitroprussiato de sódio, usado, especialmente, em 

emergências de crise hipertensiva (vasodilatação). É um complexo metálico que 

carrega o ligante reativo, o óxido nítrico (NO), ao seu sítio de ação (Stochel et al, 

1998). 

Nanopartículas de prata apresentam interessantes propriedades, incluindo ação 

antimicrobiana. Vem sendo incorporada em matérias-primas para fabricação de bens 

de consumo onde o efeito oligodinâmico seja desejado. Apesar do largo espectro de 

aplicações na moderna tecnologia (fabricação de fibras têxteis, produtos 

hospitalares, indústria alimentícia e higiene pessoal), há poucas informações 

referentes à saúde humana e implicações ambientais. Tem-se dado muita ênfase 
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nas aplicações em potencial, porém sem a devida preocupação com os possíveis 

efeitos tóxicos destes novos materiais em sistemas biológicos.   

Como materiais de dimensões nanométricas, podem atravessar membranas 

citoplasmáticas é fundamental estabelecer limites de segurança para sua 

manipulação e incorporação em matérias-primas. Além do efeito oligodinâmico, 

também é necessário determinar se tal material pode levar células a estresse 

oxidativo, interferir em processos bioquímicos vitais, interação com enzimas da 

cadeia respiratória, entre outros. A forma geometria e o tamanho das nanopartículas 

dependem do método de preparo, fazendo-se necessário estabelecer uma 

correlação entre a atividade biológica deste material e suas condições de preparo.  

Nanotecnologia envolve a criação e a manipulação de materiais em nanoescala, 

para criar produtos que exibem novas propriedades. Recentemente, nanomateriais 

tais como nanotubos, nanofios, fulerenos e pontos quânticos, têm recebido enorme 

atenção por criar novos tipos de ferramentas analíticas para biotecnologia e ciências 

da vida. Nanomateriais, cujas dimensões estão compreendidas na faixa de 1 a 

100nm, têm sido usados para criar dispositivos únicos numa escala nanométrica e 

apresentando novas propriedades funcionais físicas e químicas (Colvin, 2003; 

Oberdörster, 2004). 

Uma busca na base de dados do site “www.sciencedirect.com” empregando a 

palavra-chave “nanoparticles” retornou mais de 57807 artigos. Mais de 6000 artigos 

já estão disponíveis para 2009.  Contudo, quando esta busca é feita acrescentando-

se a palavra-chave “toxicity”, somente 1007 artigos são localizados.  

Estes números, por si só, expressam a relevância e necessidade de estudos 

complementares acerca deste tema. 
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Pesquisas em materiais antimicrobianos, contendo várias substâncias naturais e 

inorgânicas têm sido intensificadas, pois podem auxiliar na redução de 

contaminações por microrganismos como fungos, bactérias ou vírus (Kim et al,1998; 

Cho et al, 2005). 

 Nanopartículas metálicas (Me-NPs), que possuem uma elevada área superficial 

específica e uma alta fração de átomos superficiais, têm sido estudadas 

extensivamente devido às suas características físico-químicas únicas, incluindo 

atividade catalítica, propriedades ópticas, propriedades eletrônicas, atividade 

antimicrobiana e propriedades magnéticas (Kowshik et al, 2003; Souza et al, 2004; 

Duran et al, 2005). 

Contudo, efeitos adversos foram relatados por Hussain et al.(2005). Os autores 

relatam que a exposição de linhagem de células germinativas C18-4, células 

hepáticas BRL 3A e linhagem de células neuroendócrina PC-12 a Ag-NPs por 24 h 

resulta em aumento na degradação da LDH (lactato dehidrogenase) dependente da 

concentração, sugerindo significante citotoxicidade na faixa de concentração de 10 a 

50 µg/ml. Os mesmos autores relatam estudos biológicos (bioquímicos) de outros 

materiais nanoparticulados na função mitocondrial e em associação a estresse 

oxidativo decorrente da formação de ROS. Estudos conduzidos por Schubert et al. 

(2006) apontam que nanopartículas de óxido de cério (CeO2) e óxido de ítrio (Y2O3) 

podem ter propriedades antioxidantes que promovem a sobrevivência de células sob 

condições de estresse oxidativo. Estes resultados indicam perspectivas de aplicação  

terapêutica para estes  nanomateriais.  

Dentre os Me-NPs, nanopartículas de prata (AgN) tem mostrado efeitos 

inibitórios e bactericidas. Estudos recentes conduzidos em nosso grupo (Paula et al. 

2005) relatam a preparação e caracterização do terpolímero, poli-[trans-
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[RuCl2(vpy)4]-estireno-4-vinilpiridina} impregnado com nanopartículas de prata em 

meio aquoso.  Verificou-se que o nanocompósito, obtido pela incorporação de AgN a 

matriz polimérica, apresenta efeito bactericida para cepas de Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus em meio de cultura a base de Muller & Hynton. Um halo de 

inibição foi verificado em torno do polímero impregnado com AgN. O mesmo não foi 

observado para o polímero sem AgN.  

1.1 - Nanopartículas de prata 

Devido ao seu tamanho reduzido, nanopartículas de prata exibem 

propriedades que diferem das propriedades em escala macroscópica. Devido a 

essas novas propriedades têm-se intensificado estudos para a produção desses 

nanoparticulados. 

Uma das formas de obtenção das nanopartículas de prata é por meio da 

redução química de nitrato de prata usando NaBH4 como agente redutor em um 

sistema água em óleo de miscelas reversas, usando um surfactante como agente 

estabilizador. O NaBH4 é amplamente usado como agente redutor na síntese de 

nanopartículas de prata.  

Outra forma descrita por Zhao et al. (2006) é preparar as nanopartículas com 

ácido mercaptosulfônico como estabilizador, fazendo com que fiquem carregadas 

negativamente em solução aquosa. Com isso, produziu-se nanopartículas esféricas 

estáveis, com diâmetro de aproximadamente 8nm. Essas nanopartículas foram 

utilizadas para a produção de filmes multicamadas com um policátion. 

Mayer et al. (2004) investigaram um novo tipo de material nanocompósito 

baseado em nanopartículas de prata e complexos de rutênio.  



 15
 

1.1.1 - Propriedades antimicrobianas de nanocompósitos empregando AgN  

 

A prata tem uma ação bactericida conhecida há muito tempo, sendo eficaz na 

destruição de mais de 650 organismos patogênicos. Acredita-se que os metais 

pesados liberam os íons que reagem com os grupos tióis (-SH) das proteínas da 

superfície. Tais proteínas projetam-se através da membrana celular bacteriana, 

permitindo o transporte dos nutrientes através da parede celular. Os íons 

monovalente de prata (Ag+) substituem o cátion hidrogênio (H+) ou grupos tióis, 

inativando a proteína e, assim, diminuindo a permeabilidade da membrana, que pode 

causar eventualmente a morte celular. (Clemente, Jarrett 1994; Feng et al, 2000). 

