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RESUMO

O cancer ¢ um dos principais problemas de satde publica no mundo, sem cura e com
tratamentos agressivos. As nanoparticulas de prata (AgNP’s) sdo um dos nanomateriais mais
estudados e utilizados, devido as suas propriedades caracteristicas, podendo ser utilizadas para
tratar e diagnosticar canceres. Morinda citrifolia L. (noni) tem sido sistematicamente explorada
para a biossintese de nanoparticulas metalicas, também pela sua atividade antitumoral. A
pesquisa teve por objetivo sintetizar e estabilizar as AgNP’s em extrato vegetal de noni por
meio de sintese verde. As AgNP’s foram sintetizadas utilizando nitrato de prata e citrato de
sodio, confirmando a reducdo da prata pela mudanca de cor da solugdo nitrato/citrato. A
caracterizagdo AgNP’s foi realizada pelo método de espectroscopia de luz ultravioleta visivel
(UV-Vis), mostrando uma banda de absorbancia por volta de 400 nm indicando a formagao e
estabilizacao das AgNP’s. A avaliagdo genotoxica das AgNP’s foi feita pelo teste de Allium cepa
com germinacdo de raizes em 19 bulbos dos 30 colocados no bioensaio. A genotoxicidade
variou conforme as diferentes concentragdes, apresentando para o grupo A indice mitdtico (IM)
estavel e indice de alteragdes cromossdmicas (IAC) baixos; grupo B com IM e IAC abaixo do
grupo A; C1 com IM alto e IAC também alto em relacao ao grupo A; C2 com IM acima do
encontrado no grupo A, no entanto, IAC acima dos valores encontrados no grupo A, B e Cl1;
C3 com IM abaixo em relagao a todos os grupos, exceto ao B e IAC com valor acima do grupo
A e abaixo dos subgrupos C1 e C2 revelando um grau mediano de genotoxicidade de AgNP’s
na concentracdo de 50%. Este estudo mostrou que AgNP’s estabilizadas em extrato de noni
apresentaram genotoxicidade mediana se mostrando promissoras na producdo de um

fitoterapico coadjuvante no tratamento de cancer.

Palavras-chave: Antitumoral; Extrato vegetal; Nanoparticulas de prata.



ABSTRACT

Cancer is one of the main public health problems in the world, with no cure and aggressive
treatments. Silver nanoparticles (AgNPs) are one of the most studied and used nanomaterials,
due to their characteristic properties, and can be used to treat and diagnose cancers. Morinda
citrifolia L. (noni) has been systematically explored for the biosynthesis of metallic
nanoparticles, also due to its antitumor activity. The aim of this research was to synthesize and
stabilize AgNPs in noni plant extract by means of green synthesis. AgNPs were synthesized
using silver nitrate and sodium citrate, confirming the reduction of silver by the change in color
of the nitrate/citrate solution. AgNP characterization was carried out using the ultraviolet-
visible (UV-Vis) light spectroscopy method, showing an absorbance band around 400 nm
indicating the formation and stabilization of AgNPs. The genotoxic evaluation of the AgNPs
was carried out using the Allium cepa test with root germination in 19 bulbs out of the 30 placed
in the bioassay. The genotoxicity varied according to the different concentrations, with group A
showing a stable mitotic index (MI) and a low chromosome alteration index (CAI); group B
with a MI and CAI below group A; C1 with a high MI and CAI also high in relation to group
A; C2 with a MI above that found in group A, but a CAI above the values found in groups A,
B and C1; C3 with a MI below that found in all groups except B and a CAI above that found in
group A and below that found in subgroups Cl and C2, revealing a medium degree of
genotoxicity of AgNPs at a concentration of 50%. This study showed that AgNPs stabilized in
noni extract showed average genotoxicity, showing promise in the production of a

phytotherapeutic adjuvant in the treatment of cancer.

Keywords: Antitumor; Plant extract; Silver nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ um dos principais problemas de saude publica no mundo e estd entre as
quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos) na maioria dos paises. A
incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em parte pelo
envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela mudanca na distribuicao e
na prevaléncia dos fatores de risco de cancer, especialmente aos associados ao desenvolvimento
socioecondmico (Bray ef al., 2018).

Os medicamentos atualmente utilizados para tratamentos anticAncer acabam causando
efeitos colaterais e efeitos nao intencionais ou nao direcionados na fisiologia normal do corpo,
bem como o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos, metabolismo rapido dos
medicamentos e eliminacao de corpo do paciente, o que diminui o tempo efetivo de tratamento
(Takac et al., 2023). Varias frentes de pesquisas no mundo e no Brasil estdo em andamento em
busca de novas terapias anticancer, bem como o completo entendimento dos mecanismos de
acdo dessas terapias na erradicagdo da doenga (Alvarenga et al., 2014).

Nanoparticulas (NP’s) sdo particulas que existem em uma escala nanométrica com
tamanhos de até 100 nm em pelo menos uma dimensao (Coura et al., 2018). Diversos estudos
tratam da obtencdo de nanoparticulas metalicas devido as suas propriedades tUnicas. Sao
aplicadas em catalises, diagndstico e tratamento de doengas, sensores tecnoldgicos, entre
outros. Devido as suas intrigantes carateristicas fisico-quimicas, as nanoparticulas de prata
(AgNP’s) tém ganhado cada vez mais atengdo na pesquisa de cancer, mostrando acao
antiproliferativa inerente. AgNP’s foram estudadas para construir uma ferramenta de
diagnostico e tratamento de cancer da proxima geragao (Takac ef al., 2023). A prata ¢ um metal
nobre que possui caracteristicas bioldgicas desejaveis, como propriedades antibacterianas e
antifingicas. Uma pesquisa recente evidenciou que varios compostos da prata t€ém multiplos
impactos em células com cancer (Medici ef al., 2016).

