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APRESENTACAO

E com enorme satisfacio que apresentamos a primeira edicio da obra "Pesquisas em
Biotecnologia: inovagoes, técnicas e aplicacdes", uma coletanea de dez capitulos que redne
avancgos significativos na area de Biotecnologia. O primeiro Capitulo intitulado “Tecnologia do
DNA Recombinante ¢ RNA Mensageiro no Desenvolvimento de Vacinas”, consta de uma
revisao integrativa de literatura destacando como o avango da biotecnologia tem impulsionado o
desenvolvimento de vacinas.

O Capitulo 2 explora a BIOTECNOLOGIA APLICADA A NANOMEDICINA:
sintese de nanoparticulas de prata estabilizadas com extrato de Cureuma longa 1. (Agafrio-da-
Terra) para potencial uso no tratamento do cancer. O estudo objetivou sintetizar nanoparticulas
de prata utilizando extrato de Acafrio-da-Terra como agente estabilizante para potencial uso no
tratamento do cancer.

O Capitulo 3 detalha o uso das NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS
COM EXTRATO DE Matricaria recutita 1. (CAMOMILA): uma abordagem biotecnolégica
contra depressdao. No trabalho os autores destacam o potencial do extrato de camomila como
agente estabilizador no tratamento da depressio. Ja o Capitulo 4, intitulado
“NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS EM [Cymbopogon citratns (DC) Stapf]
(CAPIM-LIMAO): uma abordagem biotecnolégica no auxilio ao tratamento da hipertensdo
arterial”, traz a utilizacdo de nanoparticulas de prata como coadjuvante no tratamento da
hipertensao.

No Capitulo 5, ainda seguindo a tematica biotecnolégica de uso de nanoparticulas temos
uma abordagem do DESENVOLVIMENTO DE UM FITOTERAPICO A BASE DE
NANOPARTICULAS DE PRATA E MALVA-DO-REINO: uma proposta biotecnolégica para
potencial acdo antitumoral. No capitulo 6 os autores exploram a BIOSSINTESE DE
NANOPARTICULAS DE PRATA MEDIADAS POR EXTRATO AQUOSO DE Azadirachta
indica (NIM INDIANO) COM DIFERENTES pH, onde evidenciaram que o extrato de nim
indiano com pH basico tem excelente potencial para sintese de nanoparticulas de prata.

Uma abordagem intitulada “AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
DO EXTRATO FOLIAR DE Cestrum axillare Vel. SOBRE TRES FITOPATOGENOS DO

CACAUEIRO” é mostrada no capitulo 7, evidenciando a atividade antimicrobiana do extrato das

folhas de C. axillare contra fitopatégenos do cultivo do cacaueiro (Theobroma cacao 1),

desenvolvido no Sul da Bahia.
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O Capitulo 8 denominado “ANALISES E POTENCIAL DE Ipomoea imperati: PLANTA
DE RESTINGA, PARA PAISAGISMO E PRESERVACAO AMBIENTAL”, a pesquisa foi
motivada pela escassez de estudos sobre o desenvolvimento dessa planta em ambientes de
restinga na Amazonia, que sao ecossistemas ameagados por atividades antrépicas.

Uma abordagem que consiste em um conjunto de tecnologias variadas, como Internet das
Coisas (IoT), Inteligéncia Artificial (IA), Big Data, computa¢ao em nuvem, robotica, fabricacao
aditiva, dentre outras, encontra-se contemplado no Capitulo 9, AGRICULTURA 4.0,
BIOTECNOLOGIA, BIOETICA E BIOSSEGURANCA: A UNIAO TECNOLOGICA
CONTEMPORANEA.

E finalmente o Capitulo 10 intitulado “ISOLAMENTO DE Bacillus thuringiensis DE
AMBIENTES AQUATICOS E ATIVIDADE PATOGENICA EM LARVAS DE Aedes aegypti,
mostra uma alternativa viavel para o controle das populagdes desse inseto, com o intuito de
reduzir a utilizagao de inseticidas quimicos.

Esperamos que os conteudos aqui abordados colaborem com o avango cientifico e
tecnolégico contribuindo com a evolugio das pesquisas em Biotecnologia. F nessa perspectiva
que desejamos uma excelente leitura a todos!

Elmary da Costa Fraga

Organizadores
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Resumo: O avanco da biotecnologia tem impulsionado o desenvolvimento de vacinas, sendo a
tecnologia do DNA recombinante uma abordagem inovadora nesse campo. As vacinas de DNA
destacam-se por sua seguranga, eficacia e facilidade de producao, tornando-se uma alternativa
promissora frente aos imunizantes convencionais. Neste estudo, foi realizada uma revisao
integrativa de literatura, utilizando a base de dados PubMed, com o objetivo de sintetizar os
avancos e desafios das vacinas de DNA no cenario atual. Os resultados evidenciam que essas
vacinas apresentam vantagens significativas, como a indugao de uma resposta imune robusta sem
risco de replicagio patogénica, a possibilidade de administracio por vias mucosas e a alta
estabilidade, que reduz a necessidade de refrigeragao. Além disso, a produgio ¢ rapida e de menor
custo, permitindo uma resposta agil a surtos epidemiolégicos. Tais caracteristicas tornam essa
tecnologia essencial para a prevencao e controle de doengas emergentes e reemergentes. Conclui-
se que as vacinas de DNA representam um avango estratégico na imunizagao global, oferecendo
uma alternativa viavel para ampliar a cobertura vacinal, especialmente em regides de dificil acesso.
O continuo investimento em pesquisa e desenvolvimento é fundamental para otimizar essa
tecnologia e garantir sua implementacao em larga escala, fortalecendo as politicas de saude
publica e promovendo uma resposta eficaz a futuras pandemias.

Palavras-chave: Vacinas de DNA. Biotecnologia. Imunizagao. DNA recombinante. Engenharia
genética.

Abstract: Advances in biotechnology have driven the development of vaccines, with
recombinant DNA technology being an innovative approach in this field. DNA vaccines stand
out for their safety, efficacy, and ease of production, making them a promising alternative to
conventional vaccines. In this study, an integrative literature review was conducted using the
PubMed database to summarize the advances and challenges of DNA vaccines in the current
scenario. The results show that these vaccines have significant advantages, such as inducing a
robust immune response without the risk of pathogenic replication, the possibility of
administration via mucosal routes, and high stability, which reduces the need for refrigeration. In
addition, production is rapid and cost-effective, allowing an agile response to epidemiological
outbreaks. These characteristics make this technology essential for the prevention and control of
emerging and reemerging diseases. It is concluded that DNA vaccines represent a strategic
advance in global immunization, offering a viable alternative to expand vaccination coverage,
especially in hard-to-reach regions. Continued investment in research and development is
essential to optimize this technology and ensure its large-scale implementation, strengthening
public health policies and promoting an effective response to future pandemics.

Keywords: DNA vaccines. Biotechnology. Immunization. Recombinant DNA. Genetic
engineering,.

1 INTRODUGAO

A ciéncia por tras da vacina¢ao de DNA comegou ha mais de meio século. Segundo Ito
(1960) demonstrou que inje¢cbes de fragdes de acido desoxirribonucleico (DNA) do
papilomavirus derivadas de tumores induziram a geracao de tumores em coelhos, sugerindo pela
primeira vez a capacidade do DNA purificado de transfectar células de mamiferos in vivo e
expressar as proteinas codificadoras.

As vacinas estdo entre as intervengoes médicas mais importantes da histéria humana.

Estamos em uma era de avango cientifico sem precedentes em tecnologias de vacinas. No
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entanto, o desenvolvimento de novas vacinas enfrenta desafios significativos. Isso se deve a
fatores como o alto custo de desenvolvimento, que direciona o foco para mercados maiores, e
prazos prolongados para a transicio da vacina para testes clinicos. Além disso, o aumento da
ocorréncia de infecgdes emergentes e reemergentes exige respostas rapidas em intervengoes
vacinais. Exemplos incluem o coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2 (SARS-CoV-2)
e a hepatite B, entre outros (Gary; Weiner, 2020).

A doenga do coronavirus 2019 (COVID-19) ¢ causada pelo coronavirus 2 da sindrome
respiratéria aguda grave (SARS-CoV-2), um virus de RNA fita simples (ssRNA) de sentido
positivo do género Betacoronavirus. Para conter a disseminagao da pandemia, governos em todo o
mundo mobilizaram recursos humanos e materiais em esfor¢os de pesquisa e desenvolvimento
(P&D) de vacinas contra a COVID-19. Diversas abordagens foram testadas simultaneamente,
incluindo virus inativado, vivos atenuados, proteinas recombinantes, vetores de adenovirus,
vetores de virus influenza, mRNA e vacinas de DNA. A tecnologia da vacina de mRNA
desempenhou um papel fundamental no controle da pandemia da COVID-19 (Fang 7 al., 2022).

A infeccdo cronica pelo virus da hepatite B afeta aproximadamente 296 milhdes de
pessoas mundialmente e é a principal causa de cirrose e cancer de figado. Esse virus pode causar
carcinoma hepatocelular mesmo sem o desenvolvimento de cirrose, pois, sendo um virus de
DNA, ele se integra ao genoma humano. No inicio da década de 1980, os Estados Unidos e a
Franga desenvolveram as primeiras vacinas contra hepatite B, conhecidas como vacinas derivadas
de plasma, obtidas a partir da extracao de particulas de HBsAg do sangue de portadores do virus
(Mahmood ef al., 2023).

Virias caracteristicas do mRNA transcrito in vitro contribuem para seu potencial vacinal.
Primeiramente, o desenvolvimento de uma vacina de mRNA pode ser significativamente mais
rapido do que o de vacinas proteicas convencionais (Zeng ez al., 2022). Durante a pandemia de
SARS-CoV-2 em 2020, uma vacina de mRNA foi administrada ao primeiro voluntario em um
ensaio clinico de fase 1 dentro de dez semanas apos a divulgacao da sequéncia do genoma viral
(Lurie e al, 2020). Além disso, a transcricao in vitro tem alta eficiéncia e pode ser ampliada
industrialmente para fabricacdo em grande escala. Outro aspecto relevante ¢ a sintese in situ de
proteinas de antigeno, eliminando a necessidade de purificacido e estabilizagdo prolongada de
proteinas, um desafio para alguns antigenos. O transporte e armazenamento do mRNA podem
ser mais simples do que vacinas baseadas em proteinas, desde que protegidos contra
ribonucleases (RNases), tornando a tecnologia altamente promissora (Zeng ez al., 2022).

As vacinas de mRNA apresentam vantagens especificas em relagdo as vacinas

convencionais. O mRNA pode teoricamente codificar e expressar diversos tipos de proteinas,
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permitindo maior flexibilidade no desenvolvimento vacinal. A eficiéncia do processo pode ser
otimizada por modificagdes na sequéncia de mRNA, uma abordagem mais pratica em
comparagao com outras técnicas de modificagao vacinal (Xu ez a/, 2020). Além disso, a maioria
dos processos de produgao e purificagao das vacinas de mRNA sao padronizaveis, facilitando o
desenvolvimento de outras vacinas baseadas nessa tecnologia. A transcricio in vitro também
simplifica sua producao (Linares-Fernandez ez al., 2020), permitindo maior economia de tempo e
custos.

A tecnologia do DNA recombinante surge como um instrumento revolucionario na
criagdao de vacinas, permitindo o desenvolvimento de imunizantes que sio mais seguros, eficazes
e personalizados. Essa abordagem inovadora nao apenas expande os horizontes da biotecnologia
e da imunologia, mas também transforma as estratégias de saide publica, proporcionando novas
visOes para enfrentar doengas, tanto as novas quanto as ja conhecidas. Portanto, entender e
investigar os mecanismos do DNA recombinante ¢ essencial para fomentar pesquisas futuras e
aperfeicoar as politicas de prevencio, estabelecendo uma trajetoria promissora para a promogao

da saude no mundo.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo consiste em uma revisao de literatura integrativa, com o objetivo de sintetizar
o conhecimento cientifico disponivel sobre a Tecnologia do DNA recombinante e do RNA
mensageiro no desenvolvimento de vacinas. A busca foi realizada exclusivamente na base de
dados PubMed, abrangendo artigos publicados entre janeiro de 2020 e janeiro de 2025,
garantindo a atualidade das informacoes. Essa restricio de anos foi adotada para garantir que as
informacoes analisadas estivessem atualizadas e refletissem contextos mais recentes,
considerando mudangas globais na seguranca alimentar.

