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RESUMO

Embora os efeitos das nanoparticulas de prata ja tenham sido avaliados em alguns estudos, mais dados
s80 necessarios sobre os efeitos adversos em modelos bioldgicos, considerando o uso crescente dessas
substancias e consequente liberagcdo no meio ambiente. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito citotoxico e genotoxico das nanoparticulas de prata em diferentes dimensdes em
células meristematicas de Allium cepa e Vicia faba. As sementes Allium cepa e Vicia faba foram
expostas a diferentes dimensdes das NPs de prata 5, 25, 50 e 75 nm em concentracfes pré-
determinadas de 100 mg/L e germinadas a 24 °C por 24h. Controle negativo (agua destilada) foram
submetidas as mesmas condicdes. Os seguintes parametros foram avaliados: indice mitético (IM),
indice de anormalidades nucleares (IAN) e indice de micronucleos (IMC). As analises estatisticas
foram realizadas no software Origin 8.5 utilizando teste de E. student (nivel de significAncia de 5%).
Os resultados evidenciaram que quanto menor a dimenséo das NPs de prata maior foi a reducéo do
indice mitdtico (IM) nas células meristematicas de A. cepa e V. faba. Também foram observados
efeitos genotoxicos e mutagénicos das NPs de prata, onde notou-se diferenca significativa de IMC e
IAN em todas as dimensfes . Dessa forma essas nanoparticulas de menores dimensfes causam

maiores danos nas células vegetais promovendo alteracdes no DNA.

Palavras-chave: Efeitos citogenéticos, Nanoparticulas de Prata, Allium cepa, Vicia faba.



ABSTRACT

Although the effects of silver nanoparticles have already been evaluated in some studies, more
data are needed on the adverse effects in biological models, considering the increasing use of these
substances and consequent release into the environment. In this context, the objective of this work
was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effect of silver nanoparticles in different dimensions
on meristematic cells of Allium cepa and Vicia faba. Allium cepa and Vicia faba seeds were
exposed to different sizes of silver NPs 5, 25, 50 and 75 nm at predetermined concentrations of
100 mg / L and germinated at 24 © C for 24 h. Negative control (distilled water) were subjected to
the same conditions. The following parameters were evaluated: mitotic index (MI), nuclear
abnormality index (NAI) and micronucleus index (MNI). Statistical analyzes were carried out in
the software Origin 8.5 using E. student test (significance level 5%). The results showed that the
smaller the size of the silver NPs, the greater the reduction of the mitotic index (MI) in the
meristematic cells of A. cepa and V. faba. We also observed genotoxic and mutagenic effects of
silver NPs, where a significant difference of BMI and NAI was observed in all dimensions. In this
way, these smaller nanoparticles cause greater damages in the plant cells, promoting changes in
the ADN.

Key words: Cytogenetic effects, Silver nanoparticles, Allium cepa, Vicia faba.
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1. INTRODUCAO

Na ultima década intensificou-se a utilizacao das nanoparticulas em produtos comercializados.

Os nanoprodutos sdo inimeros e estdo presentes em todas as areas das grandes industrias,
como a alimenticia, eletronica, biotecnoldgica, farmacéutica, téxtil, cosmética, agricola, medica,
entre muitas outras.

Considerando as suas caracteristicas nanométricas em relacdo ao tamanho, possibilita a sua

entrada em células ou em materiais abioticos facilmente (SIMONET et al., 2009).

Dentre as vérias nanoparticulas metalicas, pode-se destacar a nanoparticula de prata que possui
maior relevancia na area da saude, pelas suas propriedades antimicrobianas. Estas sdo de vasta
comercializacdo no mercado (LU et al., 2010), por serem de facil incorporacdo em diferentes
materiais (SOUZA et al., 2013).

Porém, o que torna as nanoparticulas tdo atrativas no mercado, suas caracteristicas
nanomeétricas, pode acabar constituindo um problema para 0s organismos vivos, principalmente
para 0 homem, uma vez que nao se conhecem as implicaces do seu acimulo nos mesmos (WEI
etal., 2010).

A crescente producdo e disponibilizacdo destes produtos traz consigo um grande problema
ambiental a ser enfrentado. Uma vez que esses nanomateriais sdo processados, produzidos e
sintetizados em escalas cada vez maiores, e estdo sendo descartados em efluentes sem um aviso
prévio de sua toxicidade (LOVERN et al., 2007).

Os parametros exigidos pelo CONAMA Res. N° 20 de 1986, Portaria 36 do Ministério da
Salde (1990), defere que efluente s6 podem ser lancado se tiver com valores abaixo de 0,1 mg/L
de prata. Resultados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos com Ceriodaphina dibia demonstraram
a toxicidade destes efluentes relacionada com a presenca de prata (HOCEVAR et al., 2002).