Pimentel ef al. (2016) afirmam que a Morinda citrifolia L. conhecida por noni ou noni
Taiti, ganha destaque como importante planta medicinal pelo uso popular como antineoplésico.
O emprego tradicional da M. citrifolia L. pelos polinésios atribuia-se aos efeitos relacionados
com atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica,
anti-inflamatoria, hipotensora e imune estimulante. Portanto, a estabilizacdo de nanoparticulas
de prata em noni por meio de sintese verde ¢ uma alternativa promissora. Visto que as
nanoparticulas de prata possuem propriedades anticancerigenas, o noni possui propriedade

antitumoral, e a sintese verde terd papel fundamental, reduzindo a geragao de residuos toxicos
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ao se estabilizar nanoparticulas de prata em noni. Isso trard a possibilidade de produgdo de um
potencial fitoterapico atuante no tratamento coadjuvante do cancer.

Este projeto teve como objetivo sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata
estabilizadas em extrato aquoso de noni por sintese verde por meio do método de Ultravioleta
visivel (UV-Vis). Também testar a genotoxicidade das nanoparticulas estabilizadas no extrato

pelo teste de Allium cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do Cancer

O cancer ¢ uma doenga causada por mutagcdes no DNA, juntamente com falhas nos
processos de reparo celular, levando a uma expansdo clonal descontrolada (Van loo & Voe,
2014), que esta entre as doengas mais letais e debilitantes do mundo, apesar do grande ntimero
de pesquisas realizadas para desvendar os mecanismos moleculares da doenga e seus processos
patologicos (Sun et al., 2015). Cancer se configura como um grupo de doengas complexas, com
comportamentos diferentes, conforme o tipo celular do qual se originam. Todos os canceres
mostram duas caracteristicas fundamentais: a proliferag¢do celular descontrolada, caracterizada
por crescimento e divisao celulares anormais, € as metastases, um processo que permite que as
células cancerosas se disseminem e invadam outras partes do corpo (Borges-Osorio &
Robinson, 2013). O cancer ¢ uma doenga multifatorial e a combinacdo da exposi¢do ambiental
e dos fatores genéticos pode contribuir para o aumento do cancer na populagdo. Com relagdo a
qualidade do ar, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (Iarc-International Agency for
Research on Cancer) classificou a polui¢do do ar externo e suas particulas como cancerigenas
para os seres humanos, com base em evidéncia suficiente de que pode causar cancer em
humanos e animais (Inca, 2021).

No Brasil, conforme as estatisticas de cancer do INCA (Instituto Nacional do Cancer),
foram registrados em 2018 mais de 300 mil novos casos de cancer em homens, 282 mil novos
casos de cancer no sexo feminino (Brasil, 2019). Entre os 10 tipos de cancer mais incidentes
em homens e mulheres no Brasil, encontram-se aqueles também relacionados com a exposicao
a fatores de risco ambientais, como agentes biologicos (virus, bactérias, parasitas), fisicos
(radiacdes) e quimicos (medicamentos, benzeno, amianto, agrotoxicos, etc.), (Sarpa, M;
Friedrich, 2022). Essas informacgdes revelam que o cancer ¢ um grande problema de satude
publica, condicionado pela transi¢do epidemiologica, tecnologica, demografica, de costumes e
praticas de vida (Silva ef al., 2018). De acordo com Dalloulf et al. (2020), as neoplasias s@o
consideradas a segunda causa de morte no mundo e, em alguns paises desenvolvidos,
configuram-se como a primeira causa de mortalidade. Entre todas as doengas, o cancer ¢ um
problema relevante em termos de saude publica. Consonante ao Inca (2021), em 2018, o cancer

foi a segunda causa de morte, ceifando 9,6 milhdes de vidas em todo o mundo. Embora em
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paises desenvolvidos as taxas de mortalidade vém apresentando declinio, em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, essa reducdo é menor e diferente entre os sexos.

Segundo Costa ef al. (2021), para a América do Sul e Central, o controle do cancer tem
se tornado um grande desafio. Estima-se que, nessa regido, sejam registrados anualmente 1
milhao de novos casos de cancer e 500.000 mortes por cancer, € projeta-se que esses numeros
possam dobrar até o ano 2030. No Brasil, o cancer era considerado uma doenga de pequena
incidéncia, mas incuravel. Para grande parte da populacdo, desconhecedora de suas
caracteristicas epidemioldgicas, atacava principalmente os membros da elite. No entanto, em
meados do século passado, os médicos ja haviam descartado essa ideia e despertado para a
necessidade de tomar medidas mais amplas em relagdo ao assunto (Teixeira; Porto e Noronha,

2012).

2.2 Nanotecnologia e Nanoparticulas metalicas

Os constantes avangos € novas necessidades na investigagdo continuam a fomentar o
desenvolvimento de novas areas. Entre elas, uma das mais proeminentes € com maior rapidez
de desenvolvimento ¢ a nanotecnologia (Figueiras, Coimbra & Veiga, 2014). Segundo Bastos,
(2006) nanotecnologia trata-se da habilidade de manipular atomos e moléculas individualmente
para produzir materiais nanoestruturados e micro-objetos com aplica¢des no mundo real. A
Nanotecnologia ¢ uma area multidisciplinar de ciéncias aplicadas e engenharia que lida com o
design e manuseio de componentes e sistemas extremamente pequenos (Karkare, 2008). A
nanotecnologia vem apresentando um crescente desenvolvimento nos tltimos anos com grande
impacto econdmico em diversas areas de atuacdo, tais como: eletronicos, automaveis,
transporte, agricultura, fontes de energia renovaveis, especialmente, t€ém contribuido muito no
campo da medicina e farmécia, destacando-se o diagndstico, tratamento e prevencdo de
doengas, com maior efetividade (Teixeira, 2021).

Nanoparticulas (NP’s), sdo estruturas com tamanho entre 1 e 100 nandmetros,
caracterizadas por densidade, local de estados, confinamento quantico e excitagao de plasmons
de superficie, favoraveis a aplicagdes diversas (Guimaraes, 2021). No trabalho de Oliveira,
(2019) mostrou que existe uma facil interagdo das nanoparticulas metalicas com biomoléculas
(proteinas, acidos nucleicos, anticorpos, entre outros), que permitem um amplo potencial de

aplicacdo na area médica, no que se refere ao desenvolvimento de nano biossensores. Diversas
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nanoparticulas apresentam potencial para a deteccdo de marcadores de doencas, células
précancerosas, fragmentos de virus, proteinas, anticorpos e outros (Teixeira, 2021). As NP’s
podem apresentar varias morfologias e composi¢des, como: esféricas, cilindricas, estrelas,
discos, piramides e nucleo-casca (Silva, 2019).

