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APRESENTAÇÃO

A Organização mundial da Saúde define que saúde é um estado do completo 
bem-estar físico, mental e social, e não apenas a ausência de doenças.  Atualmente, 
diversas Campanhas Nacionais estão direcionadas ao atendimento integral deste 
conceito. Para isto, muitos profissionais são envolvidos: médicos, farmacêuticos, 
dentistas, psicólogos, fisioterapeutas, enfermeiros, biólogos, biomédicos, educadores 
físicos. Com uma dinâmica muito grande, a área da saúde exige destes profissionais 
uma constante atualização de conhecimentos pois a cada ano surgem novas formas 
de diagnóstico, tratamentos, medicamentos, identificação de estruturas microscópicas 
e químicas entre outros elementos.

A obra “Princípios e Fundamentos das Ciências da Saúde” aborda uma série 
de livros de publicação da Atena Editora, dividido em II volumes, com o objetivo de 
apresentar os novos conhecimentos, estudos e relatos nas áreas da Ciência e da 
Saúde, para os estudiosos e estudantes. Entre os capítulos a abrangência da área fica 
evidente quando sobre o mesmo assunto temos olhares diferentes por profissionais 
especializados, a interdisciplinariedade, a tecnologia e o desenvolvimento de técnicas. 
Os trabalhos apresentados conduzem o leitor a diferentes caminhos de conhecimentos, 
reflexões e atualização. Boa leitura e muitos conhecimentos!

Vanessa Lima Gonçalves Torres
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Capítulo 1

ANÁLISE DE PONTENCIAL DE RISCO GENOTÓXICO 
DAS NANOPARTICULAS DE PRATA PVA ATRAVÉS DO 

BIOENSAIO TRAD-MCN

Andrea Karine de Araújo Santiago
Hospital Universitário Presidente Dutra - HUUFMA 

Francisca Bruna Arruda Aragão
Universidade Federal do Maranhão – UFMA

Rôlmerson Robson Filho
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

Dyego Mondego Moraes
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

Erick Rodrigues e Silva 
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

Guilherme Bruzarca Tavares
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

Bento Berilo Lima Rodrigues Segundo
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

Sandra Léa Lima Fontinele
Secretaria Municipal de Saúde - SEMUS

Deuzuita dos Santos Oliveira
Universidade Estadual do Maranhão - UEMA 

RESUMO: O uso de nanopartículas de 
prata é amplamente difundido, dado efeito 
antimicrobiano de amplo espectro, no entanto, 
o potencial risco toxicológico limita a exposição 
humana. Os objetivos deste estudo são 
sintetizar nanopartículas de prata matriz de 
Norbixina; Caracterizar as nanopartículas 
de prata e Biomonitorar a frequência  de 
micronúcleo em Bioensaio TRAD- MCN. Na 
síntese foram usadas  soluções de álcool 
polivinílico, nitrato de prata e borohidreto de 

sódio; para caracterizar as nanopartículas, as 
técnicas aplicadas foram: Ultravioleta e Visível 
(UV-Vis), Infravermelho (IFTR), Espalhamento 
Dinâmico da Luz (EDL), Potencial Zeta (PZ) e 
Difração de Raios-X (DRX). O teste genotóxico é 
o ensaio de Micronúcleo, a planta bioindicadora 
é a Tradescantia pallidum. Para comparação 
dos efeitos genotóxicos foram criados 2 grupos: 
Grupo 1 (Inflorescencias em água) e Grupo 2 
(Inflorescencias em matriz de nanopartículas 
de prata); A biossíntese com o borohidreto  
de  sódio  e norbixina é uma alternativa de 
baixo custo e impacto ambiental, as  análises 
demonstraram que  a solução apresenta faixa 
de espectro característica de nanopartículas de 
prata e pequena variação  na  distribuição  de  
tamanho. O ensaio de TRAD-MCN demonstrou 
que há presença de clastogenicidade, com 
formação de micronúcleo tanto no grupo caso 
quanto controle, entretanto a diferença não foi 
estatisticamente relevante.
PALAVRAS-CHAVE: “Nanopartícula de prata”; 
“genotoxicidade”; biomonitoramento.”