Esses produtos contendo NPs sdo bioacumulados pelos organismos, uma vez que as
nanoparticulas e os ions de prata sdo liberados e ndo sdo biodegradaveis (GOTTSCHALK et al.,
2009). A bioacumulag&o é o processo em que um determinado ser vivo absorve e retém substancias
quimicas do meio. Pode ocorrer de forma direta, pela exposi¢cdo do meio, ou indiretamente pela
ingestdo de alimentos contendo a substancia (GOMES et al., 2011).

Estudos tém indicado efeitos adversos das nanoparticulas na saide humana como: inflamagé&o,
eliminacdo de células cerebrais e lesdes pré-cancerigenas, ainda que pesquisas com seres humanos
sejam desaprovados, no final da Segunda Guerra Mundial houve evidéncias de experiéncias
comandadas por cientistas nazistas (NOLASCO, 2017).
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Para avaliacdo da toxicidade das nanoparticulas de prata foram realizados ensaios
ecotoxicoldgicos tem sido realizados em varias espécies bioindicadores, particularmente plantas
(KANAYA et al., 1994). Allium cepa e Vicia faba sdo exemplos de vegetais que sd&o comumente
utilizados para estudos de genotoxicidade e mutagenicidade. Esses bioindicadores também tém
grande importancia no monitoramento ambiental, permitindo avaliar a toxicidade de muitos outros
compostos quimicos (BAGATINI et al., 2007).

Considerando a caréncia de estudos sobre os efeitos adversos das nanoparticulas paises em
desenvolvimento como o Brasil, em constantes avangos tecnologicos (FUNARI et al., 2005),
devem buscar monitoramento dos consumos de materiais contendo nanoparticulas. Sendo assim
de suma importancia a avaliacdo dos efeitos negativos que alteram o material genético dos seres

VIVOS e permanecem nos ecossistemas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

No século 1V d.C. particulas metalicas nanométricas eram usadas pelos romanos na
decoracao de vidrarias e copos. Um exemplo desta aplicacdo é o Copo de Lycurgus, feito de NPs
de ouro e prata, misturadas com vidro. Devido a presenca de nanoparticulas a coloragdo do copo
mudava de acordo com a incidéncia da luz, iluminagdo normal e iluminacéo a partir do interior do
copo. Outro exemplo desta aplicacdo, sdo os famosos vitrais dos séculos X, XI e XII
(LOGOTHETIDIS, 2012).

As nanoparticulas estdo presentes naturalmente no meio ambiente, podendo ser
apresentadas em minérios ou provocadas a partir de combustdo incompleta de combustiveis
fosseis e erupcdes vulcanicas (NOWACK et al., 2007). Porém, as nanoparticulas ou nanomaterial,
sdo termos utilizados apenas para determinar particulas em escalas nanométricas sintetizadas
industrialmente, como por exemplo, os 6xidos metalicos, fulerenos, nanotubos de carbono,
nanoparticulas metalicas, entre outros (HOYT et al., 2008; FELIU et al., 2010).

A Organizacdo Internacional de Padronizacdo (International Standadization Organization
— 1S0), estabelece que a NP é um material que expde pelo menos uma de suas dimensdes em
escala nanométrica (MIRANDA, 2017). Porém, na literatura sdo encontradas e aceitas
classificacdes levando em consideracdo outras propriedades, como morfologia, composigéo,
dimenséo e uniformidade (BYSTRZEJEWSKA-PIOTROWSKA et al., 2009).

As propriedades das nanoparticulas tém por base o aumento das superficies envolvidas,
quando comparadas a particulas de maiores dimensdes, aumentando assim as areas de contato.
Quando uma particula apresenta um tamanho inferior, no caso a nanoparticula, grande parte dos
seus atomos concentram-se na superficie, quando comparado com as camadas mais internas. Uma
vez que reagBes quimicas ocorrem na superficie, isso significa que as nanoparticulas, sdo mais
reativas que um material feito de particulas maiores (GARCIA et al., 2011).

Assim, a correlacdo entre a porcentagem de atomo na superficie e o volume da particula,
abrange maior reatividade atbmica na superficie, dando assim as NPs, caracteristicas magnéticas,
fisicas, quimicas, cataliticas e elétricas, o que ndo ocorre em materiais de escala ndo-nanométrica
(NEL et al., 2006; SIERRA et al., 2016).

As inovadoras propriedades encontradas nas NPs, vém conferindo o avango tecnoldgico e
cientifico em diversas areas, como biomédica, farmacéutica, eletronica, biorremediacdo ambiental
e agricola (KUMARI et al., 2016; PETERS et al., 2016).
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Atualmente, ha 1827 produtos cadastrados que contém algum tipo de NP incorporada, de
acordo com o Nanotech Project (VANCE et al., 2015). Esse uso crescente dos nanomateriais vem
se tornando preocupacéo, pelos efeitos adversos que pode causar em humanos e meio ambiente
(FELIU et al., 2010).

Com o uso desenfreado e 0 avancgo da nanotecnologia, surgiu a necessidade de abordar os
efeitos nocivos da producdo em larga escala desses nanomateriais. Dessa forma, a nanotoxicologia
surgiu com o intuito de contribuir para a sustentabilidade e o desenvolvimento seguro da
nanotecnologia (DONALDSON, 2004).