As intimeras possibilidades de aplicagdes dadas a Nanoparticulas metalicas (NPM’s)
quando inseridas nos mais diversos materiais, provocam mudangas nas propriedades fisicas.
Sao fatores que despertam um grande interesse da comunidade cientifica para os estudos nano
cientifico. Uma vez que surge a necessidade de controle sobre os componentes estruturais de
materiais para desenvolvimento de equipamentos da microeletronica, catalise, acao bactericida,
células fotovoltaicas, e sobretudo, devido as suas intrinsecas propriedades Opticas, eletronicas,
magnéticas e cataliticas (Garcia, et al., 2021). Os métodos tradicionais utilizados para a sintese
dessas nanoparticulas sdo geralmente sua sintese por meios quimicos em que ha utilizagdo de
solventes toxicos (hidroxido de sodio, hidrato de hidrazina, borohidreto de sodio,
dimetilformamida e etilenoglicol), que podem, inclusive, ser absorvidos na superficie das
NPM’s. Além disso, pode ocorrer geracao de subprodutos perigosos e envolver consumo de alta
energia (Silva, 2014).

Por esses motivos, o uso de técnicas mais simples, baratas e sem prejudicar o meio
ambiente ¢ muito atraente (Freitas, 2019). O método biogénico ¢ também conhecido como
sintese verde para obtencao de nanoparticulas de prata e tem recebido crescente atencao na area
da nanociéncia, por desenvolver protocolos de baixo custo, e apropriados a aplicagdes
medicinais, por ser utilizados produtos naturais com potencial de reduzir, formar e estabilizar
as NP’s, tais como microorganismos, extratos de plantas e macromoléculas naturais dentre
outros, Camara et al., (2021). Os extratos naturais provenientes dos organismos vivos €
utilizados na sintese de AgNP’s, possuem aninas, fenolicos, proteinas, pigmentos, alcaloides e
outras substancias com poder redutor Viana et al., (2019).

Segundo Durén ef al. (2019), nanoparticulas de prata (AgNP’s) ¢ um dos nanomateriais
mais estudados e utilizadas no ponto de vista industrial e comercial, devido suas propriedades
caracteristicas, como: estabilidade quimica, maleabilidade, flexibilidade, alta condutividade
elétrica e térmica, atividade catalitica, baixo custo para producao e acdo antimicrobiana frente
a bactérias, virus, fungos e protozoarios. Uma pesquisa recente mostrou que varios compostos
de prata tém multiplos impactos em células com cancer. Devido ao excelente sistema fisiologico
de desintoxicagdo do corpo humano, a prata demonstra baixa toxicidade, mas ma absorg¢ao.
Portanto, AgNP’s se mostram uma solucao eficaz como meio de evitar esse problema. Na

verdade, as células podem internalizar AgNP’s por endocitose e outros processos de absorcao,
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liberando espécies reativas da prata, ions Ag +, nos locais alvo (Takéc et al., 2023). Multiplas
vias fornecem agdo anticancerigena de amplo espectro para AgNP’s (Loutfy et al, 2015 &
Venugopal et al., 2017).

Numerosos estudos de pesquisa in vitro e in vivo mostraram que AgNP’s podem inibir
o crescimento e viabilidade das células cancerigenas. Ao danificar a ultraestrutura das células
cancerigenas e causar a formagdo de ROS (Reactive Oxygen Species) e danos ao DNA, as
AgNP’s podem induzir apoptose e necrose (Rohde e al.,2021 & Li et al., 2018). Células
cancerigenas tratadas com AgNP’s também exibem parada do ciclo celular (Yin, et al., 2022 &
Singh et al., 2013). Apos a exposicao a AgNP’s, varias células cancerigenas experimentam
parada sub-G1 e apoptose. Ao inibir a migracao de células tumorais e a angiogénese, os AgNP’s
também pode diminuir a metéastase a distancia (Kitimu et al., 2022 & Noorbazargan et al.,

2021).

2.3 Morinda citrifolia L.

Morinda citrifolia L. faz parte da familia Rubiaceae. O género Morinda compreende
cerca de 80 espécies que ocorrem todas exclusivamente em zonas de clima tropical (Pereira,
2012). A planta pode apresentar-se como arbusto ou arvore (3 a 10 m de altura), com folhas
perenes, largas e de cor verde-escuro (Oliveira et al., 2018). O nome botanico para o género
Morinda foi derivado de duas palavras do latim: Morus, amora, € indicus, indiana, em referéncia
a sua semelhanca com o fruto da amoreira, Morus alba. O nome da espécie citrifolia mostra a
semelhanca de suas folhagens com algumas espécies de citrus (Lima, 2015). Em trabalho, Silva
(2009) constatou que o fruto do noni possui formato ovoide, suculento e apresenta varias
sementes triangulares de cor vermelha. Quando verde, apresenta coloracdo da casca verde, e a
medida que o fruto amadurece, apresenta cor amarela esbranquicada, na qual, a casca do fruto
apresenta uma pelicula, facilmente retirada. Em sua composi¢ao quimica, o fruto pode variar
segundo fatores ambientais, genéticos, distribuicdo geografica e estdgios de maturagao
(Oliveira et al., 2018).