Para a estratégia de busca, foram utilizados descritores controlados do Medical Subject
Headings (MeSH) e termos livres que incluem: "Recombinant DNA", "Recombinant Vaccines",
" Genetic Engineering", "Biotechnology", "Vaccines, DNA", "Gene Expression", "Cloning,
Molecular", "Virus Vectors", "Immunization Techniques", "Messenger RNA" e "Antigens,
Recombinant". A combinacio foi ajustada para refinar os resultados e garantir relevancia. Foram
incluidos artigos originais e revisoes sistematicas que abordassem, DNA recombinante, Vacinas
recombinantes, Biotecnologia, publicados em inglés. Artigos que nido apresentavam texto

completo, estudos focados em adultos ou idosos, e publicacbes nao cientificas, como editoriais e

comentiarios, foram excluidos.
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A sele¢do dos estudos ocorreu em trés etapas: leitura inicial de titulos e resumos, leitura
integral dos artigos pré-selecionados e, finalmente, inclusio daqueles que atenderam aos critérios
pré estabelecidos. Por fim, embora a revisdo seja robusta, reconhece-se que a escolha de apenas
uma base de dados (PubMed) e a delimitacio temporal de 2020 a 2025 podem limitar a

abrangéncia dos resultados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O avanco das técnicas de biotecnologia e engenharia genética possibilitou a utilizacio do
DNA recombinante no desenvolvimento de vacinas, permitindo a criagdio de imunizantes mais
seguros, eficazes e acessiveis. Hssa tecnologia inovadora baseia-se na clonagem de genes de
interesse, sua inser¢do em vetores apropriados e a expressio de antigenos que estimulam a
resposta imunolégica. As vacinas de DNA representam uma revolu¢ao na imunizagio, sendo
estudadas para diversas aplicagdes, desde a prevencao de infec¢Oes até o tratamento de doengas
cronicas e imunomediadas, incluindo cancer e distarbios autoimunes (Eusébio e7 a/., 2021).

Quando comparadas as vacinas convencionais, as vacinas de DNA oferecem diversas
vantagens, como a indugdo de respostas imunes amplas sem risco de replicagdo patogenica, além
da possibilidade de codificar multiplos antigenos em um unico vetor vacinal ((Silveira; Moreira;
Mendonga, 2021). Essas caracteristicas favorecem sua aplicagdo em doengas emergentes e
reemergentes, especialmente em cenarios que demandam uma resposta rapida e eficaz, como
pandemias. Ademais, essas vacinas ativam eficientemente tanto a resposta imune humoral quanto
a celular, induzindo a produc¢io de anticorpos e a ativacdao de células T CD8+, essenciais para a
defesa contra diversos patégenos.

As vacinas de RNA mensageiro (mRNA) representam um dos avangos mais
revolucionarios da biotecnologia moderna. Essa tecnologia ganhou destaque durante a pandemia
de COVID-19, com imunizantes altamente eficazes desenvolvidos em tempo recorde. Diferente
das vacinas convencionais, as vacinas de mRNA nio utilizam patégenos inativados ou atenuados,
mas sim instrugdes genéticas que induzem as células a produzirem protefnas virais especificas,
ativando a resposta imune do organismo (Fang ¢f al., 2022).

O mecanismo de agio do RNA mensageiro utilizado nas vacinas é projetado para
codificar um antigeno de interesse, geralmente uma proteina estrutural do patégeno. Esse mRINA
¢ encapsulado em nanoparticulas lipidicas (LNPs), protegendo-o da degradacao e facilitando sua
absor¢ao pelas células hospedeiras (Linares-Fernandez ef 4/, 2020). Uma vez no citoplasma

celular, os ribossomos traduzem o mRNA na proteina-alvo, que ¢ entdo reconhecida pelo sistema

imunolégico, desencadeando uma resposta imune robusta e duradoura.
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A estabilidade das vacinas de DNA € outro fator relevante, minimizando a necessidade de
armazenamento refrigerado. Esse aspecto é fundamental para a distribuicio em areas endémicas e
paises em desenvolvimento, onde as dificuldades logisticas frequentemente limitam o acesso a
vacinas tradicionais (Silveira; Moreira; Mendonga, 2021). Essa vantagem ¢ reforcada pela
capacidade dessas vacinas de serem produzidas de forma rapida e escalavel, permitindo sua
implanta¢do em grande escala durante surtos epidemiol6gicos.

Outro diferencial é a possibilidade de administragdo por vias mucosas inovadoras
(intranasal, intratraqueal ou oral), o que amplia suas aplicacOes e facilita a autoaplicagio, tornando
a imunizagdo mais acessivel e indolor (Correa; Portilho; De Gaspari, 2022). Essa estratégia nao
apenas aumenta a aceita¢ao da vacina pela populacdo, mas também favorece uma resposta imune
robusta nas mucosas, primeira linha de defesa contra diversos patégenos respiratérios e
gastrointestinais.

O quadro apresentado a seguir sintetiza as principais diferengas entre vacinas
convencionais e vacinas de DNA recombinante, destacando os aspectos de seguranga, resposta

imune, produgao, armazenamento, administracao e aplicagdo em surtos epidemiolégicos.

Quadro 1 — Comparagio entre vacinas convencionais e vacinas de DNA recombinante.

Caracteristica Vacinas Convencionais Vacinas de DNA
Seguranga Podem conter microrganismos Nio apresentam risco de replicacdo
atenuados ou inativados patogénica
Resposta Imune Pode-se necessitar de adjuvantes para | Induz resposta imune celular e humoral
maior eficicia robusta
Produgio Processo mais demorado e caro Producio rapida e de baixo custo
Armazenamento Necessidade de refrigeracio constante Alta estabilidade, reduzindo a

necessidade de refrigeracao

Administragio Geralmente injetavel Pode ser aplicada por vias mucosas

(intranasal, oral)

Aplicabilidade em Tempo de desenvolvimento mais Desenvolvimento agil, ideal para

surtos longo pandemias

Fonte: Autores, 2025.

A tabela evidencia as vantagens das vacinas de DNA recombinante em relagdo as vacinas

convencionais. Enquanto os imunizantes tradicionais frequentemente requerem microrganismos

atenuados ou inativados, aumentando o risco de reacoes adversas, as vacinas de DNA eliminam
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esse perigo, proporcionando uma alternativa mais segura. Além disso, a producido desses
imunizantes ¢ mais agil e de menor custo, permitindo uma resposta rapida diante de surtos
epidémicos. O armazenamento também se destaca como um fator essencial, pois a estabilidade
do DNA reduz a necessidade de refrigeracao, facilitando a distribuicao em regides de dificil
acesso. A possibilidade de administragdo por vias mucosas ¢ outra vantagem significativa, pois
facilita a adesao da populagao a vacinagao e amplia sua aplicabilidade. Dessa forma, a tecnologia
do DNA recombinante otimiza ndo apenas a eficiéncia imunoldgica, mas também aspectos
logisticos e de producio, tornando-se uma estratégia promissora para o controle de doencas
infecciosas e pandemias (Kozak; Hu, 2024 ; Lu 7 al., 2024).

Diante desses fatores, a tecnologia do DNA recombinante no desenvolvimento de
vacinas demonstra um potencial significativo para revolucionar a forma como lidamos com
doencgas emergentes e reemergentes. Sua viabilidade para producdo em larga escala, aliada a
seguranca e eficacia, reforga seu papel essencial no enfrentamento de futuras pandemias e na

promocgao da saide publica global.

4 CONCLUSAO

A tecnologia de DNA recombinante marca um grande avan¢o na criagio de vacinas,
proporcionando melhorias notaveis em seguranga, eficicia e acessibilidade. Ao possibilitar a
inducio de respostas imunes abrangentes sem o perigo de replicacio do patégeno, essas vacinas
se destacam em relagao as convencionais, surgindo como uma alternativa promissora no combate
a doencas infecciosas. Ademais, sua producdo rapida e econémica facilita uma resposta mais
eficiente a surtos epidemioldgicos, contribuindo para a aplicagdo de estratégias eficazes de
imunizagao em escala global.

Um ponto importante a ser destacado é a estabilidade dessas vacinas, que reduz a
exigéncia de armazenamento sob refrigeragdo, tornando-as mais viaveis em areas de dificil acesso.
Além disso, a op¢ao de administracdo através de vias mucosas traz uma vantagem significativa,
pois facilita a aplicagio e melhora a adesao da populagdo as campanhas de vacinagdo. Essas
qualidades destacam o potencial das vacinas de DNA como uma ferramenta fundamental no
enfrentamento de desafios sanitarios contemporaneos, especialmente com o aumento de
infec¢oes emergentes e reemergentes.

Dessa forma, os avangos na biotecnologia consolidam as vacinas de DNA como uma
estratégia inovadora e altamente eficaz para a prevenciao e controle de doencas. Sua flexibilidade

na codificacdo de antigenos e a capacidade de resposta rapida a novas ameagas epidemiolégicas

demonstram a importancia continua do investimento em pesquisa nessa area. Assim, a adogao
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dessa tecnologia podera transformar o cenario da sadde publica mundial, contribuindo para o

fortalecimento de politicas de imuniza¢ao e a mitigagao de futuras pandemias.
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Resumo: O cancer representa uma das principais causas de mortalidade no mundo, impactando
negativamente a expectativa de vida e configurando-se como um grave problema de saude
publica. Diante da necessidade de novas abordagens biotecnolégicas aplicada a nanomedicina, as
nanoparticulas de prata (AgNPs) vém sendo exploradas por suas propriedades antimicrobianas e
seu potencial uso na area oncoldgica. Este trabalho teve como objetivo sintetizar AgNPs
utilizando extrato de Curcuma longa L. (Agafrao-da-Terra) como agente estabilizante para potencial
uso no tratamento do cancer. O extrato foi obtido por decocgao, utilizando 5 g das folhas da
planta em 400 mL de 4gua deionizada, aquecida a 100 °C por aproximadamente 5 minutos. Para a
sintese das AgNPs, 125 mL de solucdo de nitrato de prata (AgNOs3 1,0 mmol L") foram levados
a ebulicdo sob agitagdo magnética. Em seguida, foram adicionados 5 ml de citrato de sédio a 1%,
sendo a reacao monitorada até a formacdao de uma coloracao amarelada, indicativa da formacao
de AgNPs. Apos o resfriamento da solugao a 25 °C, foi adicionado o extrato vegetal para
estabilizagdo das nanoparticulas. A caracterizagao das AgNPs foi realizada por espectroscopia
UV-Vis. A avaliagdo da genotoxicidade foi conduzida pelo teste de Allium cepa, revelando que os
grupos tratados com Curcuma longa 1. (grupo B) e com AgNPs+Curcuma longa 1.. (grupo C)
apresentaram menor indice mitético em relagao ao controle. O grupo C apresentou ainda o maior
indice de aberragdes cromossomicas, sugerindo genotoxicidade moderada e potencial aplicagao
como fitoterapico coadjuvante no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Nanoparticulas de prata. Oncologia. Extratos vegetais. Sintese de
nanoparticulas. Antitumoral.

Abstract: Cancer is one of the leading causes of mortality worldwide, negatively impacting life
expectancy and constituting a serious public health problem. Given the need for new
biotechnological approaches applied to nanomedicine, silver nanoparticles (AgNPs) have been
explored for their antimicrobial properties and their potential use in oncology. This work aimed
to synthesize AgNPs using Curcuma longa L. (turmeric) extract as a stabilizing agent for potential
use in cancer treatment. The extract was obtained by decoction using 5 g of plant leaves in 400
mL of deionized water, heated to 100 °C for approximately 5 minutes. For the synthesis of
AgNPs, 125 mL of silver nitrate solution (AgNOs 1.0 mmolLL™") were brought to the boil under
magnetic stirring. Then, 5 mL of 1% sodium citrate were added, and the reaction was monitored
until a yellowish coloration was formed, indicative of the formation of AgNPs. After cooling the
solution to 25°C, the plant extract was added to stabilize the nanoparticles. The characterization
of AgNPs was performed by UV-Vis spectroscopy. The genotoxicity evaluation was conducted
by the Allium cepa test, revealing that the groups treated with Curcuma longa L. (group B) and
with AgNPs+Curcuma longa L. (group C) presented a lower mitotic index compared to the
control. Group C also presented the highest rate of chromosomal aberrations, suggesting
moderate genotoxicity and potential application as an adjuvant phytotherapeutic in cancer
treatment.