A reação da prata monovalente com grupos -SH produz grupos (-S-Ag) muito 

mais estáveis na superfície bacteriana da célula. Um estudo mostra que somente na 

superfície da célula contendo grupos -SH foram afetados pela prata, constatando 

uma ausência de prata no interior da célula bacteriana (Davies e Etyris, 1997). Isto 

poderia explicar porque somente as bactérias e os vírus são afetados pelos íons Ag+ 

ao contrário das células que fazem parte da classe dos mamíferos, não 

apresentarem grupos (-SH) exteriores, ou na superfície. Segundo estes estudos, os 

íons prata não são capazes de permear através das membranas celulares e então 

reagem com enzimas contendo grupos SH, tornando a toxidade da prata 

relativamente baixa aos seres humanos e aos animais.  

 

1.1.2 - Toxicologia e nanomateriais 

 

Apesar da ampla variedade de aplicações que estão sendo desenvolvidas e 

investigadas para materiais com nanopartículas de prata, muito pouco é sabido a 
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respeito dos efeitos das nanopartículas de prata no ambiente e na saúde humana em 

geral.  

A prata coloidal foi removida oficialmente da Farmacopéia dos Estados Unidos 

em 1975, quando se descobriu que o uso em longo prazo das preparações de prata 

levaria a uma doença conhecida como Argyria; uma condição que torna a pele com a 

coloração acinzentada, causada pelo depósito de sais de prata na epiderme e nos 

órgãos internos. (Fung, Bowen 1996; Wadhera, Fung 2005). 

A maioria dos pesquisadores acredita que os íons e as nanopartículas de 

prata não causam nenhum efeito tóxico nos animais pelo fato das células animais 

não possuírem grupos tióis exteriores e, portanto, não há interação com a prata. 

Braydich-Stolle et al., do Departamento de Biologia da Universidade de Dayton 

(Dayton, Ohio), investigaram o efeito da prata em gametócitos, ou células adultas 

(Braydich-Stoller et al, 2005).  Os resultados destes estudos indicaram que a 

sensibilidade das células adultas do C18-4 germline foi bastante sensível as 

nanopartículas de prata do que outras linhas celulares geralmente usadas em 

estudos de toxicidade (Braydich-Stoller et al, 2005). 

Nanopartículas de prata com 15nm de diâmetro são capazes de reduzir 

drasticamente a função das mitocôndrias, que são responsáveis em converter 

nutrientes em energia em forma de ATP. O estudo sugeriu que a prata 

nanoparticulada poderia ser tóxica para ossos e outros tecidos que poderiam estar 

em contato direto com dispositivos médicos implantados. Os autores compararam a 

citotoxidade das nanopartículas de prata no germline da célula adulta com metais 

nanopartículados, como o cádmio, o alumínio, e o molibdênio, concluindo que a prata 

era de maneira surpreendente mais tóxica aos gametócitos do que os outros metais, 

inclusive as nanopartículas do cádmio (Braydich-Stoller et al, 2005). 
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1.2 - Metabolismo Energético 

1.2.1 – Histórico 

 

Em 1937, Hans Krebs propôs uma série de reações do metabolismo 

intermediário de carboidratos. Atualmente, o ciclo proposto por Krebs leva o seu 

nome. O ciclo de Krebs, ou ciclo do ácido cítrico, é a via final comum para a oxidação 

das moléculas alimentares, servindo também como fonte de precursores para 

biossínteses (Stryer et al, 2004). 

Há aproximadamente meio século, Kennedy e Lehninger descobriram que as 

mitocôndrias contêm as enzimas do ciclo de Krebs e as enzimas de oxidação dos 

ácidos graxos, além dos complexos respiratórios. As mitocôndrias são chamadas de 

“casa de força” da célula, pois é dentro destas organelas que ocorre a maior parte da 

captura de energia formada a partir da oxidação respiratória (Stryer et al, 2004). 

Alguns anos depois, por meio de microscopia eletrônica, descobriu-se que a 

mitocôndria apresenta duas membranas, uma externa e uma interna. Em 1961, Peter 

Mitchell propôs a teoria quimiosmótica, sugerindo que o transporte de elétrons e a 

síntese de ATP estão acoplados a um gradiente de prótons na membrana 

mitocondrial interna. Mitchell sugeriu que bombas de prótons criariam esse gradiente 

de elétrons, que seria a força motriz para a síntese de ATP. 

 

1.2.2 - Destinos da Glicose e Ciclo de Krebs 

 

Os seres vivos precisam de energia para realizar várias funções, como, por 

exemplo, o transporte ativo de íons e moléculas, síntese de macromoléculas e outras 
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biomoléculas a partir de precursores simples e para a contração muscular. A energia 

necessária para realizar essas funções é obtida com a oxidação de substâncias pela 

respiração celular. O ATP é o principal combustível da célula na maioria dos 

processos que precisam de energia. A energia é liberada pela hidrólise de ATP e 

serve para impulsionar uma série de reações (Nelson e Cox, 2000). 

A glicose é a principal fonte de energia utilizada pela maioria das células e 

ocupa uma posição central no metabolismo. A glicose é transportada para dentro das 

células por proteínas transportadoras específicas. Ao entrar na célula, a glicose pode 

ser metabolizada em diferentes rotas metabólicas. A principal via de degradação da 

glicose é a glicólise, uma rota que envolve uma seqüência de reações que ocorre no 

citosol e forma como produto final o piruvato. Uma molécula de glicose gera duas 

moléculas de piruvato e de ATP. Além disso, a glicose pode participar do ciclo das 

pentoses, que tem como objetivo formar NADPH, um doador de elétrons de 

fundamental importância em biossínteses redutoras, e ribose-5-fosfato, precursor na 

biossíntese de nucleotídios. Quando a célula está com elevados níveis de ATP, a 

glicose pode ser armazenada na forma de glicogênio, que pode ser liberado e 

utilizado rapidamente se a célula necessitar de energia, ou formar triacilglicerol (Clark 

et al, 1993; Marks et al, 1996; Nelson e Cox, 2000). 