Em geral, possui 90% de 4gua e cerca de 11,3% de proteinas. Exclusiva de regides
tropicais, M. citrifolia vem sendo utilizada hd muito tempo na terapéutica pelos polinésios, no

tratamento de inumeras doencas, tais como: diabetes, cancer, hipertensdo, desordens
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menstruais, artrite e, ainda, como antimicrobiano, anti-inflamatorio, antioxidante, dentre outros
(Barbosa et al., 2017). Em sua pesquisa, Krishnaiah et al. (2012); Singh, (2012) mostraram que
aproximadamente 200 compostos foram identificados nas diversas partes da noni, sendo que a
maioria deles pertence ao grupo dos compostos fendlicos, acidos organicos e alcaloides. Dentre
os principais componentes identificados foram: escopoletina, acido octanoico, potassio,
vitamina C, terpenoides, alcaloides, antraquinonas (como damnacanthal, morindone, rubiadina
e éter rubiadina-1-metilo, glicosideo de antraquinona), B-sitosterol, caroteno, vitamina A,
quinolina, lucidin, digoxina, glicosidos de flavona, &cido linoleico, alizarina, aminodcidos,
glucose, acubin, L-asperulosido, acido caproico, acido caprilico, dcido ursolico, rutina e uma
proxeronine putativa.

Ha uma diversidade de pesquisas, quer seja in vivo ou in vitro, de extratos ou substancias
isoladas, relacionando as atividades biologicas deste vegetal. Tais pesquisas confirmam
algumas das propriedades pertencentes a planta segundo a medicina popular (Silva, 2015). Ao
que se refere a atividade antitumoral do noni, merecem ser destacados os terpenos que
encontram envolvidos em processos como o rejuvenescimento celular, promovendo uma maior
troca nutriente-toxina e o damnacanthal, uma substancia natural utilizada para combater o
cancer. Pode-se afirmar que o mecanismo de atividade antitumoral da planta esta relacionado a
ativacdo de apoptose celular pela via intrinseca (lesdo mitocondrial levando a morte celular)
(Carvalho, 2020).

As plantas medicinais e seus derivados estdo entre os principais recursos terapéuticos
da Medicina Tradicional (MT) e da Medicina Complementar e Alternativa (MCA) e vém ha
muito tempo sendo utilizadas pela populacao brasileira nos seus cuidados com a satide (Beleza,
2016). A utilizagdo de plantas medicinais ¢ medicamentos fitoterapicos sempre foi uma pratica
muito comum, principalmente no tratamento de doengas cronicas. Atualmente, o uso de plantas
como medicamento esta sendo objeto de diversos estudos cientificos para confirmar a eficacia
e a seguran¢a do uso de plantas medicinais (Rossetto, 2021). A fitoterapia utiliza formas
farmacéuticas para preparar extratos, pomadas, tinturas e cdpsulas com vegetais, com o intuito
de auxiliar no tratamento de diversas doencas, como também na manuteng¢ao e recuperacao da

saude (Lopes & Cardoso, 2021).



19

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta do material biolégico e producio do extrato de noni

Os pontos de coleta das folhas de noni, utilizadas para produgdo do extrato aquoso,
localizam-se no municipio de Governador Eugénio Barros, Maranhao (Figura 1). O ponto 1,
assim denominado, na 4rea rural, no povoado Cacimbdo, coordenadas (5°23'00.4"S
44°03'56.4"W). O ponto 2, também localizado no municipio de Governador Eugénio Barros,
zona urbana, coordenadas (5°19'37.9"S 44°14'52.6"W) (figura 2). A coleta do material foi
realizada apenas nesses pontos. Apos a coleta, as folhas foram colocadas em jornais e prensadas
para desidratacdo. As prensas ficaram ao sol durante 30 dias. Assim, desidratadas e secas, foram
maceradas para produgdo de p6 das folhas (Figura 3) e, em seguida, levadas até a Universidade
Estadual do Maranhao - Campus Caxias, onde foram utilizadas para produgao do extrato aquoso
de noni no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC). As datas de coleta aconteceram nos
dias 23 e 24 de agosto de 2023.

Para obtencao do extrato aquoso de noni, foram utilizados 5g de p6 das folhas pesadas
em balanca de precisao, colocadas em um béquer com 400 mL de agua deionizada e levadas ao

micro-ondas por 5 min (figura 4).

Figura 1: Mapa do ponto de coleta.
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Fonte: Autor, (2024). Software Livre Qgis. [ Maranhéo
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Figura 2: Pontos de coleta. Imagem A: Local de coleta, Cacimbao. Imagem B; local de coleta, Rua sete de
setembro.

Fonte: Dados do Google.

Figura 3: Processo de fabricagdo do p6 das folhas de noni. A) Espécime de noni. Imagem B) Folhas e fruto do
noni. C) Folha do noni seca. D) P6 das folhas de noni.

Fonte: Dados da pesquisa, 202 4.

Figura 4: Producdo do extrato aquoso. A) pesagem do po6 de noni. B) Aquecimento da solucdo aquosa do
noni. C) Extrato aquoso do noni.

N T—r——

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.



21

3.2 Sintese das nanoparticulas de prata

Para a sintese das nanoparticulas de prata, foi usado 0,17 g de nitrato de prata (AgNOs)
diluido em 1000 mL de agua deionizada. Logo em seguida, foi adicionado 1 g de citrato de
sodio (CeHsNa3O7) em um Béquer contendo 100 mL de 4gua deionizada. Apos isso, 40 mL da
solucdo de nitrato foi colocada em um Béquer e disposto a chapa aquecedora até a ebuli¢ao,
apos a solugdo de nitrato de prata atingir a ebuli¢ao foi adicionado a solugao citrato de sodio e
misturaram-se as solucdes, formando uma solugao nitrato de prata/citrato de sodio, essa solucao
foi aquecida em agitacdo magnética em uma chapa aquecedora (Figura 5). A solug¢do foi
submetida a aquecimento e agitacdo magnética constante até se observar a redugao da prata.
ApoOs a reducdo da prata, a solucdo foi mantida apenas em agitacdo magnética. Ao atingir a
temperatura ambiente de 25°C foi adicionada a mistura, uma solucio de extrato aquoso de noni.
Em seguida, passados 15 minutos, a solugdo nitrato de prata/citrato/noni foi armazenada num

frasco ambar.