Keywords: Silver nanoparticles. Oncology. Plant extracts. Nanoparticle synthesis. Antitumor.

1 INTRODUCAO
O cancer é uma doenca que diminui a expectativa de vida em todo mundo, se tornando

uma das principais causas de morte no cenario mundial. Estimativas destacam que houveram 19,3

milhoes de casos novos de cancer no mundo (Inca, 2022). No Brasil a incidéncia de novos casos



http://www.doi.org/10.52832/wed.146

27

Pesquisas em Biotecnologia: inovagdes, técnicas e aplicagoes |Silva er al.

¢ de aproximadamente 704.080 e na regiao nordeste ¢ de aproximadamente 152.930 (Oliveira et
al., 2023).

Atualmente, novas alternativas com a nanoparticulas de prata vém sendo desenvolvidas
de acordo com sua aplicacio, e uma delas é na area oncolégica (Pompeu, 2021). O prefixo nano,
“anao” em grego, abreviado por nm, significa um bilionésimo do metro, possuindo uma
proporcao de 1 a 100 nanometros. Almeida (2015) destaca que a nanoparticulas de prata (AgNPs)
estd presente nas variadas areas e produtos de consumo, ajudando na prevencao de algumas
bactérias e fungos. Além disso, Antunes ¢ al (2013) destacou em seu trabalho que este
nanomaterial possui propriedades fisicas, quimicas e biologicas.

Um estudo conduzido por Pompeu (2021), relatou que o uso da nanotecnologia no
tratamento do cancer esta relacionado a reducdo e a incidéncia de efeitos diversos; aumentar o
intervalo entre as doses aplicadas e a obten¢ao de uma melhor eficacia devido ao direcionamento
do farmaco aos tecidos doentes com a prote¢ao simultanea dos tecidos saudaveis. As
nanoparticulas nao poderiam ser diferentes, pois elas promovem reducao das dosagens
necessarias justamente porque as nanoparticulas (NPs) possuem nivel de alcance intracelular,
atingindo unicamente células cancerosas (Canezin ef al., 2021).

Vasconcelos (2021), ressalta que no método biolégico a sintese verde é simples, rapida,
facil de conduzir e é a mais benéfica para a sustentabilidade do meio. Os nanomateriais
produzidos com a sintese verde se destaca por apresentar uma abordagem acessivel e sustentavel,
onde sao utilizadas fontes bioldgicas para produzir uma diversidade de nanoparticulas, tais como
raizes, folhas, sementes de plantas, frutas, microrganismos, algas marinhas, entre outros
(Rodrigues, 2022).

O agente redutor e estabilizador esta muito presente nos extratos naturais, por esse
motivo esse produto ¢ muito utilizado na sintese verde de nanoparticulas metalicas. O extrato de
Curcuma longa L. (Agafrao-da-Terra) é uma 6tima alternativa, ja que por si s6 possui propriedades
medicinais: anticancer, antioxidantes, atividade hepatoprotetora, anti-inflamatoria, antibacteriana,
antidiabética, antilipémico, cardioprotetora e quimiopreventiva (Agostinho, 2022). Feitoza, Terra
e Grasselli (2021) citaram a atuagdo da planta como tratamento para cancer. Portanto, a
estabilizagao das nanoparticulas de prata estabilizada em extrato de Cureuma longa 1.. mostra-se
como opgao promissora, contribuindo para o conhecimento cientifico e podendo atuar como um
coadjuvante para tratamento do cancer, tendo em vista que essa espécie é usada para fins
terapéuticos.

Diante desse cenario, este trabalho teve como objetivo sintetizar nanoparticulas de prata e

estabilizar em extrato aquoso de Cureuma longa L. para potencial uso no tratamento do cancer.
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Também caracterizar pelo método de Espectroscopia Ultravioleta Visivel (UV-Vis) e avaliar o

potencial genotoxico das nanoparticulas de prata em extrato de Cwrcuma longa 1.. (Agafrio-da-

Terra).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Tipo de pesquisa e local do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Estadual do Maranhio — UEMA, sendo uma
pesquisa experimental, realizado no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC), e no

Laboratério de Pesquisa em Quimica e Materiais (LAPEQUIM) do Campus Caxias.

2.2 Preparagao do extrato aquoso de Curcuma longa L.

Para obtenc¢do do extrato aquoso, o presente trabalho seguiu a metodologia apresentada
por Silva, Miranda e Concei¢ao (2010). Assim, foram lavadas com 4gua destilada, secadas com
auxilio de um papel toalha e picadas em pequenos pedacos 5g de folhas de Curcuma longa L.,
posteriormente, foram adicionados em um béquer contendo 400 ml. de agua deionizada e
aquecida em um agitador magnético com uma temperatura de 100 °C durante 5 minutos. Apds o
tempo de aquecimento, o extrato foi retirado do aparelho elétrico e ficou em repouso realizando
o processo de resfriamento. Em seguida, foi filtrado 400 mL do extrato obtido e armazenado em

recipiente até o dia do uso (Figura 1).

Figura 1 - Preparo do extrato aquoso das folhas de Curcuma longa L. A) Folhas frescas do agafrio- da -
terra. B) Folhas picadas. C) Pesagem das folhas. D) Agua deionizada e as folhas picadas. E) Extrato em

reiouso. F) Extrato filtrado.

Fonte: Autores, 2024.

2.3 Sintese das nanoparticulas de prata

Primeiro foi preparado as duas solugbes aquosas para a realizagdo da sintese das
nanoparticulas de pratas (AgNPs). Assim, foram pesados 0,17 g de nitrato de prata (AgNOs),
adicionado em um baldo volumétrico contendo 1000 mL de agua deionizada e em seguida foi

agitada até a homogeneizagao completa. Para a solucdo do citrato de sédio (Na;CsHsO-) 1%, foi
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pesado 1 g e foi adicionado em um baldo volumétrico contendo 100 mL de 4gua deionizada e em

seguida foi dissolvida (Figura 2).

Figura 2 — A) Nitrato de prata; B) Massa do nitrato de prata pesado; C) Solucio preparada (AgNO3) 1
mmol/L; D) Citrato de s6dio; E) Massa do citrato de sédio e F) Solugdo preparada.

[N
M

Fonte: Autores, 2024.

Posteriormente, foi aquecida 125 mlL de nitrato de prata sob agitacdo magnética numa
chapa aquecedora até a ebuli¢ao. Ao atingir a temperatura de ebuli¢ao, foi misturado gota a gota 5
mL de citrato de sédio 1% na solucao de nitrato de prata. O gotejamento ocorreu numa taxa de 1
gota por segundo, sob aquecimento e agitacao magnética (Figura 3). A mistura ficou mudando de
cor até atingir a colora¢ao amarelada. Essa coloragao indicou a reducdo da prata com formagao

de nanoparticulas. Apos atingir essa coloragao, foi desligado o aquecimento da chapa aquecedora.

No entanto, a solugdo permaneceu em agitagao magnética.
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Figura 3 - Solucao contendo as nanoparticulas em agitacio magnética.

Fonte: Autores, 2024.

Ap6s a solucdo contendo as nanoparticulas atingirem a temperatura ambiente (25 °C), foi
adicionado o extrato vegetal previamente produzido. Em seguida, a solugdo nitrato de

prata/citrato/ Curcuma longa L. (Acafrio-da-Terra) foi armazenada num frasco ambat.

2.4 Caracterizagao das solugdes por UV-Vis

A caracterizagao ¢ uma fase imprescindivel para esta pesquisa, visto que ¢ nessa etapa que
¢ possivel verificar a confirmagao e a estabilidade das nanoparticulas que foram formadas. Assim,
foi utilizado um espectrofotometro do modelo N60OOPLUS da marca Kasuaki, na obtengao dos
espectros ultravioleta-visivel (UV-Vis) utilizando o intervalo de varredura de 200 a 600 nm em
cubetas de quartzo (Figura 4). Nesta ctapa, foram submetidos a espectroscopia UV-Vis as
solucoes nitrato/ citrato, nitrato/citrato/ Curcuma longa L. e foi analisado também o extrato aquoso

de Acafrio-da-Terra.

Figura 4 - A) Aparelho de espectrofotometria UV-vis; B) Cubeta de quartzo; C) Cubeta com a inser¢iao
da solugio e D) Insercio da cela de quartzo com amostra para analise no UV-Vis.

Fonte: Autores, 2024.
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2.5 Avaliacao Genotoxica

O Teste Allium cepa seguiu o protocolo sugerido pela Sociedade Brasileira de Mutagénese
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA) elaborado por Medeiros ef al. (2007). A
avaliacdo foi separada em trés grupos: Grupo A (agua deionizada) sendo o grupo controle, grupo
B (Extrato de Curcnma longa 1..) e o grupo C (nanoparticulas de prata estabilizadas em Curcuma

longa L..) todos contendo a mesma concentracao de 100% (Figura 5).

Figura 5 — Bulgos separados em trés grupos contendo: Grupo A (dgua deionizada) sendo o grupo
controle, Grupo B (extrato de Curcuma longa 1..) e o Grupo C (nanoparticulas de prata estabilizadas em
Curcuma longa L..).

Fonte: Autores, 2024,

Para cada grupo, foram colocadas 06 cebolas em contato com cada solucdo. Apds 74
horas as rafzes que mediram entre 0,5 e 1,5 cm foram coletadas, fixadas em solugao Carnoy
(etanol 95% + 4cido acético glacial na propor¢io de 3:1 v/v) por 24 horas e apds esse tempo
foram estocadas em etanol 70% até o dia do preparo das laminas. Para a preparagao das laminas,
as raizes foram lavadas com agua destilada (3 banhos de 5 minutos cada para a remogao do
fixador e depois realizou a hidrélise com HCI (acido cloridrico) por 1 min. Em seguida, foram
retiradas do acido e lavadas com agua destilada. Com o auxilio de uma pinga, as raizes foram
secadas e transferidas para um frasco ambar com o reativo de Schiff por 2 horas. As raizes foram
lavadas com 4gua até a remocdo total do corante e as raizes foram secadas. Para finalizar esta
etapa, as rafzes foram colocadas sobre uma lamina, separado a extremidade mais corada da raiz,
em seguida foi adicionada uma gota de carmim acético, macerada com auxilio de um bastio de
vidro, coberta com laminula e observada no microscépio imediatamente.

Para a contagem das células no microscopio, foram analisadas 1.000 células para cada raiz,
verificando o ciclo celular, que incluiu as fases de Interfase, Préfase, Metafase, Anafase e
Tel6fase, e buscando encontrar algumas aberragbes durante essas fases mitdticas. Assim, o
presente estudo seguiu o calculo utilizado pelo trabalho de Parvan ez a/. (2020) sendo, o numero

total de indice Mitético encontrado em 1.000 células, dividido por 1.000 e multiplicado por
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100. A mesma férmula foi utilizada para a contagem de aberragdes (AC = n° de células em

divisdo x 100/ n° total de células observadas).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Produgio do extrato de Curcuma longa L.

Na analise das caracteristicas obtidas pelo extrato produzido, foram verificados o odor e
uma coloracio amarelada bem caracteristico, com o pH de 6,0 (Figura 6) os resultados
corroboram com Moretes e Geron (2019). Silva ef al. (2018) fez a caracterizacdo do rizoma de
Curcuma longa 1.. e encontrou o pH 5,87. Freitas (2022) também fez a caracterizagdao do rizoma da

acafrdo-da-terra e encontrou uma média de pH de 6,35 £0,07.

Figura 6 - Extrato de Curcuma longa 1. no teste do

— = =

" Fonte: Autores, 2024,

3.2 Sintese verde de Nanoparticulas de Prata

O aspecto visual das solugoes coloidais de nanoparticulas de prata deste trabalho, e ¢é
notério a transi¢ao entre as trés diferentes coloragoes, onde iniciou-se incolor, depois de alguns
minutos passou para um tom amarelo-claro e, por fim, transformou-se em uma solugio
alaranjada (Figura 7), a mudanca de colorag¢ao corrobora com o resultado observado por Sousa e#
al. (2024) que ao sintetizar nanoparticulas de prata observaram alteragdo de cor que variou de
incolor a amarelo alaranjado. Esta alteracdo de tonalidade se assemelha ao trabalho apresentado
por Conceicdo et al. (2023). Tal fato, foi notado no trabalho de Silva ez a/. (2024) indicando a

reduc¢do da prata com a aglomeragao das AgNPs. Brito, Viana e Viana (2022) obtiveram também

resultados semelhantes, apresentando bandas e coloragao parecidos.
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Figura 7 — Aspecto visual da solucdo coloidal das nanoparticulas de prata.