Em organismos superiores, o piruvato, formado na glicólise a partir de glicose, 

pode seguir duas rotas metabólicas distintas. Quando há baixa quantidade de 

oxigênio, como no trabalho muscular forçado ou na hipóxia, o piruvato pode ser 

convertido em lactato pela enzima lactato desidrogenase, formando ATP e 

consumindo NADH. No entanto, só uma pequena quantidade da energia da glicose é 

liberada pela conversão de piruvato a lactato (Marks et al, 1996; Nelson e Cox, 

2000). 
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Em condições aeróbicas, o piruvato é transportado para dentro da mitocôndria e 

sofre ação do complexo enzimático da piruvato desidrogenase, que forma acetil 

coenzima A (acetil-CoA). A acetil-CoA inicia o ciclo de Krebs. É importante salientar 

que a acetil-CoA pode ser formada também pela oxidação de ácidos graxos e 

aminoácidos (Clark et al, 1993; Marks et al, 1996; Nelson e Cox, 2000). 

O ciclo de Krebs ocorre na matriz mitocondrial e consiste de uma seqüência de 

reações onde, em cada volta do ciclo, são formadas três moléculas de NADH, uma 

de FADH2, duas de CO2 e uma de GTP. O NADH e FADH2 produzidos no ciclo de 

Krebs são carreadores de elétrons e são utilizados na cadeia respiratória para a 

produção de ATP na fosforilação oxidativa (Marks et al, 1996; Nelson e Cox, 2000). 

Altos níveis de ATP inibem o ciclo de Krebs por mecanismos complementares em 

vários locais do ciclo. Um dos pontos de controle é a conversão de piruvato a acetil-

CoA pela enzima piruvato desidrogenase, inibida por ATP, acetil-CoA e NADH 

(Williamson  Cooper, 1980). 

 

1.2.3 - Cadeia Respiratória 

 

A cadeia respiratória e a fosforilação oxidativa, assim como o ciclo de Krebs, 

ocorrem nas mitocôndrias. A cadeia respiratória é formada por uma série de 

complexos protéicos, onde ocorre a transferência de elétrons doados por NADH e 

FADH2. A transferência de elétrons pela cadeia respiratória leva ao bombeamento de 

prótons da matriz para o lado citosólico da membrana mitocondrial interna. O 

gradiente de prótons é usado para impulsionar a síntese de ATP (Erecinska e 

Dagani, 1990; Heales et al, 1999; Wallace, 1999; Nelson e Cox, 2000). 
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A cadeia respiratória é composta de quatro complexos (I, II, III e IV). O 

complexo I, também chamado de NADH: ubiquinona oxirredutase, realiza a 

transferência de elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. Essa 

reação faz com que dois prótons sejam bombeados para o espaço intermembrana. O 

complexo II, também denominado de succinato: ubiquinona oxirredutase, é formado 

pela enzima succinato desidrogenase (SDH) e três subunidades hidrofóbicas. Esse 

complexo participa do ciclo de Krebs e transfere elétrons do succinato para a 

ubiquinona e também forma ubiquinol. O complexo III, ou citocromo c oxirredutase, 

transfere elétrons do ubiquinol para o citocromo c, reação que serve para o 

bombeamento de mais quatro prótons. O complexo IV, mais conhecido como 

citocromo c oxidase, transfere elétrons do citocromo c para o oxigênio e forma água. 

Nessa etapa os últimos dois prótons são bombeados (Wallace, 1999; Voet e Voet, 

2002). 

O gradiente eletroquímico formado pelo bombeamento de prótons durante a 

cadeia respiratória mitocondrial é utilizado como força-motriz para o complexo V, ou 

ATP sintase, formar ATP (fosforilação oxidativa). O ATP é transportado para fora da 

mitocôndria com o concomitante transporte de ADP para dentro da mitocôndria, 

através de um sistema antiporte (Heales et al, 1999; Wallace, 1999; Nelson e Cox, 

2000; Voet e Voet, 2002). 

 

1.2.4 - Creatina Quinase 

 

A creatina quinase consiste de um grupo de isoenzimas com um papel central 

no metabolismo energético, principalmente para tecidos com alta demanda 

energética, como cérebro, músculo cardíaco e esquelético, onde funciona como um 
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efetivo sistema de tampão para os níveis celulares de ATP. A creatina quinase 

catalisa a transfosforilação reversível entre ATP e creatina a ADP e fosfocreatina 

[MgATP- + creatina ↔ (fosfocreatina)- + MgADP- + H+], ajudando a manter os níveis 

dos substratos fosforilados. Sabe-se que durante a excitação nervosa e 

neuromuscular ocorre um aumento de dez vezes no turnover celular de ATP e, que 

durante essas mudanças rápidas, o sistema creatina/fosfocreatina é necessário tanto 

como um tampão energético quanto como um sistema de transporte entre os locais 

de produção e consumo de ATP pelas ATPases para evitar grandes flutuações nos 

níveis de ATP/ADP celulares nesses tecidos excitáveis (Bessman e Carpenter, 1985; 

Wallimann et al, 1992). 

As isoformas da creatina quinase estão localizadas em sítios de demanda e 

produção energética. A isoforma citosólica (CK-CI) consiste de dímeros e é expressa 

de uma maneira tecido específica, isto é, cérebro-específica (CK-BB), músculo 

esquelético-específica (CK-MM) e um heterodímero músculo cardíaco-específico 

(CK-MB) (Wallimann et al, 1992; Hamman et al, 1995; O’Gorman et al, 1996).  

Devido à sua localização próxima a sítios onde se dá a geração de energia e 

transporte de íons através de membranas, o sistema CK/fosfocreatina desempenha 

um papel fundamental na homeostase energética neuromuscular. Assim, é 

presumível que alterações na função da creatina quinase levem ao desenvolvimento 

de vários estados patológicos envolvendo o cérebro, músculo esquelético e músculo 

cardíaco (Hamman et al, 1995; Aksenov et al, 1999). 

 

1.2.5 - Implicações das Disfunções Metabólicas para as Células 
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Deficiências no funcionamento normal da cadeia respiratória mitocondrial levam 

à diminuição da síntese de ATP (Heales et al, 1999). Sabe-se, também, que o dano 

causado à mitocôndria leva a uma rápida queda na produção de energia e morte 

celular (Ankarcrona et al, 1995). A diminuição do metabolismo energético cerebral 

também pode levar à apoptose (Heales et al, 1999). A redução de produção de 

energia no cérebro também pode comprometer a síntese de neurotransmissores 

(acetilcolina, glutamato, aspartato e GABA) e lipídios nesse tecido e pode, por isso, 

também levar a dano neuronal (Di Donato, 2000). A redução do metabolismo 

energético também pode diminuir a captação de glutamato pelos astrócitos e pelos 

neurônios, causando acúmulo excessivo de glutamato na fenda sináptica, que pode 

levar à morte neuronal (Henneberry et al, 1989; Ludolph et al, 1993). 