Figura 5: Processo de pesagem e diluicdo das solu¢des. A) Nitrato de prata. Imagem B: Pesagem do nitrato
de prata. Imagem C: Citrato de sddio. D) Pesagem do citrato de sodio. E) Dilui¢do do nitrato de prata. F):
Diluigao do citrato de sodio.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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3.3 Caracterizacido das nanoparticulas de prata

A caracterizagdo das nanoparticulas sintetizadas foi realizada por espectroscopia
ultravioleta visivel (UV-Vis), usando espectrofotometro Kasuaki, modelo N60OOPLUS (Figura
6), com celas de quartzo. Foram submetidas a UV-Vis as solugdes nitrato/citrato e
nitrato/citrato/noni para verificar a presenga de alteragdo no tamanho ou forma das
nanoparticulas de prata em ambas as solugdes. A principio, foram colocados 3ml de solugao
nitrato/citrato diluidas em agua deionizada e colocadas em cela de quartzo e levadas ao
espectrofotOmetro para caracterizagdo das nanoparticulas de prata. Logo em seguida, a solucao
de nanoparticulas teve adi¢do de 50ml de extrato de noni, formando assim, uma solug¢ao de
nitrato/citrato/noni. O extrato aquoso também foi submetido a espectrofotometria de luz UV-
Vis para a verifica¢do de estabilizagdo das nanoparticulas de prata.

As solugdes de nitrato/citrato/noni e extrato de noni foram armazenadas separadamente

em frascos ambar e levadas a geladeira para futuras espectroscopias UV-Vis das solucdes.

Figura 6: Aparelho de espectrofotometria. Kasuaki, modelo N60OOPLUS.

e

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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3.4 Avaliacao genotoxica por Allium cepa

A avaliagdo genotoxica foi feita utilizando a solugdo das nanoparticulas de prata
estabilizadas no extrato vegetal de noni e também somente no extrato aquoso de noni. Portanto,
foram testadas pelo bioensaio teste de A. cepa no Laboratdrio de Biotecnologia da Universidade
estadual do Maranhdo-campus Caxias (UEMA-Caxias). A andlise foi feita utilizando trés
grupos (A, B e C), separados em diferentes recipientes, sendo o grupo A, o controle negativo,
contendo dgua deionizada; e o grupo B, com concentracdo de 100% do extrato aquoso de noni;
e grupo C, com nanoparticulas de prata estabilizadas em noni, subdividido em trés (C1, C2 e
C3), grupos estes, contendo trés concentracdes diferentes de AgNP’s+noni. Dos quais, o
subgrupo C1 dispunha de 25% de AgNP’s+noni, subgrupo C2, 50% de AgNP’s+noni e
subgrupo C3, 100% de AgNP’s+noni (Figura 7). Para cada grupo foram colocadas seis cebolas
(A. cepa) de tamanho médio, pré-tratadas, por meio de lavagem dos bulbos, retirada de raizes
velhas e catafilos (casca) e a retirada de parénquima central da coroa de brotamento. O total de
30 unidades dividas em 5 grupos. O Teste 4. cepa seguiu o protocolo sugerido pela Sociedade
Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA) elaborado por
Medeiros et al., (2007) com adaptacao. As cebolas foram limpas e imersas em cada grupo. Para
cada concentragdo, 6 bulbos foram colocados em contato com cada solucdo, repondo a

concentragdo enquanto iam evaporando.

Ap6s 72 horas, as raizes que mediram entre 0,5 e 1,5 cm foram cortadas. Posteriormente,
as raizes foram colocadas em solugdo Carnoy por 24 horas e, apos esse tempo, foram estocadas
em etanol 70% até o dia do preparo das laminas. Para a prepara¢do das laminas, as raizes foram
lavadas com agua deionizada (3 banhos de 5 minutos cada), para a remogao do fixador e depois
foi realizada a hidrolise com HCL em 60 °C por 1 min. Em seguida, as raizes foram retiradas
do acido e lavadas em agua deionizada. Com o auxilio de uma pinga, as raizes foram secas e
transferidas para um frasco ambar com o reativo de Schiff por 2 horas. As raizes foram lavadas
com agua até a total remocdo do corante e em seguida secadas. Para a ultima etapa, as raizes
foram colocadas sobre uma lamina, separando a extremidade mais corada de cada uma delas,
uma gota de carmim acético foi adicionada e em seguida coberta com uma laminula. Apds isso,
foi realizada uma pressdo e a levou para observagao no microscopio imediatamente.

O teste de avaliag@o genotoxico de raizes germinadas pelo teste A. cepa foi baseado na
contagem do numero de anomalias cromossOmicas em células meristematicas. A avaliagao de

genotoxicidade foi realizada utilizando dezenove raizes levadas ao microscopio com o intuito
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de verificar anomalias cromossomicas (AC) e indices mitdticos (IM). A genotoxicidade foi
avaliada com base no indice de genotoxicidade (IGen) estabelecido pela relagao do nlimero de
células com anormalidade cromossomica (IAC) e o nimero total de células observadas

(Sampaio, 2021).

Figura 7: Bulbos submetidos a germinagdo nas solugdes em cinco grupos. A) Visdo aérea do
teste A. cepa. B) Visdo horizontal do teste.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Producao do extrato de noni

O extrato aquoso de noni apresentou uma coloragdo verde escura, com odor

forte e caracteristico, com um pH de 5,0.

Figura 8: Extrato aquoso de noni. A) extrato aquoso em um béquer. B)
extrato armazenado na geladeira.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

A coloragao verde-escura encontrada corrobora com o relatado em trabalho por Barros,
(2018). O odor forte e caracteristico corroborando com Mendes et al. (2023) afirmando a
presenca de um forte odor de 4cido butirico. O teste de pH do extrato de noni, na faixa de 5,0
do extrato, esta consonante com o resultado encontrado em trabalho de Barros (2018), relatando

um pH de 5,28.
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4.2 Sintese das nanoparticulas de prata

As nanoparticulas sintetizadas apresentaram uma mudanga gradual de cor a medida que
estavam sob aquecimento e agitacdo magnética. A mistura foi passando de uma coloragao
incolor para uma coloragdo amarelo-esverdeado, indicando a redugdo da prata com formagao

de nanoparticulas (Figura 9).