Existem varios tipos de nanoparticulas com diferentes dimensdes e utilidades. Como
nanoparticulas metélicas comuns como ouro, ferro, prata, e outras menos comuns como as
nanoparticulas de diécido de ferro, fulerenos. Podemos destacar a nanoparticula de prata como
uma das principais por ser especialmente utilizada na area medicinal (MARTINS et al., 2012).

2.2.2 NANOPARTICULA DE PRATA

A prata possui propriedades antimicrobianas amplamente conhecidas. No entanto, vem
sendo utilizada de forma crescente, na sua forma de tamanho mais reduzido, como nanoparticulas.
Nessa forma, sua superficie de contato é extremamente maior, sendo os seus efeitos e propriedades
potencializados. A medicina comprovou que a prata destréi mais de 650 organismos patogénicos
(GARCIA et al., 2011). Aproximadamente 25% dos produtos cadastrados no banco de dados
Nanotech Project sdo incorporados nanoparticulas de prata (AgNPs) para sua confeccdo (VANCE
etal., 2015).

Porém, as NPs de prata tém mostrado efeitos adversos e estdo sendo reportados em
diferentes organizacdes bioldgicas (GLIGA et al., 2014; MONFARED et al., 2015; WU et al.,
2010), despertando assim preocupacdo para 0 meio cientifico. E possivel ver em outras
publicacbes com modelos in vivo e in vitro que demonstraram a toxicidade das NPs de prata ndo
apenas com a concentracdo (CARLSON et al., 2008; WU et al., 2010), mas também com a
dimenséo da nanoparticula (MIETHLING-GRAFF et al., 2014; KUMAR et al., 2015).

Modelos propostos (CLEVELAND et al., 2012) indicam que 0s nanomateriais sdo capazes
de penetrar em aguas superficiais, podendo interagir com 0s organismos e levar & exposi¢do
humana, pelo contato direto ou pelo consumo da dgua (CHRISTENSEN et al., 2010; WEIR et al.,
2012; MARKUS et al., 2013). Assim, as NP de prata, sendo as mais comercializadas em produtos,
seu aparecimento no ambiente pode se tornar uma via para a contaminagdo humana (MIRANDA,
2017).
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A regulamentacao existente serve apenas para a quantidade de prata total presente em aguas
para diversos fins, como por exemplo, consumo humano, préaticas de lazer, consumo animal e
efluentes (NASCIMENTO et al., 2016). A concentracdo de NPs de prata prevista para ambientes
naturais, seja entre 0.088-10.000 ng/L (KIM et al., 2016). Segundo o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), nas aguas destinadas ao consumo humano, a quantidade total de prata
permitida € de 0,01 mg/L (CONAMA, 2011). Pela Portaria 36 do Ministério da Sadde (1990), o
teor méximo de prata aceitavel em &aguas destinadas ao consumo humano é de 0,05 mg/L,
diferentemente do CONAMA como pode ser visto anteriormente, ndo tendo um senso comum. A
preocupacao para com a prata € justificavel, uma vez que as industrias despejam no ambiente lixos
toxicos contendo diversos poluentes, incluindo a prata e outros metais pesados (MENDES, 2007).

Atualmente, ndo existe regulamentacédo especifica para nanoparticulas de prata, ainda que
os efeitos da prata na satide humana e outros seres vivos sejam ja bem conhecidos e considerando

0 aumento desses efeitos com a diminuicdo do tamanho das particulas (MENDES, 2007).

2.3 TOXICOLOGIA E ECOTOXICOLOGIA

A toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos adversos que resultam das interacdes de
substancias quimicas com o organismo, tendo como objetivo prevenir, avaliar e reverter a
intoxicacdo (RUPPENTHAL, 2013).

A avaliacdo da toxicidade de um composto realiza-se em duas fases. Primeiro é feita a
identificacdo da periculosidade de forma a determinar se a exposi¢cdo a determinado composto
pode aumentar a ocorréncia de efeitos adversos nos organismos, e se estes podem ocorrer em seres
humanos. Em seguida € realizada a avaliacdo de dose-resposta, na qual se quantifica a toxicidade
do composto e caracteriza a relacdo entre a dose do contaminante e a ocorréncia de efeitos adversos
na populagdo exposta (ALMEIDA, 2014; VARGAS, 2017).

Porém, diferentemente do que acontece com outros contaminantes, a toxicidade das NPs
depende de suas caracteristicas fisico-quimicas e ndo somente da sua dose ou concentragao.
Apesar de materiais em escala convencionais a nivel molecular, ser de potencial toxico
amplamente conhecidos, 0s nanomateriais ainda estdo sendo estudados e descobertos
(ELSAESSER et al., 2012).