ABSTRACT: The use of silver nanoparticles 
is widespread, given the broad spectrum 
antimicrobial effect, however, the potential 
toxicological risk limits human exposure. The 
objectives of this study are to synthesize silver 
matrix nanoparticles of Norbixin; Characterize 
the silver nanoparticles and Biomonitor the 
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micronucleus frequency in TRAD-MCN Bioassay. In the synthesis solutions of 
polyvinyl alcohol, silver nitrate and sodium borohydride were used; to characterize the 
nanoparticles, the techniques applied were: Ultraviolet and Visible (UV-Vis), Infrared 
(IFTR), Dynamic Light Scattering (EDL), Zeta Potential (PZ) and X-ray Diffraction (XRD). 
The genotoxic test is the Micronucleus assay, the bioindicator plant is Tradescantia 
pallidum. In order to compare the genotoxic effects, two groups were created: Group 1 
(Inflorescences in water) and Group 2 (Inflorescences in matrix of silver nanoparticles); 
Biosynthesis with sodium borohydride and norbixin is an alternative of low cost and 
environmental impact, the analyzes showed that the solution presents spectrum 
range characteristic of silver nanoparticles and small variation in the size distribution. 
The TRAD-MCN assay demonstrated that there is presence of clastogenicity, with 
micronucleus formation in both the case and control groups, however the difference 
was not statistically relevant.
KEYWORDS: “Silver nanoparticle”; “Genotoxicity”; biomonitoring.”

1 | 	INTRODUÇÃO
Um dos fatores importantes na produção de nanopartículas de prata (NP’sAg), 

deve-se ao fato delas poderem ser obtidas e estabilizadas facilmente numa matriz 
de macromoléculas, oligômeros, polímeros, cromóforos ou plantas (NETO, et al., 
2008). Pesquisas com NP’sAg tem mostrado a possibilidade do uso desses materiais 
como contraceptivos e bactericidas. Elas podem também ser usadas em cateteres e 
curativos. No entanto, a exposição humana a nanopartículas de prata pode ser um 
risco devido ao seu potencial toxicológico (ASHARANI et al., 2009). A prata em contato 
com um ferimento na pele, pode entrar na circulação sistêmica, que em contato com 
as células sanguíneas atinge órgãos como o fígado e o cérebro (TANG et al., 2009). 
Além da possibilidade do contato por via dermatológica, as NP’sAg podem ser inalada 
os ingeridas (OBERDÖRSTER et al., 2005). O fígado, em geral é o local principal 
de acumulo de nanopartículas de prata no organismo humano (SONAVANEET et al., 
2008).

Além do conhecimento sobre o potencial toxicológico das nanopartículas de 
prata, é importante investigar se as NP’sAg apresentam qualquer caráter mutagênico e 
genotóxico. A utilização de planta bioindicadora  para investigar o potencial genotóxico 
de nanopartículas de prata é um teste de alta sensibilidade.  A Tradescantia pallida 
(Rose) D. R. Hunt purpurea Boom tem sido utilizada experimentalmente em estudos 
que relacionam a atividade genética com a ação de compostos e agentes químicos (Ma, 
1981, 1983; Grant et al., 1992; Klumpp, 2004). Praticamente todas as partes da planta 
podem ser usadas em bioensaios de mutagênese para a detecção e monitoramento 
de substâncias genotóxicas, como por exemplo, o micronúcleos (Grant, 1998). Dentre 
os bioensaios usados na avaliação de genotoxicidade destaca-se o bioensaio de 
micronúcleos (Trad-MCN). O teste dos micronúcleos com Tradescantia spp. (Trad-



MCN) é considerado um dos mais sensíveis e eficientes para a detecção de agentes 
genotóxicos (Ma, 1981, 1983; Ennever et al., 1988; Rodrigues et al., 1997; Saldiva et 
al., 2002 Misík et al., 2007; Junior et al., 2008). Este bioensaio se baseia na formação 
de micronúcleos em células mãe dos grãos de pólen presentes nos botões florais 
de inflorescências jovens de Tradescantia expostas à poluição ambiental (Ma, 1981; 
Rodrigues et al., 1997; Klumpp, 2004; Klumpp et al., 2006) sendo uma ferramenta de 
baixo custo.

A norbixina é um carotenóide de fórmula molecular, C24H28O4, que possui uma 
estrutura química composta por uma cadeia com 20 carbonos, contendo nove ligações 
duplas alternadas, quatro grupos metil e dois grupos carboxílicos nas extremidades 
(COSTA, 2005). A norbixina pode ser encontrada na superfície da semente de urucum 
(Bixa Orellana L.) em uma concentração de aproximadamente de 2 %. 

O urucum é o corante natural mais utilizado na culinária brasileira, tendo o 
estado do Pará como maior produtor nacional dessa especiaria. O urucum também é 
usado como aditivo em alguns alimentos industriais, como, por exemplo, em salsichas 
comerciais. Estudos de toxicidade em animais indicaram que o urucum não apresenta 
efeitos genotóxicos, teratogênicos, mutagênicos ou clastogênicos. Pesquisas 
realizadas in vitro demonstram que a norbixina apresenta propriedades antioxidantes 
que diminuem o efeito mutagênico do peróxido de hidrogênio em moléculas do ácido 
desoxirribonucleico (DNA). Ela também possui ação antimicrobiana frente à bactéria 
Staphylococcus aureus (PEREZ, 2010).