A diminuição no metabolismo energético cerebral parece estar associada com 

algumas doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington, isquemia cerebral e esclerose amiotrófica lateral (Brennan et al, 1985; 

Beal, 1992; Heales et al, 1999; Blass, 2001; Schurr, 2002). Acredita-se que a 

diminuição do metabolismo energético cerebral está envolvida na gênese de danos 

neurológicos dessas doenças (Beal, 1992). Além disso, a diminuição do metabolismo 

energético no cérebro parece estar envolvida com alguns Erros Inatos do 

Metabolismo (EIM), como a fenilcetonúria (Rech et al, 2002), acidemia metilmalônica 

(Wajner et al, 1992) e hiperargininemia experimental em ratos (Delwing et al, 2003). 

Tendo em vista o amplo espectro de aplicações potenciais para materiais 

nanoparticulados, em especial nanoprata, neste estudo avaliou-se o efeito in vitro 

desta sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratória celular e enzima CK 

nas seguintes estruturas: cérebro, coração e músculo esquelético e figado de ratos. 
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2 - OBJETIVOS 

 

2.1 - GERAL 

 

-Avaliar os efeitos in vitro das AgN sobre a cadeia respiratória celular e creatina 

quinase.  

 

2.2 - ESPECÍFICOS: 

 

-Avaliar o efeito agudo in vitro de nanopartículas de prata sobre a atividade da cadeia 

respiratória celular em músculo esquelético, cardíaco, cérebro e fígado de ratos. 

-Avaliar o efeito agudo in vitro de nanopartículas de prata sobre a atividade da 

creatina quinase em músculo esquelético, cardíaco, cérebro de ratos. 
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In vitro effect of silver nanoparticles on creatine kinase 

activity 

 

 

One of the most prominent nanoproducts is the silver nanoparticle (AgN), since silver 

ions exhibit remarkably unusual physical, chemical and biological properties. 

Creatine kinase (CK) plays a central role in metabolism of high-energy consuming 

tissues such as brain, skeletal muscle and heart, where it functions as an effective 

buffering system of cellular ATP levels. A diminution of CK activity may impair energy 

homeostasis, contributing to cell death. In the present work we studied the in vitro 

effect of AgN on the activity of CK from rat brain, heart and skeletal muscle. Our 

results demonstrated that AgN (10, 25 and 50 mg L-1) in vitro inhibited CK from brain 

and skeletal muscle, but not from heart. Several works showed that AgN cytotoxic 

effects probably involve interaction between silver ions and sulphydryl groups of 

proteins. We suggest that AgN inhibited CK activity through interactions with thiol 

groups of the enzyme.   

 

Keywords: silver nanoparticles, creatine kinase, brain, heart, skeletal muscle 
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Introduction 
 

Medicinal inorganic chemistry is a discipline of growing significance in both 

therapeutic and diagnostic medicine. Inorganic compounds have been used in 

medicine in an empirical way with little attempt to design the compounds to be used. 

The design of new biologically actives compounds involves the control of toxicity and 

the target of the metal to specific tissues, organs, or cells.1 The current array of 

successful metallopharmaceuticals includes platinum anticancer drugs, radio 

diagnostic agents and others.2 Thus, biomedical inorganic chemistry offers the 

potential for the design of novel therapeutic and diagnostic agents and for the 

treatment and understanding of diseases.3 

Nanotechnology involves the creation and manipulation of materials at 

nanoscale levels and is a promising field for generating new applications in 

medicine.4-8 One of the most prominent nanoproducts are silver nanoparticles (AgN), 

since silver exhibits remarkably unusual physical, chemical and biological properties.9 

Silver has been known in antiquity to be an antibacterial agent and was used in 

colloidal form in ointments in the end of the 19th century. Still, the strong antimicrobial 

activity is a major direction for development of AgN products,10,11 including 

contraceptive devices, surgical instruments and bone protheses, all coated with 

AgN.12 

 In contact with human body, nanoparticles can undergo a series of processes 

like binding and reacting with proteins, phagocytosis, deposition, clearance and 

translocation. Moreover, nanoparticles can elicit a spectrum of tissue responses such 

as cell activation, generation of reactive oxygen species (ROS) and cell death.13-15 It 

was recently demonstrated that several cell lines exposed to AgN presented 

decreased function of mitochondria.14,16,17 However, the mechanisms underlying this 
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effect are not elucidated yet, but probably involve interaction between silver ions and 

sulphydryl groups of proteins.  

Creatine kinase (CK; E.C. 2.7.3.2) plays a central role in metabolism of high-energy 

consuming tissues such as brain, skeletal muscle and heart, where it functions as an 

effective buffering system of cellular adenosine triphosphate (ATP) levels. The 

enzyme catalyzes the reversible transfer of the phosphoryl group from 

phosphocreatine to adenosine diphosphate (ADP), regenerating ATP. It is believed 

that during excitation a 10-fold increase of cellular turnover occurs, and that during 

these rapids changes the creatine/phosphocreatine/CK system is necessary as an 

energy buffering system to avoid large fluctuations of cellular ATP/ADP levels in 

excitable tissues.18-20 It is also known that a diminution of CK activity may potentially 

impair energy homeostasis, contributing to cell death.21-25 

In this article we evaluated the in vitro effect of AgN on CK activity from brain, heart 

and skeletal muscle of rats. 

 
 

Experimental 

 

Synthesis of silver nanoparticles (AgN) in aqueous media 

 

AgN was synthesized through a 0.01 mol L-1 equimolar solution of AgNO3 and 

sodium citrate; NaBH4 in ultra pure water was then added and the final solution was 

kept under vigorous stirring for 30 min. This solution acquired a yellow-gray turbid 

aspect after the addition of NaBH4 and a colloidal suspension was formed.26,27 

Animals 
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  Adult and male Wistar rats (250-300 g) were obtained from Central Animal 

House of Universidade do Extremo Sul Catarinense. They were caged in group of 5 

with free access to food and water and were maintained on a 12-h light-dark cycle 

(lights on 7:00 am), at a temperature of 23⁰C  1⁰C. 

 

Tissue and homogenate preparation 

 

  Brain, heart and skeletal muscle (quadriceps) were homogenized (1:10, m/v) 

in buffer, pH 7.4 (250 mmol L-1 sucrose, 2 mmol L-1 EDTA, 10 mmol L-1 Trizma base, 

50 IU mL-1 heparin). The homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min and 

the supernatants were separated. AgN was suspended in buffer and added to the 

incubation medium to final concentrations ranging from 10 to 50 mg/L and incubated 

at 37°C for 1 h. The activity of CK was then measured. Protein content was 

determined by the method described by Lowry and colleagues (1951)28 using bovine 

serum albumin as standard. 