Truhaut (1977), foi o primeiro a utilizar o termo ecotoxicologia, derivado das palavras
ecologia e toxicologia. Este termo foi introduzido de modo a refletir o receio decorrente da

crescente introducdo de compostos quimicos no ambiente (ALMEIDA, 2014).

15



Assim, a ecotoxicologia tem como objetivo 0 monitoramento do ambiente, avaliando a
resposta dos organismos quanto a interacdo com determinadas substancias externas ao meio,
analisando os efeitos prejudiciais dessas substancias nos organismos vivos, monitorando a sua
acdo e entendendo como agem, afim de formular estratégias para a reversdo desses efeitos do
processo (AZEVEDO et al., 2003; ALMEIDA, 2014).

2.4 TESTES DE CITOXICIDADE, MUTAGENICIDADE E GENOTOXICIDADE

Para testar a toxicidade de substancias, sao realizados ensaios laboratoriais, sob condigdes
experimentais controladas e especificas. Esses testes servem para avaliar efluentes industriais e
amostras ambientais, ou substancias isoladas. Sao usados organismos-testes nesses ensaios, sendo
esses expostos a diferentes concentragdes da amostra estudada e os efeitos causados pela amostras
séo observados e quantificados (RIBO, 1997; DORNFELD, 2002). Apesar dos testes mostrarem
a toxicidade de uma determinada substancia, ndo é possivel relacionar os resultados de toxicidade
entre espécies diferentes, assim, 0s organismos-teste ndo obtém uma resposta de risco absoluta
para a humanidade (RIBO, 1997).

De forma a determinar a toxicidade a nivel celular, séo realizados testes de mutagenicidade,
genotoxicidade e citotoxicidade, por meio da analise de micronucleos, alteracbes cromossémicas
e indice mitotico (IM). Esse indices possibilitam observar os efeitos dos compostos quimicos sobre
um determinado bioindicador por meio de sua resposta a exposicdo desse agente (PEDREIRO,
2016).

O teste de micronicleo (MCN) é um dos mais utilizados para avaliacbes do potencial
mutagénico de poluentes e tem como vantagem uma alta sensibilidade e eficéacia, além de oferecer
vantagens como baixo custo financeiro, preparacGes citoldgicas simples e de rapido execucéo
(FLORES et al., 2008; BALLESTRERI, 2017).

Os micronucleos correspondem a pequenas massas de cromatina, derivadas de eventos
clastogénicos, ou aneugénicos que sdo inclusos ao ndcleo principal da célula filha, durante a
divisdo celular. Esses fragmentos acéntricos permanecem atrasados na anafase, engquanto 0s
cromossémicos com centromero sdo migrados em direcdo aos polos do fuso. Assim, esses
fragmentos de DNA sdo deixados para trés, incorporando dentro de nucleos secundarios,
chamados assim de microntcleo (CORREA et al., 2009). Essas estruturas continuam no
citoplasma das células da interfase, formando a propria membrana nuclear e por isso sdo parecidos

com seus nucleos normais, porém bem menores (FERRAZ et al., 2016).
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Figura 1: Diagrama da formagao de microntcleo em células adaptado de (SILVA, 2011).
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Além dos MCNs outras alteracdes genéticas podem ser observadas em células expostas a
substancias mutagénicas e/ou genotdxicas. As alteracfes mais comuns em células meristematicas,
sdo células com brotamento nuclear, perda cromossémica e menos comum, as pontes
cromossomicas (ESTECIO et al., 2002).

O indice mitdtico (IM) é determinado a partir do nimero de células em divisdo celular, nas
fases profase, metafase, anafase e telofase em relacdo ao nimero total de células. Quando ocorre
uma baixa taxa de indice mitotico, quer dizer que o agente em que as células foram expostas é

citotdxico, inibindo sua divisdo celular (IGANCI et al., 2006).

2.5 BIOINDICADORES

Os bioindicadores sdo um meio de monitoramento ambiental, onde estabelece informacdes
sobre a resposta bioldgica de um organismo, podendo ser animal ou vegetal, que na presenca de
agentes quimicos e outros poluentes reagem naquele determinado ambiente (LINS, 2017). As
espécies de determinado habitat podem ser usadas como indicadores pioneiros quando ocorre a
contaminagéo desse ambiente em que vivem (ADAMS, 2002).

Quando se faz a escolha de um bioindicador, devem-se relacionar as caracteristicas do
mesmo de acordo com o estudo e seus objetivos. O bioindicador para ser ideal deve apresentar
algumas caracteristicas, como por exemplo, resisténcia ao contaminante em que sera submetido a
exposicao. Outra caracteristica importante que pode facilitar o processo do estudo em quest&o, é
a grande quantidade da espécie escolhida no ambiente e a adaptabilidade aos ensaios submetidos
no laboratdrio (AKAISHI, 2004).

Tem aumentado o interesse de empregar plantas superiores, por sua sensibilidade ser maior
para encontrar agentes ambientais mutagénicos. S&o descritos diferentes vegetais desde 1913,
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quando foi aplicado Vicia faba e Allium cepa em experimentos com radiacdo (CARVALHO,
2005).