2 | 	METODOLOGIA
Para a biossíntese da nanopartícula de prata em matriz de Norbixina foram 

usadas soluções de álcool polivinílico, nitrato de prata e borohidreto de sódio nas 
concentrações de 1,000 g/L de Norbixina; 0,338 g/L de AgNO3 e 0,800 g/L de NaBH4. 
Para cada 10,0 mL de solução de nitrato de prata utilizada na preparação das NP’sAG, 
foram adicionados 10,0 mL de solução de álcool polivinílico e 1,0 mL de solução de 
borohidreto de sódio. Em temparatura ambiente,  a solução de Norbixina é adicionada 
à solução de prata sobre forte agitação mecânica, sendo em seguida adicionada a 
solução de borohidreto de sódio lentamente por gotejamento. Após a adição do NaBH4 
a mistura rapidamente muda de incolor para verde-escuro.

A caracterização das nanopartículas foram realizadas a partir das técnicas: 
Ultravioleta e Visível (UV-Vis), Infravermelho (IFTR), Espalhamento Dinâmico da Luz 
(EDL), Potencial Zeta (PZ) e Difração de Raios-X (DRX). 

Para a contagem dos micronúcleos devido aos efeitos genotóxicos das 
nanopartículas de prata no bioindicador foram selecionados 2 grupos: Grupo 1 
(controle) as inflorescências de Tradescantia pallidum foram colocadas em becker com 
a água sob aeração contínua; Grupo 2 (Nanopartículas de prata em Norbixina). As 
inflorescências jovens foram coletadas semanalmente, fixadas em solução de etanol/
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ácido acético glacial (3:1) por 24 h, transferidas para solução de etanol 70% e mantidas 
sob refrigeração até o momento da análise. Para a análise, foi realizada a contagem 
de micronúcleos (MCN), onde se faz o maceramento das anteras e quando verificada 
a fase de tétrades, são submetidas à coloração com carmim acético, de acordo com 
o protocolo estabelecido por Ma (1981). Para cada grupo foram confeccionadas 
10 lâminas por semana. As frequências de micronúcleos foram registradas em 
cada lâmina (número de micronúcleos em 300 tétrades) e expressas em termos de 
número de micronúcleos por 100 tétrades (Campos Junior e Kerr, 2009). Esta etapa 
foi desenvolvida no Laboratório de Biologia (LABIVE) da Universidade Estadual do 
Maranhão.

As inflorescências jovens da Tradescantia são as mais indicadas para a análise 
de micronúcleos, por apresentar células em estágio de tétrade em botões de estágio 
intermediário. O botão escolhido deve ser dissecado e posteriormente macerado e 
colocado uma gota de carmim acético 2%, devendo ser retirado todos os “debris” 
(fragmentos celulares resultantes da maceração do botão) antes de colocar a lamínula. 

As lâminas devem foram analisadas em microscopia óptica com objetiva de 40 X.  
Cada lâmina, deve-se contar um total de 300 tétrades e a ocorrência de micronúcleo 
foi discriminada de acordo com o número total de MCN por tétrade. Para cada ponto 
de amostragem, foram  analisadas de 5-10 lâminas. o resultado expresso conforme a 
fórmula abaixo:

onde “M” é o número de micronúcleos contados por lâmina do ponto e “n” é o número 
total de lâminas analisadas por ponto. O valor deve ser expresso como o número de 
micronúcleo por 100 tétrades contadas.

Os dados foram analisados estatisticamente aplicando a análise de variância 
(ANOVA) associada a um teste não-paramétrico Tunkey e Duncam. O  nível  de  
significância  adotado foi α=0,05.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO
O levantamento de dados nas bases de dados BIREME,MEDLINE LILACS, 