 

Creatine kinase (CK) activity assay 

 

  CK activity was measured in brain homogenates pre-treated with 0.625 mmol 

L-1 lauryl maltoside. The reaction mixture consisted of 60 mmol L-1 Tris-HCl, pH 7.5, 

containing 7 mmol L-1 phosphocreatine, 9 mmol L-1 MgSO4 and approximately 0.4–

1.2 µg protein in a final volume of 100 µL. After 15 min of pre-incubation at 37oC, the 

reaction was started by the addition of 0.3 µmol of ADP plus 0.08 µmol of reduced 

glutathione. The reaction was stopped after 10 min by the addition of 1 µmol of p-

hydroxymercuribenzoic acid. The creatine formed was estimated according to the 
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colorimetric method of Hughes (1962). 29 The color was developed by the addition of 

100 µL 2% α-naphtol and 100 µL 0.05% diacetyl in a final volume of 1 mL and read 

spectrophotometrically after 20 min at 540 nm. Results were expressed as units/min 

x mg protein. 

 

Statistical analysis 

 

  Data were analyzed by one-way analysis of variance followed by the Tukey 

test when F was significant. All analyses were performed using the Statistical 

Package for the Social Science (SPSS) software. Differences were considered 

significant when p<0.05. 

 

Results 

 

 The UV-visible absorption spectrum of AgN in aqueous medium is displayed in 

Figure 1. A strong absorption peak at approximately 388 nm originates from the 

surface plasmon resonance absorption of AgN particles. The good symmetric 

absorption peak implies that the size distribution of the nanoparticles is narrow. The 

absorption spectrum of an aqueous solution of the nanoparticles can be visualized on 

Figure 1, which reveals a single band with maximum absorption at 388 nm that 

corresponds to the surface plasmon resonance band of spherical silver particles.30,31 

Transmission electron microscopy (TEM) image of colloidal AgN revealed the 

presence of nearly spherical particles with diameters ranging from 5 to 45 nm and 

corroborates with data shown on recent publication (Figure 2).32 From the analysis of 

TEM micrographs it was selected the diameter of 600 randomly selected particles in 
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enlarged TEM images with resulted in the particle size distribution histogram shown 

in Figure 2. The size distribution was found to be well described by a lognormal 

distribution function from which we obtained the media particles diameter of 19.7 nm 

and the distribution width of 0.48. A log normal distribution is widely used for 

describing the polydispersity of very small particles, where the lower metallic particle 

size is usually more difficult to measure and shows some aggregation and 

corroborates with data show on recent publication.32 

  

Figure 3 shows the in vitro effect of AgN on CK activity. As seen in Figure 3A, brain 

CK was significantly inhibited (35-40%) by 10, 25 and 50 mg L-1 AgN. Figure 3B 

shows that skeletal muscle CK activity was also inhibited (35-55%) by 10, 25 and 50 

mg L-1 AgN. On the other hand, heart CK activity was not affected (Figure 3C). 

 

Discussion 

 

CK is important for normal energy homeostasis by exerting several integrated 

functions, such as temporary energy buffering, metabolic capacity, energy transfer 

and metabolic control. The brain, heart and skeletal muscle are tissues with high and 

variable rates of ATP metabolism, have high phosphocreatine levels and CK 

activity.18-20 In the present work we demonstrated that CK from brain and skeletal 

muscle, but not from heart, was inhibited in vitro by AgN (10, 25 and 50 mg L-1).  

The CK molecule presents many cysteine residues in its structure.18-20 

Sulphydryl groups of the enzyme can be a target for oxidation by nitric oxide and 

other free radicals leading to CK activity inhibition.33 Almofti and colleagues (2003)34 

suggest that AgN seems to perturb mitochondria through interactions with thiol 
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groups of the mitochondrial inner membrane. Several works also showed that AgN 

exert their antimicrobial effects through the interaction with proteins thiol groups.35-37 

These works suggest that AgN may interact with proteins and enzymes with thiol 

groups within mammalian cells.38 Taking together these evidences and our present 

findings, it is tempting to speculate that AgN inhibited CK activity through interactions 

with thiol groups of the enzyme. The reason for specific inhibitory effect on brain and 

skeletal muscle CK are still not known. Most intriguing is the fact of that the structure 

of CK in brain, skeletal muscle and heart is very similar (number of thiol groups).20 

Our present findings are in accordance to other studies, which demonstrated 

impairment of metabolism caused by AgN.39,40 Mitochondria seem to be sensitive 

target of toxic effects of AgN. Besides metabolism impairment, it has been suggested 

that oxidative stress might also mediate the cytotoxicity of AgN.39,40 AgN may deplete 

antioxidant defense mechanism, which leads to oxidative stress. Damage to cell 

membranes appears to be another part of AgN mechanism of cytotoxicity that 

precedes mitochondrial perturbation,38 since thiol-group containing proteins are 

abundant in the cell membrane. Evidence from the literature suggests that 

nanoparticles do not possess unique toxicity mechanisms. 

Some studies have demonstrated the role of CK in normal muscle and brain 

function, tissues that are more susceptible to reduction of energy metabolism. We 

have recently showed that CK is inhibited in animal models of neuropsychiatry 

disorders, such as bipolar disorder41 and after electroconvulsive shock.42 Moreover, it 

has been widely shown that a decrease in CK activity is associated with a 

neurodegenerative pathway that results in neuronal loss.21-25 In skeletal muscle, CK 

is essential to maintain a high concentration of ATP, adequate to maintain ionic 

gradients and perform the cellular mechanical work.43 Inhibition of CK activity in 
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skeletal muscle has been shown to lead to significant contractile abnormalities, as 

well as alterations in muscle cell size, tubular aggregates of sarcoplasmic reticulum 

membranes, mitochondrial volume and size and also of glycolytic capacity.44,45 

  

Conclusions 

 

In this work, we demonstrated that AgN inhibited brain and skeletal muscle CK 

in vitro. On the other hand, heart CK was not affected in vitro by AgN. Further studies 

are important to evaluate whether other enzymes involved in metabolism are also 

affected by AgN. Moreover, the in vivo effect of AgN on energy metabolism is also 

being evaluated. 
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Figure captions 

 

Figure 1. UV-visible spectrum of silver nanoparticles (AgN) in aqueous medium. 

 

Figure 2. Transmission electron microscopy (TEM) image of silver nanoparticles 

(AgN) synthesized in aqueous media. 