2.5.1 Allium cepa

A Allium cepa pertence a familia Alliaceae, divisdo Magnoliophyta e classe Liliopsida. A
Allium cepa é popularmente conhecida como cebola (WITTER et al., 2003).

O género Allium, possui oito pares de cromossomos. Todas as espécies conhecidas de
cebola sdo alégamas, ou seja, de reproducao cruzada entre as plantas. Allium cepa néo € encontrada
de forma silvestre, sendo somente de cultivo domesticado (OLIVEIRA et al., 2003).

O teste de toxicidade utilizando a Allium cepa como bioindicador é muito sensivel para
produtos quimicos, substancias sintéticas ou naturais, e o tempo de dose-resposta € curto, sendo

assim um 6timo método para avaliacdo de toxicidade de compostos (HISTER, 2017).

2.5.2 Vicia faba

Assim como a Allium cepa, o teste de toxicidade utilizando a Vicia faba como bioindicador
também é muito sensivel, sendo cada vez mais utilizada para estudos com testes de anormalidades
cromossdmicas (MALALLAH et al., 1996).

A Vicia faba é pertencente a familia Fabaceae, também da divisdo Magnoliophyta, e da
classe Magnoliopsida. Possui seis pares de cromossomos e é popularmente conhecida como feijao-
fava. Ndo é muito conhecida entre os brasileiros, porém consumida no nordeste, sendo nativa do
Norte da Africa e Sudoeste da Asia. E uma planta cultivada ha mais de seis mil anos no oriente
médio (CAMARGO, 2013).

O feijao-fava é predominantemente autdgama, porém apresenta auto incompatibilidade
com seu sistema reprodutivo misto, tendo um nivel de cruzamento de até 48%, podendo realizar
reproducéo cruzada (PENHA, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citogenéticos das nanoparticulas de prata em Allium cepa e Vicia faba.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade causadas pelas diferentes
dimensdes de NPs de prata em células meristematicas de raizes de Allium cepa e Vicia faba
- Comparar as respostas aos tratamentos de nanoparticulas de prata nas espécies: Allium

cepa e Vicia faba
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4. HIPOTESES

HO: N&o existe associagdo significativa (p< 0,05) entre as diferentes dimensdes de nanoparticulas

de prata quanto aos aspectos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos em Allium cepa e Vicia faba.

H1: Existe associacdo significativa (p< 0,05) entre pelo menos uma das dimensdes de

nanoparticula de prata na avaliagdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Preparacéo das nanoparticulas

Para os testes, foram utilizadas solucGes de nanoparticulas de prata da marca
NanoComposix® adquiridas comercialmente, com as seguintes dimens@es: 5, 25, 50 e 75 nm
segundo informaces do fabricante.

Nas solucBes de nanoparticulas (NPs) de prata, foram acrescentadas 50 mL de &gua
destilada e dispersadas por vibracao ultrassdnica por 30 min, para garantir a homogeneizacao das

amostras. A concentracdo preparada para este teste foi de 100 mg/L.

5.2. Caracterizagdo das Nanoparticulas

A caracterizacdo das NPs de prata foi feita por meio de microscopia eletronica de
transmisséo (TEM, do inglés: Transmission Electron Microscopy), nos diametros, 5, 25, 50 e 75
nm, para posterior analises de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS, do inglés: Electronic
Data Systems). O microscopio utilizado é da marca FEI, modelo Tecnai G2, de 200 kV. As
solugdes de NPs foram agitadas em ultrassom por um tempo de 10 min. Posteriormente, uma
camada fina dessa solugéo foi colocada em um filme do tipo de microscopia Holey Carbon. Sobre
uma grade de cobre para microscopia, o filme foi preparado. Essa fina camada da solucdo, com
auxilio de uma argola de 3 mm de didmetro foi mergulhada na solucéo e colocada na superficie
do filme. Esperou-se pela secagem por 24 h, para que as grades fossem analisadas no microscopio.
A caracterizagdo das NPs por MET, foi realizada no Laboratdrio de Microscopia e Microanalise
(LAMM), no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), na cidade de Recife,

Pernambuco.

5.3 Modelo vegetal para bioensaios

As sementes utilizadas para os experimentos, tanto de Allium cepa (variedade Baia
Periforme), quanto a de Vicia faba, foram adquiridas comercialmente da Marca Isla® (Isla
Sementes Ltda., Brasil). Sdo sementes livres de fungicidas e outros agroquimicos de acordo com

informacodes do fabricante.
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5.4 Bioensaio Allium cepa e Vicia faba

Para os testes com Allium cepa e Vicia faba utilizou-se 50 sementes de cada espécie para
cada dimensdo. Para A. cepa as sementes foram dispersas em placas de petri contendo papel filtro,
e para V. faba foram colocadas em bandejas entre duas camadas de algoddo. Ambas foram regadas
com agua destilada em ambiente controlado a 24 °C até as raizes atingirem aproximadamente 1 a
2 cm de comprimento. Apos o periodo de germinagdo, foram selecionadas 10 raizes e transferidas
por 24 h para Beckers contendo as NPs para cada tratamento (5, 25, 50 e 75 nm) e também para o
controle negativo (CN) com &gua destilada. Apds 24 h de tratamento, as sementes expostas as NPs
e CN foram transferidas para placas de petri contendo agua destilada por um periodo de 24 h para
recuperacao.