SCIELO e EBSCO sobre os riscos genotóxicos das nanopartículas de prata, possibilitou 
a discussão de propriedades benéficas do seu uso em formulações farmacêuticas, 
procedimentos estéticos, odontológicos, entre outros, por conta principalmente de sua 
ação bactericida, entretanto o limiar entre os benefícios e os potenciais danos celulares 
é bem pequeno, vários autores discutem a concentração adequada da dose efeito, 
numa tentativa de garantir sua resposta terapêutica, biodisponibilidade e aplicações 
médicas. Não foi encontrado nenhum estudo nas bases de dados pesquisadas que 
promova um ensaio da genotoxicidade de nanopartículas de prata através do teste de 
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micronúcleo. 
Diversas são as técnicas descritas para a preparação  de nanopartículas de 

prata a partir da redução de Ag+ em meio aquoso. Dentre as estratégias descritas para 
síntese de sistemas coloidais, estão formações fotoquímicas (HUANG et al., 1996), 
radiolíticas (SHIN et al., 2008) e biogênicas (LUKMAN et al., 2011). A redução de íons 
do nitrato de prata por  borohidreto de sódio e citrato de sódio é uma técnica muito 
prática (FELDHEIM et al., 2002), mas passa pelo desafio de manter uma suspensão 
coloidal estável, para que a energia superficial das nanopartículas não cause sua 
imediata agregação pela formação de ligações metal-metal (KLABUNDE et al., 2001). 
A reação que governa a redução dos íons de prata (Ag+) em prata metálica por ação 
do agente borohidreto de sódio está descrita a seguir (SOLOMON et al., 2007).

AgNO3 + NaBH4→ Ag + 1/2H2+ 1/2B2H6 +NaNO3

As nanopartículas de prata foram sintetizadas à temperatura ambiente em matriz 
de Norbixina usando soluções de álcool polivinílico, nitrato de prata e borohidreto de 
sódio nas concentrações de 1,000 g/L de Norbixina; 0,338 g/L de AgNO3 e 0,800 g/L 
de NaBH4. A caracterização pela medida de Ultravioleta e Visível (UV-Vis) demonstrou 
espectros das nAg nas bandas  centradas  nos comprimentos de onda de 420, 450 
e 480, para  NETO et al. (2008)  uma média de 400  nm  é a faixa característica 
das  nanopartículas  esféricas. No Espalhamento Dinâmico da Luz (EDL), o diâmetro 
médio foi de 62 nm variando 8,2 nm, alguns autores como PINTO(2008) e SOLOMON 
et al. (2007) utilizaram o borohidreto de  sódio como agente redutor e obtiveram  
nanopartículas  de  tamanhos menores, entre  3  e  12  nm. O Potencial Zeta (PZ) 
apresentou -3,50 mV e a Difração de Raios-X (DRX) não mostrou presença de outros 
nanomateriais metálicos. 

A planta bioindicadora foi cultivada, multiplicada e dividida em dois grupos:  Grupo 
1 (controle) onde as inflorescências de Tradescantia foram colocadas em becker 
com a água sob aeração contínua; Grupo 2 (Nanopartículas de prata em Norbixina); 
As inflorescências foram coletadas nos dois pontos amostrais. Após a coleta as 
inflorescências foram fixadas em solução de etanol/ácido acético glacial (3:1) por 24h.

A minoria das lâminas apresentaram células na fase de tétrades (25%) o que 
dificultou a pesquisa por eventos clastogênicos, conforme protocolo definido por MA 
et al. (1981) esta é a fase celular mais sensível às alterações genéticas. Foi detectada 
a presença de tétrades com micronúcleo em ambos os grupos, entretanto sua 
presença não foi estaticamente significante para o Grupo 1 (p<0,0054) e nem para 
Grupo 2 (p<0,013). A presença de micronúcleo no Grupo 1, pode ser devido a outros 
contaminantes presentes na amostra ou clastogenicidade intrínseca das células da 
inflorescência (KLUMPP et al. 2006). Apesar da diferença não ser significante, a 
presença de micronúcleos no Grupo 2 é maior do que no Grupo 1, demonstrando 
discreta intoxicação, estes efeitos foram discutidos por ASHARANI et al, (2009) ao 
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sugerir que a lesão celular ocorre primariamente ao ATP (adenosina trifosfato) se 
estendendo para as mitocôndrias, que liberam espécies reativas de oxigênio, estas, 
causadoras de dano às organelas citoplasmáticas e ao DNA dose dependente.   

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS
A biossíntese de solução coloidal de nanopartículas de prata utilizando o 

borohidreto  de  sódio  como  agente  redutor e norbixina como matriz é uma alternativa 
simples, de baixo custo e impacto ambiental. As  análises  realizadas, concluíram que  
a solução apresenta faixa de espectro característica de nanopartículas de prata e 
pequena variação  na  distribuição  de  tamanho como esperado. O ensaio de TRAD-
MCN demonstrou que há toxicidade e presença de clastogenicidade, com formação 
de micronúcleo tanto no grupo caso quanto controle, entretanto a diferença não foi 
estatisticamente relevante.
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