 

Figure 3. In vitro effect of silver nanoparticles (AgN) on creatine kinase (CK) activity 

in brain (A), skeletal muscle (B) and heart (C) of rats. Values are expressed as mean 

 S.D., for five independent experiments performed in duplicate. 

Different from control; *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey). 
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Abstract 

 

 

Silver nanoparticles (AgN) are prominent nanoproducts because silver exhibits 

remarkably unusual physical, chemical and biological properties. Silver has been 

used for years in medicine; it has known antimicrobial properties and even has been 

shown to prevent HIV binding to host cells. Additionally, silver has been used in water 

and air filtration to eliminate microorganisms, and, more recently, as a biocide to 

prevent infection in burns, traumatic wounds and diabetic ulcers. Other uses include 

coating of catheters and other medical devices implanted on or within the body. In 

contact with the human body, nanoparticles can elicit a spectrum of tissue responses 

such as the generation of reactive oxygen species, decreased function of 

mitochondria and even cell death. Mitochondria are intracellular organelles that play 

a crucial role in ATP production. In the present work, we evaluate the in vitro effect of 

AgN on the activities of mitochondrial respiratory chain complexes from the brain, 

skeletal muscle, heart and liver of rats. Our results demonstrate that AgN (10, 25 and 

50 mg L-1) decreases the activity of mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III 

and IV from all tissues. Tissues with large energy needs, such as the brain, skeletal 

muscle, heart and liver, contain large numbers of mitochondria and are highly 

susceptible to inhibition of the aerobic energy metabolism. Thus, we speculate that 

the toxicity of AgN may be due to inhibition of the mitochondrial respiratory chain. 

 

Keywords: silver nanoparticles; mitochondrial respiratory chain; brain; skeletal 

muscle; heart; liver. 
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1.Introduction 
 
 

Over the past few decades, inorganic nanoparticles, whose structures exhibit 

significantly novel and distinct physical, chemical, and biological properties, have 

elicited much interest because of their potential for biological and pharmaceutical 

applications [1-5]. One example of these, silver nanoparticles (AgN) [6] are generally 

smaller than 100 nm and contain 20-15,000 silver atoms [7].  

Silver has been used for years in medicine; it has known antimicrobial 

properties and even has been shown to prevent HIV binding to host cells [8-10]. The 

resurgence in the use of silver-based antiseptic materials may be linked to silver’s 

broad-spectrum activity and far lower propensity to induce microbial resistance than 

antibiotics [11]. Additionally, silver has been used in water and air filtration to 

eliminate microorganisms, and, more recently, as a biocide to prevent infection in 

burns, traumatic wounds and diabetic ulcers [12,13]. Other uses include coating of 

catheters and other medical devices implanted on or within the body [14].  

 In contact with the human body, nanoparticles can elicit a spectrum of tissue 

responses ranging from cell activation or generation of reactive oxygen species 

(ROS) to cell death [15-17]. It was recently demonstrated that exposure of several 

cell lineages to AgN causes decreased function of the mitochondria [15,18,19], which 

are intracellular organelles that play a crucial role in adenosine triphosphate (ATP) 

production [20]. Most cellular energy is obtained through oxidative phosphorylation, a 

process requiring the action of a set of respiratory enzyme complexes located in a 

special structure of the inner mitochondrial membrane called the mitochondrial 

respiratory chain [21]. Several studies have demonstrated that abnormalities in 

energy metabolism lead to cellular degeneration [20]. We have also recently 

demonstrated that AgN in vitro inhibits creatine kinase, an enzyme that plays a 
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central role in the metabolism of high-energy-consuming tissues such as brain, 

skeletal muscle and heart, where it buffers cellular ATP levels [22-26]. 

Thus, based on the hypothesis that exposure of cells to AgN may impair 

metabolism, we evaluated the in vitro effect of AgN on the activities of mitochondrial 

respiratory chain complexes from brain, skeletal muscle, heart and liver tissues of 

rats. 

 
2. Materials and Methods 

2.1. Synthesis of AgN in aqueous media: AgN was synthesized by adding NaBH4 in 

ultra pure water to a 0.01 mol L-1 equimolar solution of AgNO3 and sodium citrate and 

stirring vigorously for 30 min. The solution acquired a yellow-gray turbid aspect and a 

colloidal suspension was formed [27,28]. 

 
2.2. Animals:  Adult male Wistar rats (250-300 g) were obtained from the Central 

Animal House of Universidade do Extremo Sul Catarinense. They were caged in 

groups of five with free access to food and water and were maintained on a 12-h 

light-dark cycle (lights on 7:00 am), at a temperature of 23⁰C  1⁰C. 

 

2.3. Tissue and homogenate preparation: Brain, skeletal muscle (quadriceps), 

heart and liver were homogenized (1:10, m/v) in buffer, pH 7.4 (250 mmol L-1 

sucrose, 2 mmol L-1 EDTA, 10 mmol L-1 Trizma base, 50 IU mL-1 heparin). The 

homogenates were centrifuged at 800 x g for 10 min and the supernatants were 

removed. AgN particles were suspended in buffer, added to the supernatants to final 

concentrations ranging from 10 to 50 mg/L, and incubated at 37⁰C for 1 h. The 

activities of mitochondrial respiratory chain complexes (complexes I, II, III and IV) 
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were then measured. Protein content was determined by the method described by 

Lowry and colleagues [29] using bovine serum albumin as the standard. 

 

2.4. Activities of mitochondrial respiratory chain enzymes: The samples were 

frozen and thawed in hypotonic assay buffer three times to fully expose the enzymes 

to substrates and achieve maximal activities. NADH dehydrogenase (complex I) was 

evaluated according to the method described by Cassina and Radi [30] by the rate of 

NADH-dependent ferricyanide reduction at 420 nm. The activities of succinate:DCIP 

oxidoreductase (complex II) and succinate:cytochrome c oxidoreductase (complex III) 

were determined according to the methods of Fischer and colleagues [31]. Complex 

II activity was measured by following the decrease in absorbance at 600 nm due to 

the reduction of 2,6-DCIP. Complex III activity was measured by cytochrome c 

reduction by succinate. The activity of cytochrome c oxidase (complex IV) was 

assayed according to the method described by Rustin and colleagues [32], measured 

by following the decrease in absorbance at 550 nm due to the oxidation of 

previously-reduced cytochrome c. The activities of the mitochondrial respiratory chain 

complexes were expressed as nmol/min.mg protein. 