Figura 9: Soluc¢do citrato/nitrato com mudanca de cor gradualmente. Imagem A: Solucdo nitrato/citrato sob
agitagdo e aquecimento. Imagem B: Inicio da reducdo da prata e mudanga de cor. Imagem C: Numero de
AgNP’s aumentando e cor ﬁcando mals mtensa Imagem D: AgNP’s redu21das em mtrato de sod10

i N N

Fonte: Dados da pesqulsa 2024.

Os resultados observados nesse trabalho estdo corroborando com Melo Junior et al.
(2012) que, em seu trabalho, também notou uma cor amarelada caracteristica da reducao e

formagao de AgNP’s.

4.3 Caracterizacio das nanoparticulas de prata

Ao submeter a amostra de nanoparticula de prata a espectroscopia de Ultravioleta
visivel, foi observado uma banda de absor¢do larga com méxima intensidade em 420 nm
indicando nanoparticulas de diferentes tamanhos, confirmando a formacao das nanoparticulas

de prata (Figura 10).
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Figura 10: Grafico de absor¢do das AgNP’s.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Resultados observados na espectrofotometria de AgNP’s corroboram com Melo et al.
(2020), que observaram uma banda de absor¢ao larga com maxima intensidade em torno de 415
e 440 nm, aproximadamente 430 nm. Concordando com Lima (2011), Reis (2011), Miguel
(2012), e Melo Junior et al. (2012), que afirmam que o espectro de absor¢ao no comprimento
de onda em torno de 400 nm ¢ tipicamente caracteristico de solugdo de nanoparticulas de prata
com coloracdo amarela, como se observa na (Figura 9). Segundo Noguez (2007), fatores
importantes das nanoparticulas no efeito de Ressonancia Plasmonica de Superficie (RPS) sao:
a densidade eletronica do material, massa efetiva, formato e tamanho, bem como sua func¢ao
dielétrica, mostrando que o tamanho e formas das NPM’s influenciam em seu grau de absorcao.

O gréfico apresentado na solucdo de AgNP’s com uma banda de absorbancia ¢
ocasionada por um fendmeno de RPSL, do qual ¢ um fendmeno ocasionado por interagado
elétrons de NP de metais nobres com luz, gerando uma onda de plasmons, a RPSL como descrito

em trabalho de Silva, (2019).
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A caracterizagdo da solugdo de (nitrato/citrato/noni) apresentou uma banda de absor¢ao
na faixa de comprimento de onda de 400 e 440 nm (Figura 11). Indicando que as nanoparticulas

de prata se mantiveram estabilizadas no extrato de noni, mostrando pouca ou nenhuma alteragao

em seus tamanhos e formas.

Figura 11: Grafico de absor¢@o da solugdo AgNP’s+noni.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Essa caracterizacdo foi feita para verificar se as nanoparticulas estabilizadas em noni
sofreram alguma alteracdo na morfologia ou tamanho, podendo afetar a banda de absorbancia
em comprimento de onda. Os resultados da espectrofotometria da solucao nitrato/citrato/noni
se mostrou semelhante com os de Noorbazargan ef al. (2021), que em trabalho, observaram um
pico na banda de absor¢do com méaxima de 430 nm para AgNP’s estabilizadas em extrato de
Juniperus polycarpos, Venugopal et al. (2017), observando em AgNP’s estabilizadas em
Syzygium aromaticum uma banda de absor¢ao em torno de 420 a 470 nm e Conceicao et al.
(2023), presenciando uma banda de absorcdo por volta de 400 nm em seu trabalho com

nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de Bauhinia forficata.
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Silva (2019), observou que outra caracteristica importante das NP’s de prata ¢ que, para
as NP’s de diametro de 50 nm, o pico das eficiéncias de espalhamento, absor¢ao e extingdo esta
na faixa de 408 nm, enquanto para as NP’s de ouro, o pico das eficiéncias estd na faixa de 550
nm. Visto isso, as faixas de absor¢des se mantuveram estaveis entre 400 e 430 nm podem indicar

um tamanho aproximado de 50 nm das AgNP’s.

O espectro de absorcao da solucdo de extrato aquoso de noni ndo apresentou nenhum
pico maximo em graus e absor¢do, como se era esperado, uma vez que ndo existiam

nanoparticulas de prata nessa solugdo (Figura 12).

Figura 12: Gréfico do extrato aquoso de noni.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
A solugdo de extrato aquoso de noni submetida a UV-Vis ndo apresentou banda de

absorbancia com valor maximo como observado nas solugdes de AgNP’s, e AgNP’s + noni

devido a auséncia de nanoparticulas de prata que absorvem radia¢do em comprimento de onda
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de 400 a 480 nm, também por ndo ocorrer o fendmeno RPSL, por ndo existirem nessa solu¢ao

elétrons de metais nobres.

4.4 Avaliacao genotoxica

Ao observar os resultados de germinacdo de bulbos, foi possivel notar que nao houve
germinacgdo de todas as raizes, no entanto, observou-se um desenvolvimento lento das raizes
em dezenove bulbos. O grupo A (grupo controle), teve apenas trés bulbos com raizes
desenvolvidas dentre seis dispostos no grupo, bulbos de nimero 1, 4 ¢ 5 (Figura 13). Dessas
trés raizes desenvolvidas, apenas uma apresentou tamanho acima de 0,5cm (raiz do bulbo
namero 5). O que pode explicar esse desenvolvimento vagaroso ¢ a utilizagdo de agua
deionizada, pois ela apresenta auséncia de minerais, tornando-a mais pura. O grupo B (extrato
aquoso de noni) apresentou um desenvolvimento menos satisfatério em relacdo ao grupo
controle. Nesse grupo, obtiveram-se duas raizes germinadas, porém, pouco desenvolvidas,

medindo tamanho inferior a 0,5 cm, raizes 2 e 5 (Figura 14).

Figura 13: Cinco bulbos comraizes germiandas no grupo controle. A) Bulbo grupo controle nimero 1; .B)
Bulbo grupo controle nimero 4; C) Bulbo grupo controle niimero 5

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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Figura 14: Dois bulbos com raizes germinadas no grupo B. A) Bulbo grupo extrato de noni 2; B) Bulbo grupo
extrato de noni 5.