Posteriormente a esse tempo de recuperagéo, as sementes foram coletadas e fixadas em
solucdo de Carnoy, sendo imersas numa solucdo contendo alcool e acido acético na proporgéo de
3:1 vlv, durante 24 h. Posteriomente foram lavadas com agua destilada.

As raizes foram hidrolisadas com HCL 1N a 60°C durante 10 min para a preparacdo das
laminas, e posteriormente lavadas com agua destilada e coradas com reativo de Schiff por 2 h.
Posterior a esses procedimentos, as regides meristematicas de A. cepa e V. faba foram coradas
com 0,5 mL de Carmim acético 45% e cobertas com laminula. Para cada bioensaio e tratamento
foram preparadas cinco laminas. Posteriomente, as laminas foram observadas em microscépio
dptico Nikon, em um aumento de 400x. Um total de 1000 células por laminas foram observadas e
contadas no programa de contagem ImageJ (SCHINDELIN et al., 2012).

Para o célculo dos indices mitético (IM), de anormalidades nucleares (IAN) e de
microndcleo (IMC) e consequentemente avaliacdo de citoxicidade, genotoxicidade e

mutagenicidade, foram utilizadas as seguintes formulas:

Total de células em divisao
X100

- Total de células observadas

c— Total de células com micronucleo X100 e Total de células alteradas
" Total de células observadas " Total de células observadas

5.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando o software Origin

8.5. Para tais andlises foi realizado o teste de E. student (p < 0,05) para comparagdo das médias.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacao da NP de Prata

As analises microscopicas do diametro das NPs de prata utilizadas nos
experimentos, foram feitas por meio de microscopia eletrénica de transmissdo (MET), que

forneceu imagens de alta resolucdo, possibilitando o céalculo da distribuicdo das dimensbes

das particulas (Figura 2).
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Figura 2: Coluna A: Imagem Microscopia Eletronica de Transmissdo das NPs de prata: 5, 25, 50 e

75 nm; Coluna B: Célculo da distribuicdo das dimensfes em diametros das particulas; Coluna C:

Espectroscopia de Energia Dispersiva para as NPs de prata (FALCO, 2018).

A Figura 2 (coluna A) apresenta imagens obtidas por MET das NPs de prata de 5,
25, 50 e 75 nm. Na Figura 2 (coluna B) foi apresentado o calculo da distribuicdo das
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dimensdes das particulas. Para as nanoparticulas de 5 nm, apesar do fabricante informar
que estas eram esféricas e que seu diametro médio era de 5 nm, as imagens sugeriram que
a forma dessas particulas sdo assimétricas. Outro aspecto relevante observado foi que
apenas 3% das nanoparticulas possuiam o diametro em torno dos 5 nm, enquanto a maioria
apresentava diametro superior a 10 nm. A anélise de imagem para as NPs de prata de 25
nm revelou que estas possuiam uma forma denominada octaédrica truncada, diferenciando
também do formato descrito pelo fabricante, ou seja simétrica.

No histograma da Figura 2 (coluna B) foi possivel verificar que as nanoparticulas
de 25 nm apresentaram porcentagem maior de particulas com diametros variaveis entre 10
e 25 nm, apesar da existéncia de particulas de até 50 nm. Em relacdo as NPs de prata de 50
nm foi possivel averiguar que as mesmas apresentavam distribuicdo de diametro mais
homogéneo, quando comparada as NPs de prata de 5 nm, contendo particulas com
diametros desde 25 até 80 nm, com porcentagens populacionais maiores em torno de 50
nm. Nas NPs de 75 nm também se verificou a forma octaédrica truncada, e a distribuicéo
do didmetro mostrou-se mais uniforme, contendo particulas com didmetros desde 45 até
110 nm, tendo sua maior porcentagem concentrada entre 65 e 80 nm.

A Figura 2 (coluna C) apresentou o espectro do tipo EED para as NPs de prata de 5,
25, 50 e 75 nm obtidos por meio das analises de MET. Foi possivel observar a presenca de
picos caracteristicos da prata como em 2,984 keV referente a transicdo Lal, em 3,150 keV
referente a transicdo Lbl, em 22,162 keV referente a transicdo Kal e em 24,942 keV
referente a transicdo Kb1l. As linhas de cobre presentes no espectro sdo referentes a grade
de cobre utilizada para a deposicédo do filme contendo as amostras durante as medidas de
MET.