 

2.5. Statistical analysis: Data were analyzed by one-way analysis of variance 

followed by the Tukey test when F was significant. All analyses were performed using 

the Statistical Package for the Social Science (SPSS) software. Differences were 

considered significant when p<0.05. 
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3. Results 

 In agreement with a previous report [26], the UV-visible absorption spectrum 

of AgN in aqueous medium showed a strong, symmetric peak at approximately 388 

nm originating from surface plasmon resonance, which implied that the size 

distribution of the nanoparticles was narrow. A transmission electron microscopy 

image of colloidal AgN revealed the presence of nearly spherical particles with 

diameters ranging from 5 to 45 nm (results not shown). 

The present work shows the in vitro effects of AgN on the activities of 

mitochondrial respiratory chain enzymes in the brain, skeletal muscle, heart and liver 

tissues of rats. We verified that complexes I and III from brain tissue were inhibited by 

10, 25 and 50 mg L-1 AgN (Figure 1), and showed that complexes I, II, III and IV from 

liver tissue were inhibited by 10, 25 and 50 mg L-1 AgN (Figure 2). This work also 

showed that for heart tissue, complex I was inhibited by 50 mg L-1 AgN, complex II 

was inhibited by 25 and 50 mg L-1 AgN and complexes III and IV were inhibited by 

10, 25 and 50 mg L-1 AgN (Figure 3). Finally, we showed that the complexes I, II, III 

and IV from skeletal muscle tissue were inhibited by 25 and 50 mg L-1 AgN (Figure 

4). 

 

4. Discussion 

 In contact with the human body, nanoparticles can undergo a series of 

processes such as binding and reacting with proteins, phagocytosis, deposition, 

clearance and translocation. Moreover, nanoparticles can elicit a spectrum of tissue 

responses including cell activation, generation of ROS and cell death [15-17]. It was 

recently demonstrated that mitochondrial function decreased in several cell lines 

exposed to AgN [17-19]. 
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 Here we observed that AgN (10, 25 and 50 mg L-1) decreased the in vitro 

activities of the mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III and IV in the brain, 

skeletal muscle, heart and liver tissues of rats. The actions of these complexes within 

the mitochondrial respiratory chain [21] are required for oxidative phosphorylation, 

the major ATP-producing pathway that supplies more than 95% of the cell’s total 

energy requirement [33-35]..   

Almofti and colleagues [36] suggest that AgN perturbs mitochondria through 

interactions with thiol groups in the mitochondrial inner membrane.  It is well known 

that the mitochondrial respiratory chain itself is vulnerable to damage by ROS 

[40,41], which may act by oxidizing sulphydryl groups of enzymes within the chain.  In 

addition, AgN may injure cells by oxidizing the thiol groups of important cell 

membrane proteins, which changes membrane permeability and disrupts 

mitochondrial functions [37,38], as well as by depleting antioxidant defense 

mechanisms, which leads to oxidative stress [17,38,39].  Damage to cell membranes 

appears to be a part of AgN’s mechanism of cytotoxicity that precedes mitochondrial 

perturbation [7], since thiol group-containing proteins are abundant in the cell 

membrane. 

We recently showed that AgN also inhibits the in vitro activity of creatine 

kinase, an important enzyme that buffers cellular ATP levels [26].  This enzyme 

presents many cysteine residues on its structure, which may be targets for oxidation 

by ROS [33,34]. 

Our present findings are in accordance with a recent study performed by 

AshaRani and colleagues [42], which demonstrated that AgN decreased ATP levels 

and increased ROS production, probably by impairing the mitochondrial respiratory 

chain. 
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Tissues with large energy needs, such as the brain, skeletal muscle, heart and 

liver, contain large numbers of mitochondria and are highly susceptible to inhibition of 

the aerobic energy metabolism. Impairment of energy production caused by 

mitochondrial dysfunction has been implicated in the pathogenesis of a number of 

diseases [43-45]. Thus, we speculate that the toxicity of AgN may be due to inhibition 

of the mitochondrial respiratory chain. 
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Figure legends 

 

Figure 1. In vitro effects of silver nanoparticles (AgN) on the activities of 

mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III and IV from rat brain. Values are 

expressed as mean  S.D., for five independent experiments performed in duplicate. 

Different from control; *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey). 

 

Figure 2. In vitro effects of silver nanoparticles (AgN) on the activities of 

mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III and IV from rat liver. Values are 

expressed as mean  S.D., for five independent experiments performed in duplicate. 

Different from control; *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey). 

 

Figure 3. In vitro effects of silver nanoparticles (AgN) on the activities of 

mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III and IV from rat heart. Values are 

expressed as mean  S.D., for five independent experiments performed in duplicate. 

Different from control; *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey). 

 

Figure 4. In vitro effects of silver nanoparticles (AgN) on the activities of 

mitochondrial respiratory chain complexes I, II, III and IV from rat skeletal muscle. 

Values are expressed as mean  S.D., for five independent experiments performed in 

duplicate.  

Different from control; *p<0.05 (One-way ANOVA followed by Tukey). 
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Fig.3 
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4 – DISCUSSÃO  

 
  A CK é importante para a homeostase energética normal na execução 

de diversas funções integradas, tais como o tampão energético temporário, a 

capacidade metabólica, a transferência energética e o controle do metabolismo. O 

cérebro, coração e músculo esquelético são tecidos com altas e variáveis taxas de 

metabolismo de ATP, tem altos níveis de fosfocreatina e atividade da CK (Bessman 

e Carpenter, 1985; Schnyder et al., 1991; Wallimann et al., 1992). No presente 

estudo, nós demonstramos que a CK do cérebro e músculo esquelético, mas não do 

coração, foi inibida in vitro pela AgN (10, 25 e 50 ppm) no cérebro e músculos 

esqueléticos, mas não no coração. A molécula de CK apresenta muitos resíduos de 

cisteína na sua estrutura (Bessman e Carpenter, 1985; Schnyder et al., 1991; 

Wallimann et al., 1992). Os grupos sulfidrílicos da enzima podem constituir um alvo 

para a oxidação por meio do óxido nítrico e outros radicais livres levando à inibição 

da atividade da CK (Wolosker et al., 1996). Neste contexto, Almofti e colegas (2003) 

sugerem que a AgN parece perturbar as mitocôndrias através de interações com 

grupamentos tiol do interior da membrana mitocondrial. Vários trabalhos também 

mostraram que a AgN exerce seus efeitos antimicrobiais através da interação com 

grupos tiol de proteínas (Elechiguerra et al., 2005; Jose et al., 2005). Esses estudos 

sugerem que a AgN pode interagir com proteínas e enzimas com grupos tiol dentro 

das células de mamíferos (Chen e Schluesener, 2008). Em conjunto, essas 

evidências e nossos achados, tentam mostrar que a AgN inibiu a atividade da CK 

por meio de interações com grupos tiol da enzima. A razão para o efeito inibitório 

específico sobre a CK do cérebro ou do músculo esquelético ainda é desconhecida. 