Fonte: Autores, 2024.

A mudanca de coloragao permite ter a confirmagao da formacgao das AgNPs e indicio da
absorcdo da radiacdo eletromagnética. Essa radiacdo eletromagnética esta ligada diretamente a
interagao entre a luz e matérias em nanometros, causando as oscilagdes dos elétrons livres (Dada

et al., 2019).

3.3 Espectroscopia de absorgdao de UV-Vis

No presente estudo, trés amostras foram avaliadas por espectroscopia UV-vis uma
contendo nitrato de prata/citrato de sédio, outra com AgNPs+Curcuma longa 1., e a terceira
compondo o extrato aquoso de Acafrao-da-terra apenas para efeitos comparativos. Assim, a
andlise visou verificar a absorbancia das solucdes e detectar as formas e tamanhos conforme as
bandas de plasmon. Na anilise da solu¢io contendo nitrato de prata/citrato de sédio, observa-se
uma banda de absor¢ao com comprimento de onda maximo em torno de 420 nm (Figura 8). De
acordo com Antunes ¢7 al. (2013) as AgNPs que absorvem nesse comprimento de onda, possuem
formato esférico e com tamanho de aproximadamente 50 nm. Os picos obtidos estao de acordo

com os resultados de Conceicao ¢ al. (2024), que ao analisar a caracterizacio das AgNPs obteve o

maximo de comprimento de onda de 425 nm.
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Figura 8 — Espectro de absorbancia de absor¢io UV-vis das nanoparticulas de prata.
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Fonte: Autores, 2024.

Resultados semelhantes foram encontrados por Silveira ez a/. (2022) e Soares (2018), onde
as bandas de absorbancia foram situadas entre 420 nm, indicando tamanho de nanoparticulas na
faixa de 35 a 50 nm. Outros trabalhos como de Lemos (2021) e Vasconcelos (2021) observaram
um pico na banda de absor¢ao com maxima de 420 e 449 nm para nanoparticulas de prata. Pode-
se visualizar na Figura 11 a caracterizacio da solucio contendo as nanoparticulas de prata/
Extrato de Curcuma longa L., ao ser analisado foi verificado um pico de absor¢io em um
comprimento de onda de 430 nm, entre a faixa de 300-60 nm. Esse resultado mostra que foram
formadas as nanoparticulas e o extrato utilizado mostrou-se eficaz na estabilizacao das
nanoparticulas.

Figueira (2023), em um estudo que teve como objetivo sintese e caracterizar as NPs de
Ag em extrato de Anacardinum occidentale 1., observou um pico na banda de absor¢ao com maxima
de 428 nm. Como é descrito por esse mesmo autor explica que essa estabilizacio das
nanoparticulas feita pela sintese verde ¢ realizada pelas substancias bioativas, com o caso dos
flavonoides que impede a intera¢do e a agregacao entre elas. Karan, Erenler e Bozer (2022)
estudaram caracterizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas, usando a curcumina
como estabilizante. Eles relataram que a banda de absor¢io ocorreu em torno de 430 nm,
comprovando as AgNPs. Descobertas semelhantes foram descritas por Fard, Tafvizi e Torbati
(2018), que utilizaram o extrato da folha de Centella asiatica L. para estabilizar as nanoparticulas de
prata, ao ser analisada no espectroscopia UV-visivel, observaram um espectro de absor¢ao de 430

nm, o que segundo esses autores este pico se da pela ressonancia plasmonica de superficie (SPR)

das nanoparticulas de prata.
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Figura 9 — Espectro de absorbancia das Nanoparticulas de Prata/ Curcuma longa L.
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Fonte: Autores, 2024.

Sobre a solucdo de extrato de Curcuma longa L. ao ser submetida no espectroscopia UV-
Visivel, foi verificado que ndo houve nenhum pico de absorcio, diferente dos outros graficos
anteriores, que na composicao das solucdes a presengas das nanoparticulas de prata, pois sao as

NPs que contém os metais nobres e a absorvem as radia¢oes eletromagnéticas (Figura 10).

Figura 10 — Espectro de absorbancia do extrato de Curcuma longa L.
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Fonte: Autores, 2024.

3.4 Avaliagido genotoxica

A analise macroscopica avaliou-se de forma descritiva em relagdo ao crescimento e o
tamanho das raizes. Com relacio ao crescimento, o grupo A apresentou um crescimento
acelerado, dos 6 bulbos tratados com a agua deionizada apenas trés tiveram inibi¢do de

crescimento, ja o grupo B submetido ao extrato de Cureuma longa L. este grupo foi o mais bem-

sucedido apresentando crescimento em todos os seis bulbos e o grupo C contendo as
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nanoparticulas de prata/Extrato de Curcuma longa 1., das seis cebolas apenas duas germinaram.
Sobre o tamanho das raizes, todos os grupos que germinaram apresentaram tamanho acima de
0,5 cm (Figura 11).

Figura 11 — Andlise macroscépica dos bulbos com raizes germinadas dos grupos: A) Controle; B) Extrato
de Curcuma longa L; C) Nanoparticulas de prata/Extrato de Curcuma longa L.

Fonte: Autores, 2024.

Diante desse resultado, Conceigao ef al. (2023) explica que solugdes que contém uma alta
concentracao de nanoparticulas de prata podem diminuir o crescimento das raizes porque as
acoes dos nanomateriais podem reduzir o indice mitético (IM). Em relagio a anilise
microscopica, foram observados um total de 8 laminas, sendo da seguinte forma: 3 laminas do
grupo A (agua deionizada), 2 laminas do grupo B (extrato de Cwreuma longa 1..) e 3 laminas do
grupo C (AgNPs/Curcuma longa 1.). Foi possivel observar que os trés grupos apresentavam um
indice mitético elevado, mas em contrapartida foi encontrado algumas aberracdes cromossomicas
como: Pontes cromossOmicas, micronucleo, viscosidade, metafase com aderéncia cromossdémica
e cromossomo fora da placa (Figura 12). Segundo Ferreira (2021) essas aberracoes sao definidas

pelas modifica¢Ges das estruturas cromossomicas ou pelo nimero total cromossomica.

Figura 12 — Pontes cromossomicas (A), Metafase normal(B), Anafase normal (C), Préfase normal (D),
viscosidade (E), metafase irregulares (F), Metafase com aderéncia cromossémica e cromossomo fora da
placa (G), metafase com aderéncia cromossémica (H) e Micronucleo.
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Os resultados do indice mitético (IM) mostraram valores inferiores nos grupos B (18,9
%) e C (11,4%), em comparagdo com o grupo controle (A) que apresentou (26,6%). Por outro
lado, os grupos B (1,1%) e C (2,7%) apresentaram valores superiores em relagdo ao grupo A
(grupo controle) no indice de alteracbes cromossomicas (Tabela 1) que apresentou 0,8%. Os
dados do grupo controle indicam que o grupo A mostrou uma divisao celular estavel e nao sofreu
alteragdes significativas por apresentar um indice reduzido (baixo) nas mudancas das estruturas

cromossomicas nas células.

Tabela 1 — Analise de indice metddico e de alteracdes cromossoémicas.

GRUPOS Indice mitético Indice de alteracdes
(IM) cromossémicas (IAC)
Grupo A (Agua deionizada) 26,6% 0,8%
Grupo B (Curcuma longa 1..) 18,9% 1,1%
Grupo C (AgNPs + Curcuma longa L.) 11,4% 2,7%

Fonte: Autores, 2024.

Essa diferenca, no indice mitético (IM), pode estar relacionado a presenga de agentes
citotoxicos como, a¢oes quimicas, que pode estar provocando a redu¢ao do processo de mitose
nos grupos B e C quando comparado ao grupo negativo (Lima e 4/, 2023). Quando o indice
mitético for inferior ao grupo controle, isso pode indicar a¢des de substancias quimicas no
crescimento das células, e quando o indice mitético for superior ao grupo controle significa que
houve uma proliferacao celular (Santos, 2020). Resultados semelhantes foram encontrados no
trabalho de Fachinetto (2007) que teve como objetivo avaliar o efeito anti-proliferativo das
infusoes de Achyrocline satureioides DC. Ao ser comparado com o grupo controle, a diminui¢io do
IM foi significativa. Em relacdo aos indices de alteragdes cromossomicas no grupo C (AgNPs +
Curenma longa 1..), Silva (2019) explica que pode estar relacionado com a concentragao e tamanho

das nanoparticulas.

4 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos acima, ¢ possivel afirmar que o extrato de Cureuma longa L.
foi promissora na estabilizacio das nanoparticulas de prata, comprovando que a sintese verde é
um método simples, rapido, economico e eficaz na estabilizagio da NPs. Nas analises da
espectroscopia de UV-Vis, foi possivel confirmar as nanoparticulas de prata tanto no extrato
contendo somente as nanoparticulas de prata (Pico de absorbancia de 420 nm), quanto o extrato

composto por nanoparticulas de prata com extrato de Cureuma longa L. (Bandas de absor¢ao em

um comprimento de onda de 430 nm).
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Em relacdo ao teste genotéxico, para analise dos parametros de indice mitético (IM) e
aberragoes cromossomicas (AC), foi observado que o Grupo B (Curcuma longa 1..) e o grupo C
(AgNPs +Curcuma longa 1..) foram inferiores em comparagdo ao controle em relacio ao IM. Por
outro lado, o extrato grupo C apresentou o maior indice de aberragdes cromossomicas,
significando as modificagdes nas estruturas cromossomicas. Esses resultados informam que as
nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de Cureuma longa L. apresentaram genotoxicidade
moderada, demonstrando potencial promissor para o desenvolvimento de um fitoterapico

coadjuvante no tratamento do cancer.
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Resumo: A depressio é um transtorno com alto grau de sofrimento psiquico que afeta milhoes
de pessoas em todo o mundo. Atualmente, diversos estudos tratam da obtencio de
nanoparticulas de prata (AgNP’s), devido as suas propriedades unicas, podendo ser utilizadas em
diagnodstico e tratamento de doencas. Este trabalho teve como objetivo sintetizar AgNP’s
utilizando extrato de Matricaria recutita 1. (camomila) como agente estabilizador para potencial uso
no tratamento da depressao. As AgNP’s foram sintetizadas utilizando nitrato de prata e citrato de
soédio. A caracterizagio AgNP’s foi realizada pelo método de espectroscopia de luz ultravioleta
visivel (UV-Vis). A avaliagao genotoxica das AgNP’s foi feita pelo teste de AZ/ium cepa, calculando
a taxa de indice mitético (IM) e indice de alteragdes cromossoémicas (IAC), apresentando uma
baixa no indice mitético e uma elevacdo nas alteracdes cromossoémicas no grupo D3 em relagao
ao grupo controle. A avaliagio toxicologica foi realizada pelo teste com _Artemia salina,
observando a taxa de mortalidade nas 36 amostras submetidas ao teste, baseando-se na dose letal
mediana (DLsg) que apresentou um alto nivel de mortalidade paras as concentragoes das solugdes,
que foi de 76,6% no grupo controle A, 100% no grupo B, 98,3% no grupo C, 98,3% no grupo
D1, 100% no grupo D2 e 96,6% no grupo D3. Esta pesquisa apresenta resultados que se
mostram interessantes para a continuagao do estudo e entendimento da agdo das nanoparticulas
estabilizadas na camomila como coadjuvante no tratamento da depressio, abrindo espaco para
novos testes.

Palavras-chave: Antidepressiva. Extrato vegetal. Nanoparticulas metalicas.

Abstract: Depression is a disorder with a high degree of psychological distress that affects
millions of people around the world. Currently, several studies deal with the obtaining of silver
nanoparticles (AgNP's), due to their unique properties, which can be used in the diagnosis and
treatment of diseases. The objective of this study was to synthesize AgNP's using Matricatia
recutita L. (chamomile) extract as a stabilizing agent for potential use in the treatment of
depression. The AgNP's were synthesized using silver nitrate and sodium citrate. The
characterization of AgNP's was performed by the visible ultraviolet light (UV-Vis) spectroscopy
method. The genotoxic evaluation of AgNP's was performed by the Allium cepa test, calculating
the rate of mitotic index (MI) and chromosomal alteration index (IAC), showing a decrease in the
mitotic index and an increase in chromosomal alterations in the D3 group in relation to the
control group. The toxicological evaluation was carried out by the test with Artemia salina,
observing the mortality rate in the 36 samples submitted to the test, based on the median lethal
dose (LD50) that presented a high level of mortality for the concentrations of the solutions,
which was 76.6% in the control group A, 100% in group B, 98.3% in group C, 98.3% in group
D1, 100% in group D2 and 96.6% in group D3. This research presents results that are interesting
for the continuation of the study and understanding of the action of nanoparticles stabilized in
chamomile as an adjuvant in the treatment of depression, opening space for new tests.