A Figura 3 estabeleceu a area superficial das nanoparticulas em funcéo do diametro. Sendo
as particulas esféricas, a area superficial foi calculada pelo total nas aliquotas em 1 litro de
solugéo, com as NPs em concentragdo de 100 mg/L. Os quatro primeiros pontos na cor preta,
correspondem aos valores nominais de diametro estabelecidos pelo fabricante das NPs de prata,
ja os pontos restantes em vermelho, sdo a extrapolacdo usada para visualizar amplamente a
estimativa. E visivel, que quanto menor o didmetro das particulas, maior sdo os valores da area
superficial total. Por essa justificativa, que as particulas em nandmetros se comportam
distintamente quando comparadas com as particulas em micrémetros. As nanoparticulas
apresentam maior mudanga, fisica, quimica e bioldgica, por ter sua grande area superficial em

disposicdo para contato.
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Figura 3: Extrapolagdo do célculo da area superficial total das NPs de prata em func¢éo do didmetro (FALCO, 2018).

Na Figura 4 foi apresentado o gréafico que indica o célculo da area superficial total, o
mesmo realizado anteriormente, porém, desta vez, comparando valores nominais do diametro de
5, 25, 50 e 75 nm das NPs de prata, que sdo informados pelo fabricante com os reais valores dos
diametros das NPs, que foram calculados das imagens de MET. Os valores reais do diametro da
area superficial total aumenta em um valor de 615% quando diminuido o diametro de 73,38 para
10,38 nm. Para as particulas de 20,41 nm quando comparada com as particulas de 73,38 nm a area
superficial total é cerca de 260% maior. J& para as NPs de prata de 51,32 nm, existe um aumento
de 44% quando comparado com as NPs de prata de 73,38 nm. Nesse grafico o erro expresso, € o

méaximo aproximado para a forma esférica, estimando-se em 16%.
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Figura 4: Demonstracdo da area superficial total das NPs de prata em funcdo do diametro (FALCO, 2018).

25



6.2 Efeito das NPs de prata sobre o indice Mit6tico

Os bioensaios com Allium cepa e Vicia faba avaliaram os efeitos citotoxicos das NPs de
prata em relacdo ao indice mitotico. Os testes realizados pela exposicao de NPs de prata, revelaram

uma resposta toxica quanto a sua menor dimenséo em relacao as espécies estudads
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Figura 5: Resultado de indice mitdtico (%) em células meristeméticas de Allium cepa (a) e Vicia faba (b)

em relacdo ao didmetro (nm) das NPs de prata. A diferenca estatistica significativa (p <0,05) foi representada por

().

Os dados para indice mitdtico presentes nas Figura 5, mostraram que quanto menor a
dimensdo da nanoparticula de prata, menor foi o indice mitético apresentado para ambos 0s
bioensaios, quando comparado com o CN, apresentando assim, citotoxicidade para as células
meristematicas de Allium cepa e Vicia faba.

6.3 Efeito das NPs de prata sobre o indice de Anormalidades Nucleares

Os efeitos genotoxicos dos tratamentos foram observados por meio da avaliacdo do indice
de anormalidades nucleares encontradas nas células meristematicas das raizes de Allium cepa e

Vicia faba, sendo o brotamento mais comum e as pontes cromossémicas menos comuns (Figura
6).

26



- 0 &
* o6& &
2 =
B #
s
Figura 6: Células meristematicas de A. cepa expostas ao tratamento com NPs de Prata com manifesta¢fes de

anormalidades nucleares: A: brotamento, B: ponte cromossémica. Células coradas com Schiff e aumento de 400x
(MOELLMANN, 2017).

A Figura 7 mostrou a avaliacdo do indice de anormalidades nucleares, decorrente dos
tratamentos com as NPs de prata, encontradas nas células meristematicas de Allium cepa e Vicia
faba. Quanto menor a dimensdo da NP de prata maior é o IAN apresentado, quando comparado

com o CN, mostrando ter efeito genotoxico nas células meristematicas dos bioensaios.

1.6 14

12

12

10 |

1.0 H

0.8 |

Wl *

04 H / T

0.2 + T
v

5nm 25 nm 50 nm 75 nm CN 5nm 25nm 50 nm 75 nm CN
Diametro das AgNPs Diametro das AgNPs

0.8 H

0.6 |

oal / I

0.2

indice de Anormalidades Nucleares (%)
indice de Anormalidades Nucleares (%)

(a) (b)

Figura 7: Resultado de indice de anormalidades nucleares (%) em células meristematicas de Allium cepa (a) e Vicia
faba (b) em relagdo ao didmetro (nm) das NPs de prata. A diferenca estatistica significativa (p <0,05) foi
representada por (*).

6.4 Efeito das NPs de prata sobre o indice de Microntcleo

Os efeitos mutagénicos dos tratamentos foram observados através da avaliacdo do indice
de microndcleo, encontradas nas células meristematicas das raizes de Allium cepa e Vicia faba
(Figura 8).

27



Figura 8: Células meristematicas de A. cepa expostas ao tratamento com NPs de Prata com manifestacdes de microntcleo.
Células coradas com Schiff e aumento de 400x (MOELLMANN, 2017).