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Os bulbos do grupo C submetidos as trés diferentes concentracdes de AgNP’s+noni
apresentaram um desenvolvimento mais satisfatorio em rela¢ao aos grupos A e B. O subgrupo
C1 (Grupo das AgNP’s+noni) na concentragdo de 25% exibiu germinacdo de cinco bulbos, 1,
2, 3,5 e 6 (Figura 14). No entanto, somente um bulbo apresentou raiz com comprimento acima
de 0,5 cm. Foi possivel observar um desenvolvimento vagaroso e com poucas raizes em alguns
bulbos submetidos ao subgrupo. Ja em relacdao a quantidade de raizes germinadas, o subgrupo
C2 foi o segundo mais bem-sucedido de todos os subgrupos do grupo C, com um total dos seis

bulbos com germinacao de raizes.

Figura 14: Bulbos com raizes germinadas no grupo C1. A) Bulbo grupo C, subgrupo cl namero 1; B)

Bulbo grupo C, subgrupo ¢l ntimero 2; C) Bulbo grupo C, subgrupo C1 nimero 3; D) Bulbo grupo C,

subgrupo C1 nimero 5; E) Bulbo grupo C, subgrupo C1 niimero 6.
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O subgrupo ¢2 de AgNP’s+noni na concentragdo de 50% apresentou seis bulbos com
desenvolvimentos de raizes. Desses seis, apenas um bulbo apresentou desenvolvimento de raiz
acima de 0,5 cm, bulbo 4 (Figura 15). Em relagdo ao desenvolvimento de raizes em bulbos, o
subgrupo c2 foi o mais bem-sucedido dos subgrupos pertencentes ao grupo C, com 100% de

bulbos germinados.

Figura 15: Bulbos com raizes germinadas no subgrupo c2. A) Bulbo grupo C, subgrupo c¢2 niimero 1; B)
Bulbo grupo C, subgrupo c¢2 numero 2; C) Bulbo grupo C, subgrupo ¢2 numero 3; D) Bulbo grupo C,
subgrupo c¢2 numero 4; E) Bulbo grupo C, subgrupo c¢2 numero 5; F) Bulbo grupo C, subgrupo ¢2 ntimero 6.

o 4

=

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

O subgrupo c¢3, de AgNP’s+noni na concentracdo de 100%, expds uma germinacao
abaixo dos outros grupos, com apenas 3 bulbos apresentando raizes desenvolvidas, com

tamanhos abaixo de 0,5 cm, bulbos (1, 4 e 5), (Figura 16).

Figura 16: Bulbos com raizes germinadas no subgrupo c3. A) Bulbo grupo C, subgrupo c¢3 niimero 1; B)
C, subgrupo c3 numero 5.

Bulbo grupo C, subgrupo ¢3 niumero 4; C) Bulbo grupo

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.
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A avaliacdo de genotoxicidade das dezenove células meristematicas dos bulbos
contabilizaram aproximadamente 19.000 células, tratadas segundo a metodologia deste
trabalho, e feita a confecgdes de laminas para visualizagdo em microscopio, com o intuito de
verificar indice de alteragdes cromossdmicas (IAC) e indices mitéticos (IM). Foram analisadas
19 laminas, 3 do grupo controle, 2 do grupo da solucao de noni 100%, 5 do grupo da solugdo
de 25% de AgNP’s+noni (c1), 6 do grupo da solucao de 50% de AgNP’s+noni (c2) e, por fim,
3 do grupo da solugdo de 100% AgNP’s+noni. A andlise de IAC e IM foi realizada utilizando a
comparacdo entre as células meristematicas do grupo A com os demais grupos, B e C. Foram
analisadas aproximadamente 1000 células de cada raiz dos bulbos germinados, buscando
encontrar anomalias cromossomicas em algum estdgio do ciclo celular (Profase, Metafase,
Anafase e Telofase) geradas por interagdo com meio dos quais foram germinadas. Verificou-se
células em sua grande maioria em interfase, no entanto, observou-se células com anomalias
cromossdmicas como: broto nuclear, perda nuclear (delecdo), ponte cromossomica,
micronucleo, célula binucleada com atraso cromossomico, célula binucleada, célula

multinucleada e c-metafase (Figura 17).
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Figura 17: Alteragdes cromossdomicas em células meristematicas de 4. cepa. A) célula binucleada; B)

Metafase com delegdo; C) Metafase; D) Telofase; E) Anafase com ponte cromossomica; F) Célula

multinucleada; G) Pro-metafase; H) Célula binucleada com atraso cromossomico; I) C-metafase; J)

Anéfase; K) Célula com micronucleo. L) Célula em Profase.
‘ gr o= e ¥ ¢ B |

Fonte: Dados da pesquisa, 2024.

Ao analisar as células dos cinco grupos foi possivel observar a presenga de agentes
causadores de alteragdes cromossomicas em todos os grupos, e como descrito por Pereira.,
(2017), o termo genotoxicidade refere-se a capacidade de agentes mutagénicos interagirem com
o DNA e/ou componentes celulares (fibras do fuso) e suas enzimas (topoisomerases), causando
danos em sua estrutura, na replicacdo e segregacdo cromossomica. Em estudo Oliveira, (2012)
mostra que os agentes genotoxicos sao definidos como qualquer substancia ou produto quimico,
fisico ou bioldgico que danifique o DNA nuclear de forma direta ou indireta, afetando assim o
metabolismo celular. Também conforme Ferreira (2021), as aberragdes cromossomicas podem
interferir em processos celulares essenciais, como a replicagdo e a transcri¢ao, além de estarem

associadas ao envelhecimento, a morte celular e a diversas patologias.
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A pesquisa realizada nas células meristematicas de 4. cepa, revelou dados significativos
sobre os IM e IAC nos diferentes grupos. No grupo controle, denominado GP, os resultados
indicaram um indice mitético de 1,3%, sugerindo uma taxa de divisao celular estavel. O indice
de alteragdes cromossdmicas no grupo controle foi de 0,76%, indicando uma baixa incidéncia
de modificagdes estruturais nas células. Por outro lado, o grupo experimental B, tratado com
extrato de noni, apresentou alteragdes notdveis nos indices mitoticos e de alteragdes
cromossdmicas. O indice mitético foi drasticamente reduzido para 0,15%, indicando uma
inibicdo significativa na taxa de divisdo celular. No entanto, o indice de alteragdes

cromossdmicas permaneceu baixo, registrando 0,16%.