Keywords: Antidepressant. Plant extract. Metallic nanoparticles.

1 INTRODUCAO

A nivel global, estima-se que mais de 300 milhdes de pessoas sofram de depressao,
equivalente a 4,4% da populagao mundial. Os transtornos depressivos sio caracterizados por
tristeza, perda de interesse ou prazer, sentimento de culpa ou baixa autoestima, sono ou apetite

perturbados, sentimentos de cansaco e falta de concentragao. A depressao pode ser duradoura ou
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recorrente, prejudicando substancialmente a capacidade de um individuo de funcionar no
trabalho ou na escola ou lidar com o dia a dia. O principal sintoma da depressio é o humor
deprimido (Rufino ef al., 2018; World Health Organization, 2017). A depressio esta associada
com alta mortalidade, em boa parte contabilizada pelo suicidio (Lima, 2019).

Diante deste cenario, as nanoparticulas de prata se apresentam como uma possivel
contribuicdo para novas terapias no tratamento da depressao. Nanoparticulas (NP’s) sio
particulas que existem em uma escala nanométrica com tamanhos de at¢ 100 nm. Materiais
constituidos por pequenas particulas sempre foram de grande interesse para a humanidade
(Coura et al., 2018). Materiais na forma de nanoparticulas possuem uma gama de aplicagdes que
contempla desde itens para area da saude, como implantes e sistemas de liberag¢ao controlada de
farmacos, até dispositivos eletronicos. Em geral, sua fabricagio ocorre por métodos fisicos ou
quimicos a partir de metais nobres. Porém muitas delas envolvem equipamentos caros, varias
etapas e geram subprodutos téxicos. Por esses motivos, a implementa¢do de técnicas mais
simples, baratas e sem prejudicar o meio ambiente ¢ muito atraente (Freitas, 2019).

Uma alternativa para a fabricacdo de nanoparticulas ¢ a sintese verde, que se mostra cada
vez mais uma tecnologia em crescimento (Freitas, 2019). Atualmente, inumeras plantas estao
sendo estudadas por sua capacidade de influenciar o comportamento e o humor, tornando-se
alternativas complementares para o tratamento da ansiedade, estresse, nervosismo e depressio
(Silva, 2022). A Matricaria recutita L. conhecida por Camomila, mostra-se eficaz no tratamento de
diversas doencas como agiao ansiolitica, antisséptico e carminativa. (Amsterdam ez al, 2020;
Nobrega et al., 2022). Essa espécie ¢ muito utilizada tanto de forma empirica na medicina
tradicional (MT), como também na forma de medicamento fitoterapico, por meio da extragdao de
flavonoides e 6leo volatil presentes nos capitulos florais, responsaveis por suas propriedades
terapéuticas, com destaque para a a¢ao ansiolitica (Lima ez a/., 2019).

Esta pesquisa teve como objetivo, desenvolver nanoparticulas de prata estabilizadas em
extrato aquoso de camomila, por meio da sintese verde, caracterizar e avaliar seu potencial

genotoxico.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Tipo de pesquisa e local do estudo

O estudo foi realizado na Universidade Estadual do Maranhio — UEMA, sendo uma

pesquisa experimental, realizado no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC), e no

Laboratério de Pesquisa em Quimica e Materiais (LAPEQUIM) do Campus Caxias.
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2.2 Obtengao do material e produgio do extrato de camomila

A camomila foi obtida diretamente do comércio no municipio de Caxias — MA, ja em sua
forma desidratada contendo as flores, folhas e galhos. Em seguida, o material foi levado a
Universidade Estadual do Maranhio — UEMA Campus Caxias, onde foi utilizado para a
producao do extrato aquoso da camomila no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC), onde
também ocorreram todos os outros processos do trabalho. Para obtencao do extrato aquoso da
camomila, foram pesadas na balanca de precisio 18 g da planta ja desidratada e macerada (Figura
1 A e B) que foram colocadas em 180 mL de 4gua deionizada, levadas ao micro-ondas por 3
minutos e apods esfriar a solugdo foi filtrada ficando pronta para ser armazenada na geladeira para

uso posterior (Figura 1 C e D).

Figura 1 — Pesagem da camomila na balanca de precisio em duas etapas contabilizando 18g. A) Primeira
pesagem; B) Segunda pesagem; C) Extrato pronto; D) Extrato pronto para ser armazenado na geladeira
para uso postetiof.

Fonte: Autores, 2024.

2.3 Sintese das nanoparticulas de prata

Para a sintese das nanoparticulas de prata, foi utilizado 0,17 g de nitrato de prata
(AgNOg) (Figura 2 A e B) diluido em um balao volumétrico contendo 1000 mL de agua
deionizada (Figura 2 C). Em seguida, foi adicionado 1 g de citrato de sédio (C¢HsNas;O-) (Figura
2D e E) em um Béquer contendo 100 mL de agua deionizada. Apds isso, 600 mL da solucao de
nitrato foi colocada em um Béquer e disposto a chapa aquecedora até a ebuli¢ao. Apds a soluciao
de nitrato de prata atingir a ebulicao, foi adicionado a ela 3 mL de citrato de sédio e misturadas as
solucoes formando uma solugao nitrato de prata/citrato de sédio. Essa solucdo foi aquecida em
agitacdo magnética em uma chapa aquecedora. A solugdo foi submetida a aquecimento e agitacao
magnética constante até se observar a redugao da prata. Apos a redugao da prata, a solugao foi
mantida apenas em agitacdo magnética. Ao atingir a temperatura ambiente de 25°C foi adicionada
a mistura a solugdo do extrato aquoso de camomila anteriormente preparado. Em seguida,

passados 15 minutos, a solu¢do nitrato de prata/citrato/camomila foi armazenada num frasco

ambar (Figura 2 ).
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Figura 2 — Processos de preparo das solugdes. A) Nitrato de prata; B) Pesagem do nitrato de prata; C)
Baldo volumétrico contendo o nitrato de prata; D) Citrato de sédio; E) Pesagem do citrato de sédio; F)
Solugio das nanoparticulas de prata mais o extrato da camomila.

B e C e

—

Fonte: Autores, 2024.

2.4 Caracterizagao das nanoparticulas de prata

A caracterizagdo das nanoparticulas sintetizadas foi realizada por espectroscopia
ultravioleta visivel (UV-Vis), usando espectrofotometro Kasuaki, modelo N600OOPLUS (Figura 3),
com celas de quartzo. Foram submetidas a UV-Vis as solu¢oes nitrato/citrato, camomila e
nitrato/citrato/camomila para verificar a presenca de alteracio no tamanho ou forma das
nanoparticulas de prata em ambas as solu¢oes. Foram adicionadas 3 ml da solugao
nitrato/citrato diluidas em 4gua deionizada, em cela de quartzo e levadas ao espectrofotémetro
para caracterizagdo das nanoparticulas de prata. Logo em seguida, foi adicionado em 30 mL da
solugao das nanoparticulas de prata, 10 mL do extrato de camomila diluidos em 20 mL de agua
deionizada, formando assim uma solucio de nitrato/citrato/camomila a qual também foi
submetida ao espectrofotometro. O extrato aquoso da camomila também foi submetido a

espectrofotometria de luz UV-Vis para a verificagao de estabilizagiao das nanoparticulas de prata.
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Figura 3 — Aparelho de espectrofotometria. Kasuaki, modelo N60OOPLUS.

Fonte: Autores, 2024,

2.5 Avaliagao Genotoxica com Allium cepa

A avaliacdo genotoxica com Alium cepa foi realizada utilizando o extrato da camomila, a
solucdo pura das nanoparticulas de prata e a solugdo das nanoparticulas de prata estabilizadas no
extrato vegetal da camomila em trés concentragoes diferentes. A analise foi realizada utilizando
quatro grupos (A, B, C e D). Sendo o grupo A, o controle negativo, contendo agua deionizada. O
grupo B, com concentracao de 100% do extrato aquoso da camomila. O grupo C, com a solugao
pura das nanoparticulas de prata. E o grupo D contendo a solugao das nanoparticulas
estabilizadas na camomila subdividido em trés outros subgrupos, sendo eles: D1, D2 e D3. Cada
um dos trés subgrupos contava com concentragoes diferentes de AgNP’s + camomila. Tendo o
subgrupo D1, 25% de AgNP’s + camomila; o subgrupo D2, 50% de AgNP’s + camomila; e o
subgrupo D3, 100% de AgNP’s + camomila (Figura 4 A e B). Para cada grupo foram colocadas
seis cebolas (A. cepa) de tamanho médio (Figura 4 C), 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 (Figura 4 D e E). O teste contou ao todo com seis grupos (A, B, C, D1, D2 e D3),
com seis cebolas em cada, totalizando assim 36 cebolas em contato com as solugdes (Figura 4 F).
O Teste A. cepa seguiu o protocolo sugerido pela Sociedade Brasileira de Mutagénese,
Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA) elaborado por Medeiros ¢# al., (2007) com
adaptagdes.

Apbs 72 horas, as raizes que mediram entre 0,5 e 1,5 cm foram cortadas. Posteriormente,
as raizes foram colocadas em solucdo Carnoy por 24 horas e, apds 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 remoc¢io do fixador e depois

foi realizada a hidrélise com HCl em 60 °C por 1 min. Em seguida, as raizes foram retiradas do

acido e lavadas em 4gua deionizada. Com o auxilio de uma pinga, as rafzes foram secas e
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transferidas para um frasco ambar com o reativo de Schiff por 2 horas. As raizes foram lavadas
com agua até a remogao total do corante e em seguida secadas. Para a udltima etapa, foram
separadas as extremidades mais coradas de cada raiz e colocadas cada uma em uma lamina, onde
foram maceradas e em seguida adicionadas em cada lamina uma gota de carmim acético para ao
final cobrir com as laminulas exercendo uma leve pressio. Apds esse preparo, as laminas foram
levadas para observa¢ao no microscopio.

O teste de avaliagdo genotoxico de rafzes germinadas pelo teste A. apa foi baseado na
contagem do nimero de anomalias cromossomicas (AC) em células meristematicas. A avaliagao
de genotoxicidade foi realizada utilizando sete raizes levadas ao microscépio com o intuito de
verificar anomalias cromossomicas e indices mitéticos (IM). A genotoxicidade foi avaliada com
base no indice de genotoxicidade (IGen) estabelecido pela relacio do numero de células com
anormalidade cromossomica (IAC) e o numero total de células observadas (Sampaio, 2021).

Figura 4 — Processos para o teste com Alium cepa. A) Preparo das concentragdes; B) Concentrages
prontas; C) Cebolas escolhidas para o teste; D) Preparo das cebolas; E) Cebolas prontas para o teste; F)
Bulbos submetidos a germina¢io nos seis grupos.

WY

\
%\‘

A
3
i

Fonte: Autores, 2024.

2.6 Avaliagao toxicolégica com Artemia salina

A avaliagao toxicologica com Artemia salina foi realizada utilizando as mesmas solugoes e

concentragoes utilizadas para o teste com AZium cepa. Para eclosao dos ovos da A. salina (Figura 5

A) foi feita a cultura em um recipiente contendo 1000 mL de dgua deionizada, juntamente com

30 g de sal marinho (Figura 5 B). Para a estabilizacio do pH foram adicionadas 4 mL de

hidréxido de sédio (NaOH) que deixou o pH da solugao em 9 (Figura 5 C ¢ D). Em seguida
- . oo
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foram adicionados a solu¢io uma pequena quantidade dos ovos da A. sa/ina e ligada a oxigenaciao
mecanica deixando assim a cultura pronta (Figura 5 E e F). A temperatura do ambiente ficou
entre 25 e 30°C.

Figura 5 — Processos para o teste com Artemia salina. A) Ovos de A. salina; B) 30 g de sal marinho
adicionados em 1000 mL de 4gua deionizada; C) 4 mL. de NaOH adicionadas a dgua salina; D) pH
estabilizado em 9; E) Quantidade de ovos de A. salina adicionados na agua salina; IF) Cultura pronta.