Os dados da Figura 9, mostram que o indice de microndcleo (IMC) aumenta a medida que
diminui o tamanho das NPs de prata. Todas as dimensdes de NPs de prata apresentaram, mesmo
que minimamente, mutagenicidade para as sementes de Allium cepa.

O mesmo acontece com o IMC nas sementes de Vicia faba, quando diminui a dimenséao da
NP de prata maior é o IMC, quando comparado ao CN, apresentando assim, mutagenicidade para

as células meristematicas de Vicia faba.
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Figura 9: Resultado de indice de micronucleo (%) em células meristematicas de Allium cepa (a) e Vicia faba (b) em
relagdo ao diametro (nm) das NPs de prata. A diferenga estatistica significativa (p <0,05) foi representada por
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7. DISCUSSAO

A dimenséo € um fator importante que pode determinar a citotoxicidade das NPs de prata
(NAIR et al., 2014).
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Os resultados mostram que quanto menor a nanoparticula de prata, maior é a reducédo do
indice mitotico das células meristematicas, tanto para Allium cepa quanto para Vicia faba. Essa
reducdo do indice mitético nos tratamentos indica que as NPs de prata foram citotoxicas, podendo
ter ocorrido devido a uma inibicdo na sintese de DNA na fase S das células dos bioensaios
(MOHAMMED et al., 2015).

Os resultados de indice de anormalidades nucleares indicam que quanto menor a
nanoparticula de prata, mais anormalidades as mesmas causaram para as células, tanto de Allium
cepa quanto de Vicia faba. As anormalidades nucleares dos cromossomos sdo causadas pelas
alteracdes de sua estrutura, que pode ser resultado de rupturas ou troca de material genético. A
aderéncia dos cromossomos pode ser atribuida ao emaranhamento das fibras de cromatina, sendo
comum quando 0S cromossomos sdo expostos em agentes genotdxicos sendo provavelmente
irreversivel (DARLINGTON et al., 1951).

Anormalidades nucleares também foram visualizadas em células meristematicas de plantas
agricolas como na Zea mays quando expostas a NPs metélicas (RACUCIU et al., 2007).

Os mesmos resultados foram observados para o indice de microndcleo, onde quanto menor
as nanoparticulas mais micronucleos apareceram nas células. A formacdo de micronucleo mostra
que as NPs de prata sdo mutagénicas. Foram observados resultados semelhantes em outras
pesquisas (XU et al., 2012), onde as nanoparticulas possuem potencial mutagénico.

As nanoparticulas de menores dimensfes causaram maiores danos nas células dos dois
bioindicadores, provavelmente as particulas maiores seriam muito grandes para penetrar nas
paredes celulares das raizes, assim a acumulacdo das particulas na parede pode conduzir a uma
diminuicdo na condutividade dessas paredes, pela acumulacdo das mesmas na camada limite da
célula. O que pode explicar os maiores danos causados pelas menores dimensdes (menores que 25
nm) das nanoparticulas (ASLI et al., 2009).

A composi¢do quimica, estrutura quimica, tamanho da particula e &rea superficial das
nanoparticulas estdo altamente relacionadas com a sua citotoxicidade, ainda tendo partes
inexploradas pelo homem. A citotoxicidade das NPs podem ser devido a duas agOes diferentes,
sendo a primeira vindo do produto quimico da composicdo da mesma, como por exemplo, a
liberacdo de ions e a segunda, vindo do estresse ou estimulo causado pela sua superficie, tamanho
e forma das particulas (BRUNNER et al., 2006).

Os resultados indicam que as nanoparticulas de prata sdo capazes de atravessar a parede
celular das células vegetais e causarem danos no material genético. E ainda que, as plantas
apresentam classes e familias distintas, os resultados foram parecidos, sendo os efeitos

dependentes do tamanho das nanoparticulas.
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8. CONCLUSAO

As NPs de prata nas células através da parede celular, em contato direto com a planta alteram
a divisdo celular e provocar alterac6es nucleares tanto em A. cepa quanto na V. fava. Notou-se que
a medida que o tamanho das NPs de prata diminuiu houve aumento dos efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos nas células. Assim, essas constatacdes apresentam que esses resultados
estdo relacionados ao tamanho das NPs, pois a medida que diminui seu tamanho, aumenta a sua
area superficial total que interage com a planta para uma dada concentracdo de NPs.

Portanto, estes resultados contribuem com informagdes complementares sobre a toxicidade
das NPs de prata em sistemas de plantas superiores e bases para o entendimento da importancia
das propriedades das diversas NPs e seus riscos para 0 meio ambiente.

Além disso, podemos concluir que os dois sistemas usados para os testes (A. cepa e V. faba)
mesmo apresentando classes e familias distintas, obtiveram resultados parecidos e
complementares, nos mostrando que ambos os testes séo eficientes para avaliagcdo do potencial

das nanoparticulas em promover danos genéticos.
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