Os grupos experimentais C1, C2 e C3 foram submetidos a diferentes condigdes de
tratamento, apresentou variagdes nos IM e TAC. O grupo C1 apresentou um indice mitotico de
2,42%, indicando uma elevada taxa de divisdo celular. No entanto, o indice de alteragdes
cromossdmicas foi substancial, atingindo 3,5%. No grupo C2, o indice mitotico foi registrado
em 1,81%, sugerindo uma divisdo celular menos intensa em comparagdo com o grupo Cl.
Surpreendentemente, o indice de alteragcdes cromossdmicas aumentou para 3,71%, indicando
um impacto significativo nas estruturas cromossdmicas. Este aumento de IAC provavelmente
foi gerado por aumento da concentragao da solugdo. J4 no grupo C3, observou-se um indice
mitotico de 0,73%, indicando uma baixa taxa de divisao celular. Apesar disso, o indice de
alteragdes cromossomicas foi relativamente alto, atingindo 2,1% (Tabela 1), sugerindo que,

mesmo com uma baixa taxa de mitose, as alteragdes cromossdmicas foram mais pronunciadas.

Tabela 1. Resumo da analise de indice mitdtico e indice de alteragdes cromossdmicas.

Grupos M IAC

GP (Controle) 1,3% 0,76%
B (noni) 0,15% 0,16%
Cl 2,42% 3,5%
C2 1,81% 3,71%
C3 0,73% 2,1%

Ao observar os resultados de IM e IAC podemos notar alteragdes em ambos os indices
conforme as concentragdes das solugdes aumentavam. Na solugdo de 100% de extrato aquoso

de noni o baixo indice pode estar relacionado com o pH e substincias presentes no extrato, as
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quais podem afetar o DNA. Tais reduc¢des no IM podem ser explicado pela presenca de agentes
quimicos como flavonoides e terpenoides presentes no extrato de inumeras plantas medicinais,
a exemplo dos flavonoides, como registrado em trabalho de Miranda (2018), apresenta
propriedades terapéuticas, inclusive antitumorais e triterpenoides que estdo envolvidos no
processo de inibicdo de proliferacio do DNA. Ao analisar os dados do grupo controle (A)
notamos indices mitdticos altos dos grupos C1, C2, ja no grupo C3 o nimero de IM foi abaixo
do grupo controle, o que pode indicar que a alta concentracdo das AgNP’s estabilizadas em noni
em 100% pode ser toxica, como descrito por Andrade (2012) em seu trabalho, mostrando que
valores de indice mitdtico significativamente abaixo daqueles encontrados no controle negativo
podem indicar alteragdes decorrentes da acdo quimica no crescimento e desenvolvimento de

organismos expostos.
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5 CONCLUSAO

A pesquisa em questdo revelou que a sintese verde de nanoparticulas de prata utilizando
extrato vegetal de noni demonstrou ser uma abordagem eficaz e adequada para a produgao e
estabilizacdo dessas nanoparticulas. Tal constatacdo destaca a viabilidade e o potencial da
sintese verde como uma alternativa promissora em comparagao aos métodos convencionais de
fabricagdo de nanoparticulas de prata. A natureza limpa e economicamente vantajosa desse
processo reforga sua atratividade, pois ndo apenas oferece uma rota sustentavel para a sintese
de materiais nanotecnolégicos, mas também reduz significativamente os custos associados a
producdo de AgNP's. O uso da espectrocospia em UV-vis mostrou que a estabilizacdo de
AgNP’s em extrato aquoso de noni ¢ eficaz e ndo alterou de forma significativa as bandas de
absorbancia na faixa 400 nm, constatando a estabiliza¢ao das nanoparticulas. O teste genotoxico
mostrou uma da toxicidade baixas das AgNP’s, no entanto, mostra que devido as propriedades
do noni em relagdo ao seu pH e compostos quimicos responsaveis por controlar o ciclo celular,
nao houve grande germinagdo de raizes de bulbos em contato com 100% de extrato de noni,
mostrando que a dilui¢do do extrato em consonancia com adicdo AgNP’s promoveu um
ambiente mais propicio a germinagdo, diminuindo os danos causados pelo extrato aquoso de
noni no retardo da germinagao de raizes.

Quanto aos indices mitoticos e genotoxicos, foi observado um IM menor nas
concentragcdes de menor diluicdo de AgNP’s+noni, mostrando que a concentragdes dessas
solugdes podem influenciar tanto o desenvolvimento das raizes em bulbos quanto as taxas de
divisdes mitoticas. Em contrapartida, os indices genotdxicos ndo acompanharam as taxas de
divisdo, se mantiveram altos em relagdo ao IM mostrando que a relacao de genotoxicidade €
alta nas solucdes de AgNP’s+ noni 25%, AgNP’s+noni 100% e 100% extrato aquoso de noni.
Quanto a baixa germinagdo no grupo controle, ¢ causada pela auséncia de nutrientes na agua
deionizada, pois as taxas IM foram altas e as taxas de IAC foram baixas, muito abaixo quando
comparados com os grupos B e C.

Esses resultados indicam que a solugdo AgNP’s+noini e as diferentes condig¢des
experimentais nos grupos C1, C2 e C3 influenciaram tanto o indice mitotico quanto o indice de
alteragcdes cromossdmicas em células meristematicas de A. cepa. Estes dados sdo essenciais
para compreender os efeitos de agentes externos nas caracteristicas fundamentais do ciclo

celular e na estabilidade gendmica das células estudadas.
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Este estudo mostrou que nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de noni
apresentaram genotoxicidade mediana e se mostram promissoras na producdo de um

fitoterapico coadjuvante no tratamento de cancer.
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