Ap6s 24h grande quantidade dos ovos da A. salina ja haviam eclodido. Com auxilio de
uma pipeta e uma placa de petri foram transferidos 360 nauplios de A. sa/ina para 36 tubos de
ensaio divididos em seis grupos (A, B, C, D1, D2 e D3) contendo 10 nauplios em cada tubo
(Figura 6 A). Sendo o grupo A, o controle, contendo agua deionizada. O grupo B, com
concentracao de 100% do extrato aquoso da camomila. O grupo C, com a solugao pura das
nanoparticulas de prata. Os grupos D1, D2 e D3 contavam com concentragdes diferentes de
AgNP’s + camomila. Tendo o grupo D1, 25% de AgNP’s + camomila; o D2, 50% de AgNP’s +
camomila; e 0 D3, 100% de AgNP’s + camomila. Em cada tubo de ensaio foram adicionados 10
nauplios com 5 ml de agua salina e 5 ml de cada solucdo, tendo um volume final de 10 ml em
cada tubo (Figura 6 B). Tanto para a agua deionizada do grupo controle (A) como para as
solugoes dos demais grupos (B, C, D1, D2 e D3) foram ajustadas as quantidades em g de sal
marinho de acordo com cada uma das solugdes. Sendo assim, para cada 5 ml de solu¢ao em cada
tubo, foram adicionados 0,15 g de sal marinho para manter-se o ambiente salino ideal para as
artémias submetidas aos testes. Os nauplios foram mantidos nos tubos com as soluges por 24h.
Ap6s esse perfodo foram transferidos para uma placa de petri para a contagem dos nauplios

Vivos e mottos
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Figura 6 — Processos para o teste com Artemia salina. A) Nauplios sendo transferidos para os tubos de
ensaio; B) Tubos de ensaio prontos com as artemias e as solugdes (inicio do teste).

Fonte: Autores, 2024.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Produgio do extrato de camomila

O extrato aquoso da camomila apresentou uma coloragdo alaranjada (Figura 7), com
cheiro intenso e caracteristico do extrato da planta. O principio responsavel pela coloragdo ¢ a
apigenina, flavondéide que se complexa com sais metalicos naturais (Ca, Al). Estes complexos, em
condi¢oes ideais de pH e forcas ionicas, fixam-se as fibras queratinicas, revestindo-as sem
penetrar no nucleo destas (Florien, 2018). A analise do extrato aquoso ¢ particularmente
importante em fungao do uso popular como cha e tisanas. De acordo com Novakova ez a/. (2010)
o acido clorogénico (polifenol), umbeliferona, apigenina e apigenina-7-O-glicésideo sao os
compostos fendlicos mais abundantes nas flores de camomila e no cha (infusao). A apigenina-7-
O-glicésideo pode atingir mais de 60,0% no extrato aquoso (Ministério da Saude e Anvisa, 2015).

Figura 7 — Extrato da camomila obtido por infusio apresentando cor alaranjada.

Fonte: Autores, 2024.

3.2 Sintese das nanoparticulas de prata
As nanoparticulas sintetizadas apresentaram uma mudanga gradual de colorac¢ao a medida

que estavam sob aquecimento e agitacdo magnética. A solucdo foi de incolor a amarelo-
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esverdeado, indicando a reduc¢do da prata com formagao de nanoparticulas (Figura 8 A — C). Os

resultados observados corroboram com Melo e# a/. (2012) que, em seu trabalho, também notou

uma cor amarelada caracteristica da reducgdo e formagao de AgNP’s.

Fonte: Autores, 2024.

3.3 Caracterizagdo das nanoparticulas de prata

A solugao das nanoparticulas de prata foi submetida a espectroscopia de ultravioleta

visivel (UV-Vis), onde foi observada uma banda de absor¢ao larga com maxima intensidade em
420 nm indicando nanoparticulas de diferentes tamanhos, confirmando assim a formagao das

nanoparticulas de prata (Figura 9).

Figura 9 — Grafico de absorcio da solucio de AgNP’s.
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Fonte: Autores, 2024.

Resultados observados na espectrofotometria das AgNP’s corroboram com Melo ez al.
(2012), que observaram uma banda de absor¢ao larga com maxima intensidade em torno de 415 e
440 nm, aproximadamente 430 nm. O espectro de absor¢ao no comprimento de onda em torno

de 400 nm ¢ tipicamente caracteristico de solu¢io de nanoparticulas de prata com coloragao

amarela, como ¢ possivel observar na (Figura 8 C) (Lima, 2011; Reis, 2011; Miguel, 2012; Melo ez
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al., 2012). Segundo Noguez (2007), fatores importantes das nanoparticulas no efeito de
Ressonancia Plasmoénica de Superficie (RPS) siao: a densidade eletronica do material, massa
efetiva, formato e tamanho, bem como sua fungiao dielétrica, mostrando que o tamanho e formas
das NPM’s influenciam em seu grau de absorcao.

O grafico apresentado na solugao de AgNP’s com uma banda de absorbancia, é gerado
por um fendémeno de Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (RPSL), o qual é um
fenomeno ocasionado pela interagao de elétrons de NP de metais nobres com luz, gerando uma
onda de plasmons, como descrito no trabalho de Silva (2019).

A caracteriza¢do da solu¢ao de nitrato/citrato/camomila apresentou uma banda de
absor¢do na faixa de comprimento de onda de 400 e 440 nm (Figura 10), indicando que as
nanoparticulas de prata se mantiveram estabilizadas no extrato de camomila, apresentando pouca
ou nenhuma alteracdo em seus tamanhos e formas.

Figura 10 - Grafico de absor¢do da solugido de AgNP’s + camomila.
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Fonte: Autores, 2024.

Essa caracterizagdo fol necessaria para verificar se as nanoparticulas estabilizadas no
extrato de camomila sofreram alguma alteracio na morfologia ou tamanho, podendo afetar a
banda de absorbancia em comprimento de onda. O resultado da espectrofotometria da solugao
nitrato/citrato/camomila se mostrou semelhante a resultados encontrados na literatura.
Noorbazargan ef al. (2021) observaram um pico na banda de absor¢ao com maxima de 430 nm
para AgNP’s estabilizadas em extrato de Juniperus polycarpos. Venugopal et al. (2017), observaram
em AgNP’s estabilizadas em Sygygium aromaticum uma banda de absor¢ao em torno de 420 a 470

nm. Conceigao e al. (2023), observaram uma banda de absor¢ao por volta de 400 nm em seu

trabalho com nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de Bawhinia 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, absorcdo e extingdo esta na
faixa de 408 nm, enquanto para as NP’s de ouro, o pico das eficiéncias esta na faixa de 550 nm.
Visto isso, as faixas de absor¢oes se mantiveram estaveis entre 400 e 430 nm que podem indicar
um tamanho aproximado de 50 nm das AgNP’s.

A solu¢ao do extrato aquoso da camomila submetida a UV-Vis nao apresentou nenhum
pico méaximo em graus e absorc¢io, como ja se era esperado, uma vez que nao existiam
nanoparticulas de prata nesta solucao (Figura 11).

Figura 11 - Grafico de absor¢io da solugio de camomila.
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Fonte: Autores, 2024,

No espectro do extrato da camomila nao foi encontrado banda de absorbancia com valor
maximo como observado nas solugdes de AgNP’s e AgNP’s + camomila, devido a auséncia de
nanoparticulas de prata que absorvem radiacao em comprimento de onda de 400 a 480 nm,
situagao ocasionada pela auséncia do fenémeno de RPSL, onde deixam de existir nessa solucao,

elétrons de metais nobres.

3.4 Avaliagio genotoxica com Allium cepa

Ao observar os resultados das germinag¢oes dos bulbos das cebolas, foi possivel notar que
nao houveram germinagdes de raizes em todas as amostras. Entre as 36 cebolas dos seis grupos
submetidas as solugoes, em 24 acorreram as germinagdes das raizes (Figura 12 A — D). No grupo
A (grupo controle contendo agua deionizada), ocorreram germinacdes de raizes em todas as

cebolas. Mas apenas as cebolas de numeros 1, 2, 4 e 5, apresentaram raizes com tamanhos ideais

para analises (entre 0,5 e 1,5 cm).
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No grupo B (com concentragio 100% de do extrato aquoso da camomila) houve
germinagao de raiz em apenas uma cebola (cebola de nimero 2), porém nao se encaixava no
tamanho ideal para analise, medindo menos de 0,5 cm. No grupo C (contendo a solugao pura das
nanoparticulas de prata) ndo ocorreram germinagdes de raizes, sendo possivel notar danifica¢oes
nos bulbos e nas escamas externas das cebolas apds permanecerem em contato com a solugao
por 72h.

No subgrupo D1 (com concentracio de 25% de AgNP’s + camomila) houveram
germinagoes de raizes em cinco cebolas (cebolas de nimeros 1, 2, 3, 5 ¢ 6). Porém, apenas a
cebola de numero 5 apresentou raiz de tamanho ideal para analise. No subgrupo D2 (com
concentragao de 50% de AgNP’s + camomila) ocorreram germinagbes de raizes em cinco
cebolas (cebolas de nimero 1, 2, 3, 4 e 6). Porém, nenhuma das raizes estava adequadas para as
analises, medindo todas menos de 0,5 cm. Apresentando tamanhos semelhantes as raizes da
cebola de nimero 6 do grupo D. No subgrupo D3 (com concentragao de 100 % de AgNP’s +
camomila) ocorreram germinagdes de raizes em cinco cebolas (cebolas de nimero 1, 3, 4, 5 ¢ 6).
Porém, apenas as cebolas de numeros 4 e 5 apresentaram raizes com tamanhos ideias para as
analises. As demais rafzes que germinaram nas outras cebolas apresentaram medidas semelhantes

as raizes das cebolas de numeros 1 e 5 do grupo D1.

Figura 12 — Representaciio dos grupos. A) Cebola do grupo A; B) Cebola do grupo C; C) Cebola do
grupo D1; D) Cebola do grupo D3.

Fonte: Autores, 2024.

Dentre as 24 raizes que germinaram, sete apresentaram tamanhos ideais para as analises,
medindo entre 0,5 a 1,5 cm. Foram as raizes das cebolas 1, 2, 4 ¢ 5 do grupo A (grupo controle
contendo agua deionizada), da cebola de numero 5 do grupo D1 (contendo concentragao de 25%
de AgNP’s + camomila) e das cebolas de nimeros 4 ¢ 5 do grupo D3 (contendo concentracdo de
100% de AgNP’s + camomila). Com as sete raizes foram confeccionadas sete laminas que foram
levadas para observagido no microscépio.

Das sete laminas feitas, apenas duas estavam adequadas para observagiao ao microscépio

(raiz da cebola 2 do grupo A e raiz da cebola 1 do grupo D3), onde podiam ser vistas as células.

- o e
0o e
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Isso pode ter se dado por diversos fatores, desde o preparo das amostras que envolvem varias
etapas importantes, como a coleta das amostras, sua coloracio, macera¢do e fixagdo, por
exemplo. Em alguns dos processos algo possivelmente nio ficou de acordo para uma observagao
ideal de todas as sete laminas preparadas.

De acordo com a observacao das laminas, dois fatores importantes podem ser destacados
para a nao adequagao das cinco amostras: coloragdo e maceragao. A coloragao das células nao se
encontrava de acordo para observagdo precisa dos nucleos celulares e seus componentes. A
coloragdo ¢ essencial para realcar detalhes especificos das células e tecidos, permitindo uma
visualiza¢do clara e diferenciada das estruturas sob o microscopio. No que diz respeito a
maceracao do tecido, algumas células se encontravam muito sobrepostas umas as outras,
dificultando a diferenciagao e observacao individual de cada célula. O que abre espago para testar
outras maneiras como cortes citolégicos mais precisos na raiz para uma possivel melhor fixagao
do material na lamina.