Mais fascinante é o fato de que a estrutura da CK no cérebro, músculo esquelético e 

coração é muito similar (número de grupos tiol) (Wallimann et al., 1992). Nossos 
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achados estão de acordo com outros estudos, os quais demonstraram o dano do 

metabolismo causado pela AgN. As mitocôndrias parecem ser alvos sensíveis de 

efeitos tóxicos da AgN. Além do dano metabólico, tem sido sugerido que o estresse 

oxidativo também possa mediar a citotoxicidade da AgN. (Chappell e Greviller, 1954; 

Kone et al., 1988). A AgN pode depreciar o mecanismo de defesa antioxidante, o 

que leva ao estresse oxidativo. O dano às membranas celulares parece ser outra 

parte do metabolismo do mecanismo de citotoxicidade da AgN que precede a 

perturbação mitocondrial (Chen e Schluesener, 2008), desde que as proteínas que 

contêm o grupo tiol são abundantes na membrana celular. Evidências da literatura 

sugerem que as nanopartículas não possuem mecanismos únicos de toxicidade. 

Alguns estudos têm demonstrado o papel da CK na função muscular e cerebral 

normal, tecidos que são mais susceptíveis à redução do metabolismo energético. 

Nós mostramos recentemente que a CK está inibida em modelos animais de 

distúrbios neuropsiquiátricos, tais como o distúrbio bipolar (Streck et al., 2008) e 

após o choque eletroconvulsivo (Burigo et al., 2006). Além disso, tem sido 

amplamente demonstrado que uma redução na atividade da CK está associada a 

uma via neurodegenerativa que resulta em perda neuronal (Tomimoto et al., 1993; 

Hamman et al., 1995; Gross et al., 1996; David et al., 1998; Aksenov et al., 2000). 

No músculo esquelético, a CK é essencial na manutenção de uma alta concentração 

de ATP, adequado para manter os gradientes iônicos e bom desempenho do 

trabalho mecânico celular (Kammermeier, 1987). A inibição da atividade da CK no 

músculo esquelético tem se mostrado, pois conduz a anormalidades contráteis 

significativas, como também alterações no tamanho da célula muscular, os 

agregados tubulares das membranas reticulares sarcoplasmáticas, volume e 

tamanho mitocondrial e também da capacidade glicolítica (Shoubridge e Radda, 
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1984;-Van Deursen et al., 1993). Nesse estudo, nós demonstramos que a AgN inibiu 

a CK do cérebro e músculo esquelético in vitro. Por outro lado, a CK do coração não 

foi afetada pela AgN in vitro. Outros estudos são necessários para avaliar se outras 

enzimas envolvidas também são afetadas pela AgN. Além disso, o efeito in vivo da 

AgN sobre o metabolismo energético também está sendo avaliado.  

Em contato com o corpo humano, as nanopartículas podem sofrer uma série 

de processos tais como a ligação e reação com proteínas, fagocitose, deposição, 

clearance e translocação. Além disso, as nanopartículas podem precipitar um 

espectro de respostas tissulares incluindo a ativação celular, geração de ROS 

(espécies reativas de oxigênio) e morte celular (Chen et al., 2006; Yacobi et al., 

2007). Tem sido demonstrado recentemente que a função mitocondrial se reduziu 

em várias linhagens celulares expostas à AgN (Yacobi et al., 2007; Hussain et al., 

2006). Observamos neste estudo que a AgN (10, 25 e 50 mg L-1) reduziu as 

atividades in vitro dos complexos I, II, III e IV da cadeia respiratória mitocondrial nos 

tecidos do cérebro, músculo esquelético e fígado de ratos. As ações desses 

complexos dentro da cadeia respiratória mitocondrial (Horn et al., 2008), são 

necessárias para a fosforilação celular, a principal via de produção do ATP que 

fornece mais de 95% da energia celular total necessária (Bessman e Carpenter, 

1985; Rex et al., 2004). Almofti e colegas sugerem que a AgN perturbe as 

mitocôndrias através de interações com grupos tiol na membrana mitocondrial 

interna. É bem conhecido que a cadeira respiratória mitocondrial por si só é 

vulnerável ao dano pelas ROS (Adam-Vizi, 2005; Navarro e Boveris, 2007), que 

podem agir por meio de grupos oxidantes sulfidril de enzimas dentro da cadeia. Além 

disso, a AgN pode provocar lesão celular através da oxidação dos grupos tiol de 

proteínas importantes da membrana celular, o que modifica a permeabilidade da 
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membrana e perturba as funções mitocondriais, (Rangachari e Matthews, 1985; 

Kone et al., 1988), como também pela depleção dos mecanismos antioxidantes de 

defesa, o que leva ao estresse oxidativo (Yacobi et al., 2007; Kone et al., 1988; 

Chappell e Greviller, 1954). O dano às membranas celulares parece fazer parte do 

mecanismo de citotoxicidade da AgN que precede a perturbação mitocondrial (Chen 

e Schluesener, 2008), desde que as proteínas que contenham o grupo tiol sejam 

abundantes na membrana celular. Nós mostramos recentemente que a AgN também 

inibe a atividade in vitro da creatina quinase, uma importante enzima que fornece um 

tampão nos níveis de ATP celular (Paula et al., 2009). Essa enzima apresenta vários 

resíduos de cisteína em sua estrutura, o que constitui alvos para a oxidação através 

das ROS (Bessman e Carpenter, 1985; Wallimann et al., 1992).   

Nossos achados estão de acordo com um recente estudo desenvolvido por 

AshaRani e colegas, 2009, os quais demonstraram que a AgN reduz os níveis de 

ATP e eleva a produção de ROS, provavelmente danificando a cadeia respiratória 

mitocondrial.  

Os tecidos que necessitam de grandes quantidades de energia, tais como o cérebro, 

músculo esquelético, coração e fígado, contêm grande quantidade de mitocôndrias e 

são altamente susceptíveis à inibição do metabolismo energético aeróbico. O dano 

da produção energética causado pela disfunção mitocondrial tem sido implicado na 

patogênese de várias doenças (Heales et al.,1999; Schurr, 2002). Assim, nós 

suspeitamos que a toxicidade da AgN pudesse ser devida à inibição da cadeia 

respiratória mitocondrial. 

 Estudos in vivo estão em andamento, visando verificar se estes efeitos 

também ocorrem após a administração crônica destas AGN. 
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