Nas duas laminas adequadas para a observagao, foram contabilizadas 550 células, sendo
400 células na amostra do grupo A e 150 na amostra do grupo B. A contagem foi realizada com o
intuito de verificar indice de alteragoes cromossomicas (IAC) e indices mitéticos (IM). Nas
amostras observadas foi possivel diferenciar as células, observar seus nucleos, encontrar células
em divisdo e diferenciar cada uma das fases de divisao (Préfase, Metafase, Anafase e Telofase). A
grande maioria das células encontravam-se em interfase (momento em que a célula nio esta se

dividindo), e outra parte encontrava-se em divisao celular, onde foram observadas as fases da

divisao (Figura 13 A — H), assim como também anomalias cromossomicas (Figura 14 A — D).
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Figura 13 — Fases das divisdes celulares; A) Células do grupo A em interfase; B) Células do grupo A em
proéfase; C) Cromossomos metafasico do grupo A; D) Células do grupo A em metifase; E) Célula do
grupo A com placa metafasica: ) Célula do grupo A em anéfase; G) Célula do grupo A em tel6fase; H)
Célula do grupo A em citocinese; I) Células do grupo B3 em interfase; J) Células do grupo B 3 em profase.

. -

Fonte: Autores, 2024.

Figura 14 — Altera¢des cromossémicas observadas nos grupos A e D3; A) Célula e material genético do
grupo A com estruturas alongadas; B) Célula do grupo A em anafase com ponte cromossémica e partes
do DNA fragmentadas; C) Célula do grupo D3 com microntcleo; D) Células do grupo D3 com estruturas
alongadas.

Fonte: Autores, 2024.

As andlises realizadas nas células meristematicas das raizes das cebolas revelaram dados
significativos sobre os IM e IAC para a quantidade de células observadas. No grupo A (grupo
controle contendo agua deionizada) os resultados indicaram um indice mitético de 27,50%,
sugerindo uma taxa de divisao celular estavel para amostra. O indice de alteragdes cromossomicas
no grupo controle foi de 3,75%, indicando uma baixa incidéncia de modificagbes estruturais nas
células. O grupo experimental D3 (contendo concentragio de 100% de AgNP’s + camomila),
apresentou alteragbes consideraveis nos indices mitéticos e nos indices de alteragoes

cromossOmicas para a quantidade de células observadas. O indice mitético foi de 13,3% com

células observadas em fase de profase. No entanto, o indice de alteragdes cromossomicas foi alto,
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chegando a 33,3%, sugerindo que mesmo com uma taxa menor de divisdo celular, com as fases
da mitose menos evidentes, as alteracoes cromossomicas foram elevadas.

Com isso, pode-se inferir que a alta concentragdo de das AgNP’s estabilizadas na
camomila em 100% mostra-se toxica, considerando o descrito por Andrade (2012) que em seu
trabalho, mostrou que valores de indice mitético significativamente abaixo daqueles encontrados
no controle negativo podem indicar alteragdes decorrentes da ag¢ao quimica no crescimento e

desenvolvimento de organismos expostos.

3.5 Avaliagao toxicolégica com Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a espécie Artemia salina demonstra a sensibilidade da espécie
aquatica em relagdo as substancias toxicas ou atoxicas. A avaliagio da atividade toéxica das
solugoes foi realizada com 360 nauplios de artémias submetidos a seis grupos contendo solugoes
e concentracOes diferentes. Cada um dos seis grupos contou com seis amostras, contabilizando
36 amostras no total, com 10 nauplios em cada. Os resultados encontram-se esquematizados na
tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado do teste toxicoldgico com Artemia salina em DLs.

Quantidades de Solugdes Mortas % Mottas Vivas % Vivas
amostras
6 tubos de ensaio Agua deionizada 46 76,6 14 233
com 10 nauplios (grupo A)
em cada
6 tubos de ensaio 100% do extrato de 60 100 0 0
com 10 nauplios ~ camomila (Grupo B)
em cada
6 tubos de ensaio  Nanoparticulas puras 59 98,3 1 1,6
com 10 nauplios (Grupo €)
em cada
6 tubos de ensaio 25% de AgNP’s + 59 98,3 1 1,6
com 10 niuplios camomila (Grupo
em cada D1)
6 tubos de ensaio 50% de AgNP’s + 60 100 0 0
com 10 nauplios camomila (Grupo
em cada D2)
6 tubos de ensaio  100% de AgNP’s + 58 96,6 2 3,3

com 10 nauplios

camomila (Grupo

D3)
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em cada

36 tubos de - 342 - 18 -
ensaio e 360

nauplios

Fonte: Autores, 2024,

A morte do microcrusticeo ¢ evidenciada pela sua sedimentacdo. Por se tratar de um
crustaceo ativo em agua salina, a falta de movimento e sedimentagdo sao os indicadores de morte
do mesmo. Os resultados revelaram que em cada amostra houve uma porcentagem
extremamente alta de mortalidade das artémias em contato com as solucoes, todas acima de 50%,
mesmo no grupo controle. Tendo o grupo A uma taxa de 76,6% de mortalidade, o grupo B uma
taxa de 100% de mortalidade, o grupo C 98,3% de mortalidade, o grupo D1 uma taxa de 98,3%
de mortalidade, o grupo D2 uma taxa de 100% de mortalidade e o grupo D3 uma taxa de 96,6%
de mortalidade.

No que se refere as cebolas que estiveram em contato com a mesma concentra¢ao de 100
% de AgNP’s + camomila no grupo D3 do teste genotoxico, foi possivel notar desenvolvimento
das raizes nas cebolas que estiveram em contato com solu¢ao das nanoparticulas estabilizadas na
camomila. Enquanto no grupo B (contendo extrato de 100% da camomila) houve a germinaciao
de raiz em apenas uma cebola, no grupo C (com as nanoparticulas puras) nao houve germinagao
de raiz e ocorreu a danificacio das cebolas, no grupo D3 (com 100% de AgNP’s + camomila)
ocorreram germinag¢Oes de raizes em cinco das seis cebolas. O que pode ser inferido ainda de
forma limitada, que de alguma maneira as nanoparticulas tiveram efeito positivo estabilizadas no
extrato aquoso da camomila. Sendo esse resultado um ponto que se mostra interessante para a
continuagao do estudo e entendimento da agao das nanoparticulas estabilizadas na camomila,

abrindo espago para novos testes.

4 CONCLUSAO

A pesquisa desenvolveu nanoparticulas de prata através do processo de sintese verde,
utilizando o extrato vegetal de camomila, que demonstrou ser uma abordagem eficaz e qualificada
para a produgio e estabilizacio dessas AgNP’s. A caracterizagdo através da espectrocospia em
UV-vis demonstrou que a estabilizacao de AgNP’s no extrato aquoso da camomila ¢é eficaz e ndo
alterou as bandas de absorbancia que se mantiveram na faixa 400 nm, constatando a estabiliza¢ao
das nanoparticulas.

Através do teste genotoxico observou-se que ocorreu uma baixa no indice mitético e uma

elevagdo nas alteragdes cromossomicas no grupo D3 (com concentracio de 100 % de AgNP’s +
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camomila) em relacio ao grupo controle A (contendo 4gua deionizada), indicando essa
concentra¢ao da solucio como sendo toxica para as células da cebola. A avaliagdo toxicoldgica
revelou uma alta taxa de mortalidade dos nauplios de _Arfemia salina submetidos ao teste,
chegando a 100% nos grupos B e D2, indicando as solugdes nessas concentragoes como sendo
toxicas.

No que diz respeito as germinag¢Oes das raizes, houve um numero consideravel nas
cebolas submetidas as solu¢oes. Sendo que nos grupos D1, D2 e D3 contendo concentragdes
diferentes de AgNP’s + camomila, das 18 cebolas desses grupos que estiveram em contato com
as solugoes, em 15 germinaram raizes, demonstrando mesmo de forma preliminar, que houve
uma interagao positiva entre as nanoparticulas e o extrato aquoso da camomila, possibilitando o
desenvolvimento das raizes nas cebolas.

Mesmo os testes genotoxicos e toxicoldgicos indicando niveis de toxicidade para os
organismos submetidos as analises nas concentragoes testadas, os resultados encontrados na
sintese das nanoparticulas de prata estabilizadas no extrato aquoso da camomila, se mostram
como um potencial interessante para a continuagdo do estudo e entendimento dessa agao,
abrindo espago para novos testes com concentragoes menores, em busca de melhores resultados

no conhecimento dessa solu¢ao promissora para o tratamento coadjuvante da depressao.
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Resumo: A sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) estabilizadas em extrato de Cymbopogon
citratus (capim-limao), podem apresentar bioativos potenciais e compativeis para utilizagao
coadjuvante no tratamento da hipertensao arterial sistémica, uma das doengas cronicas que
ocupam o quadro de maior causa de morbidade e mortalidade no Brasil. Diante disso, a pesquisa
tem como objetivo sintetizar nanoparticulas de prata e estabilizar em extrato de capim-limao. A
obtengao do extrato ocorreu pela infusio de 4,0 g de folhas de capim-limao em 400 mL de agua
fervida. As AgNPs foram sintetizadas utilizando nitrato de prata e citrato de sédio, confirmando
a reducdo da prata pela mudanga na cor da solugdo. A caracterizagdo das nanoparticulas obtidas
foi realizada por espectroscopia no UV-Vis, mostrando banda de absorbancia na regiao de 420
nm, indicando estabiliza¢ao e formagao de AgNPs. A genotoxicidade das nanoparticulas de prata
foi feita através do teste de Alium cepa (cebola). O grau genotdxico variou entres 0s grupos, o
grupo controle apresentou um indice mitético (IM) estavel e indice de alteragdes cromossomicas
(IAC) baixo; grupo B mostrou frequéncia de IAC alta e IM abaixo e o grupo C revelou IM e IAC
préoximos ao grupo controle. Esta pesquisa mostrou que AgNPs estabilizadas em extrato de
capim-limao apresentaram genotoxicidade inferior, apontando que sio promissoras na sintese de
um fitoterapico coadjuvante no controle da hipertensao.

Palavras-chave: Extrato vegetal. Nanotecnologia. Nanoparticulas metalicas. Pressao alta.
Tratamento alternativo.

Abstract: The synthesis of silver nanoparticles (AgNPs) stabilized in lemongrass extract may
present potential and compatible bioactives for adjuvant use in the treatment of systemic arterial
hypertension, one of the chronic diseases that is the leading cause of morbidity and mortality in
Brazil. Therefore, the research aims to synthesize silver nanoparticles and stabilize them in
lemongrass extract. The extract was obtained by infusing 4.0 g of lemongrass leaves in 400 mL of
boiled water. The AgNPs were synthesized using silver nitrate and sodium citrate, confirming the
reduction of silver by the change in the color of the solution. The characterization of the
obtained nanoparticles was performed by UV-Vis spectroscopy, showing an absorbance band in
the 420 nm region, indicating stabilization and formation of AgNPs. The genotoxicity of silver
nanoparticles was assessed using the A/ium cepa (onion) test. The genotoxic degree varied
between groups; the control group presented a stable mitotic index (MI) and low chromosomal
alteration index (CAI); group B showed a high CAI frequency and lower MI; and group C
revealed MI and CAI close to the control group. This study showed that AgNPs stabilized in
lemongrass extract presented lower genotoxicity, indicating that they are promising in the
synthesis of a phytotherapeutic adjuvant in the control of hypertension.

Keywords: Plant extract. Nanotechnology. Metallic nanoparticles. High blood pressure.
Alternative treatment.

1 INTRODUCAO

A hipertensao arterial sistémica (HAS), mais conhecida como pressao alta, ¢ uma doenga
cronica predominante e tem forte relagio com os casos de doengas cardiovasculares, sendo a
principal causa de morte no Brasil e no mundo (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2020). Um

dos principais fatores que tém contribuido para o agravamento ¢ a nio adesdo ao tratamento

farmacoldgico e/ou a falta de acesso adequado (Mansour; Monteiro; Luiz, 2016).
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A utilizacdo de medicamentos e habitos saudaveis sio medidas essenciais que auxiliam no
controle da doenca (Ministério da Saude, 2022). Além disso, em conjunto com a medicina
convencional, o uso complementar da fitoterapia tem se destacado nos pafses ocidentais (Ataliba
et al, 2017). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) uma planta é
considerada medicinal quando é composta por substancias capazes de prevenir, curar ou tratar
determinada doenca.

O Brasil tem um rico histérico com o uso de plantas medicinais para o tratamento de
enfermidades, uma vez que a sociedade detém de um conhecimento ancestral que é repassado
para as novas geracoes (Gabrielle e# a/, 2015). Atualmente, grande parte da populagao mundial
ainda escolhe esse recurso medicinal alternativo por sua acessibilidade (Carneiro, 2014). No pafs,
cerca de 82% da populagdo brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais nos seus
cuidados com a saude (Ministério da Saude, 2012). Em destaque, a folhagem do capim-limao
abriga compostos bioativos reconhecidos por suas atividades terapéuticas, como: a agao
antimicrobiana, antioxidante e antiinflamatoéria (Rahhal e a/., 2024).

Em decorréncia dos avancos nas pesquisas, o campo da nanotecnologia se mostrou
promissor, abrindo espago para as nanoparticulas metalicas (NPMs), em fungao das propriedades
fisico-quimicas, antibacterianas e por suas diversas aplicagoes. As inumeras utilizagdes abrangem
areas biomédicas, mecanicas e cataliticas (Sato; Tapudima, 2023).

Dentre os metais nobres (ouro, cobre, zinco e titanio) utilizados na produgio de
nanoparticulas por suas propriedades opticas que trazem versatilidade nas aplicages, a prata tem
se destacado por caracteristicas singulares como: flexibilidade, maleabilidade, potencial
antimicrobiano, assim como pela caracteristica de ressonancia plasmoénica de superficie (RPS) e
uma condutividade térmica e elétrica que se sobressai a qualquer outro metal (Sena; Ramos; Faria
2019; Vasconcelos, 2021).

Ha inimeros métodos utilizados para a sintese e estabilizacdo de nanoparticulas de prata
que convencionalmente envolvem processos fisicos ou quimicos que sao nocivos para o meio
ambiente (Tapudima, 2023). Diante desse cenario, a sintese verde é uma alternativa que tem se
mostrado viavel usando reagentes naturais que atuam como agente redutor e estabilizador das
nanoparticulas (Vasconcelos, 2021).

A escolha de produgdo mediada por plantas tem se tornado popular, devido a abordagem
com métodos simples, de baixo custo, biocompatibilidade e ecolégico, visto que nao faz uso de
solventes toxicos (Sato, 2023). Sendo assim, a estabilizag¢ao de nanoparticulas de prata em capim-

lim3do se mostra como opg¢ao promissora, em virtude das propriedades presentes nas AgNPs

aliado aos bioativos do capim-limdo, em especial, a ac¢do antihipertensiva. Hsses fatores
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contribuem para a produgio de um fitoterapico operante no controle da hipertensio arterial
sistémica, cooperando em novas vias de tratamento.

Esse trabalho teve como objetivo produzir nanoparticulas de prata estabilizada em extrato
de vegetal de Cymbopogon citratus (DC) Stapf (Capim-limao) através da sintese verde. Sendo
averiguadas pelo método de Ultravioleta visivel (UV-vis) e o potencial genotdxico por meio do

bioensaio Alium cepa.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Area de Estudo e Publico-alvo
O trabalho consiste em uma pesquisa experimental com abordagem quantitativa, realizada

no Laboratério de Biotecnologia (LABIOTEC) em parceria com o Laboratério de Pesquisa em

Quimica e Materiais (LAPEQUIM), ambos situados no Campus Caxias.

2.3 Metodologia da pesquisa
2.3.1 Coleta das folhas e obtencao do extrato aquoso de Capim-limao

A coleta das folhas de capim-limao ocorreu no municipio de Caxias, Maranhao, na zona
urbana sob as coordenadas (4°51' 27"S 43°20' 08"W) (Figura 1A). Para obtencdo do extrato
vegetal, as folhas passaram por um processo de preparagao: lavagem, secagem e secc¢io. Logo
depois, esse material foi pesado em uma balanga de precisio (4,0 g) (Figura 1B).

Em um becker foram adicionados 400 mL de agua deionizada, esse solvente foi
submetido a0 aquecimento em um forno micro-ondas e imediatamente foi entornado 4,0 g do
material vegetal, até que se extraisse o cha apds o tempo de repouso (Figura 1C). De acordo com
Oliveira et al. (2021), o método de infusio se mostrou adequado, visto que preserva os

metabolitos presentes no capim-limao e por fim, a porcao liquida foi filtrada e armazenada para

as proximas etapas da sintetizagao.
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Figura 1 — Processo de obtencio do extrato aquoso. A) Exemplar de capim-limdo. B) Pesagem das folhas
seccionadas. C) Infusdo das folhas de capim-liméo.

Fonte: Autores, 2024.

2.3.2 Sintese de Nanoparticulas de Prata

Para o preparo da solucdo de nanoparticulas de prata, foi utilizado 0,17 g de nitrato de
prata (AgNOs3) diluido em 1000 mL de agua deionizada. Em seguida, foi preparado 1 g de citrato
de sédio (NasCsHs04) diluido em 100 mL de agua deionizada (Figura 2).

Figura 2 — Procedimento de pesagem e dilui¢do dos solutos. A) Nitrato de Prata; B) Pesagem de Nitrato
de prata; C) Citrato de Sédio; D) Pesagem de Citrato de Sédio; E) Solucio de Nitrato de Prata; F) Solucido
de Citrato de Sédio.

Fonte: Autores, 2024.

Em seguida, foi colocado 400 mL da solu¢do de nitrato de prata em um Béquer e
seguidamente submetido a chapa aquecedora. Ao atingir a ebuli¢do, adicionou-se 1 mL de citrato
de sodio. A solugdo permaneceu em constante agitagao magnética e aquecimento por 15 minutos
até que a prata reduzisse. Apos a redugao, a solugao foi mantida apenas em agitacao. Assim que a
temperatura ambiente (25 °C) foi alcancada, acrescentou-se 100 ml. de extrato aquoso
previamente produzido. Por fim, formando uma solugio com nitrato de prata/citrato de

sédio/extrato aquoso de capim-limao, sendo armazenada em um frasco ambar (Figura 3).
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Figura 3 - Solucio nitrato/citrato/capim-limio em frasco ambatr.

Fonte: Autores, 2024.

2.3.3 Caracterizagao das Nanoparticulas de Prata

A caracterizagdo foi realizada por espectroscopia de luz Ultravioleta Visivel (UV-Vis),
utilizando o espectrofotometro Kazuaki, modelo: N6OOOPLUS, com celas de quartzo (Figura 4).
Essa técnica de analise eficiente e acessivel ¢ comumente utilizada para monitorar a estabilidade e
confirmar a formacao de nanoparticulas (Santos, 2015; Hembram ef a/., 2018).

para as analises das soluces.

Figura 4 — EsEectrofotémetro utilizado

Fonte: Autores, 2024.

Com o objetivo de verificar caracteristicas como estabiliza¢ao, formato e tamanho das
nanoparticulas, as solu¢des produzidas de nitrato/citrato/capim-limdo e extrato aquoso de
capim-limio foram submetidas a0 UV-Vis em se¢des separadas. Para cada analise a cubeta de

quartzo foi higienizada com agua deionizada para receber a proxima amostra.

2.3.4 Teste genotoxico com Allium cepa (Cebola)
A analise genotéxica foi realizada usando trés grupos (A, B e C) organizados em

diferentes recipientes. O grupo A, com agua deionizada (controle negativo); grupo B, com a

solugdo das nanoparticulas de prata estabilizadas em extrato de Cymbopogon citratus (capim-limao) e
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grupo C, apenas com extrato vegetal de capim-limao (Figura 5). O Teste Alium cepa (cebola),
seguiu um protocolo sugerido pela Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e

Teratogénese Ambiental (SBMCTA) elaborado por Medeiros ez a/. (2007).

Figura 5 — Bulbos de cebolas submetidos nas solu¢des em trés grupos: A) com agua deionizada, grupo
controle; B) com AgNPs com extrato aquoso de capim-limio; C) com extrato vegetal de capim-limao.

Fonte: Autores, 2024.

Para cada grupo foram selecionados seis bulbos de cebolas bem preservados, previamente
limpas, através da remocao de catafilos (cascas), raizes antigas, retirada superficial da base (placa
basal) e lavagem. Apos esse tratamento, os bulbos foram submersos nas solugées produzidas.
Ap6s 72 horas as raizes que mediam entre 0,5 e 1,5 cm foram cortadas e fixadas em solugio
Carnoy por 24 horas e apds esse tempo foram estocadas em etanol 70% até o preparo das
laminas.

Para a preparacao das laminas, as raizes foram lavadas com d4gua deionizada para a
remogao do fixador e depois realizou-se a hidrélise com HCI IN 60 °C por 1 minutos. Em
seguida as rafzes foram retiradas do acido e banhadas novamente. Com o auxilio de uma pinga, as
raizes foram secadas e transferidas para um frasco ambar com o reativo de Schiff por 2 horas.
Para a remoc¢ao do corante, as raizes foram lavadas e secas. Para o ultimo passo, as raizes foram
colocadas sobre uma lamina, separando a extremidade mais corada da raiz e uma gota de carmim
acético foi adicionada. A extremidade mais corada foi macerada e coberta com uma laminula
realizando-se uma leve pressdo. Apos isso, foi levada para observa¢do no microscopio
imediatamente. As células do meristema das raizes foram observadas e quantificadas, a fim de
obter o percentual do indice mitético (IM) e indice de alteragoes cromossomicas (IAC). Diante

disso, o calculo do IM foi obtido por meio da férmula: IM= n° de células em divisao X 100/ n°

total de células observadas. Nesta logica, o calculo do indice de anomalias cromossomicas (IAC)

se da sob a férmula: IAC= n° de células alteradas X 100/ n°® de células observadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtengio do extrato aquoso de capim-limao

O extrato aquoso de capim-limdo (Figura 6) apresentou colora¢ao amarelada, com aroma
citrico caracteristico da planta e apresentou um potencial hidrogenionico (pH) de 5,0. O valor do
teste de pH corrobora com os resultados da pesquisa de Lins e /. (2015), onde a solugao aquosa
com capim-limao demonstrou um pH na faixa de 5,8 e acidez em torno de 0,3%.

Figura 6 — Extrato aquoso de capim-liméo.

Fonte: Autores, 2024.

3.2 Sintese das Nanoparticulas de Prata

As nanoparticulas sintetizadas apresentaram alteragdo na coloragao durante a agitagao de
aquecimento (Figura 7). Ao longo desse percurso, a solu¢ao incolor mudou para uma cor
amarelada, esse evento indica a redu¢do da prata e formagao das nanoparticulas (Ahmed et 4/,
2016). Concordando com o trabalho de Assuncio ez a/. (2021), onde explicam que a mudanca da
cor ocorre devido a agitacio da ressonancia plasmonica de superficie (RPS) durante a redugao
dos fons da prata.

Figura 7 — Solu¢io com nitrato/citrato em transicio de cor.

~ i
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Fonte: Autores, 2024.

Os resultados sio reforcados com a pesquisa de Araruna et al. (2020), que da mesma

forma constatou que essa transicio para cor amarela ¢ uma caracteristica particular apontada na

producao de nanoparticulas de prata.
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3.3 Caracterizagiao das Nanoparticulas de Prata

Por meio da varredura feita pela espectroscopia de Ultravioleta Visivel (UV-vis), foi
possivel obter a caracterizagdo da nanoparticula metalica. Resultando em bandas de absor¢ao
com caracteristicas particulares, em razao de propriedades, como: o tamanho, forma, ambiente
quimico e entre outros. Isso ocorreu devido ao fendomeno de Ressonancia Plasmonica de
Superficie (RPS), uma vez que os elétrons dispersos na superficie das AgNPs interagem com a
onda de luz produzida pelo espectrofotometro, que consequentemente cria picos de maior
intensidade em dadas frequéncias (Almatroudi, 2020; Caixeta, 2018; Zhang ¢/ al., 2016).

As analises das solugoes realizadas por UV-vis ocorreram na faixa de comprimento de
onda de 300 a 600 nanoémetros (nm). Ao submeter a amostra com nanoparticulas de prata
(AgNPs), foi possivel observar uma banda de absor¢io com maior intensidade na regiao
aproximada de 420 nm (Figura 8), indicando que houve a formacio de nanoparticulas.
Semelhantemente Sousa ef al. (2024) ao sintetizar AgNPs observaram bandas de absor¢ao com
comprimento de onda maximo em torno de 425 nm.

Figura 8 — Espectro das Nanoparticulas de Prata (AgNPs).
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Fonte: Autores, 2024.

Os resultados dessa analise compactuam com o trabalho de Silveira ez a/. (2022), que
observaram bandas de absorbancia na regido de 420 a 435 nm. Concordando com Silva e Mania
(2024), que ao verificarem o espectro das nanoparticulas de prata, notaram a absorbancia em
torno de 400 nm, apontando a confirmagao de nanoparticulas formadas. Segundo Tormena
(2020), essa regiao de comprimento de onda ¢ um aspecto da existéncia das AgNPs. A
caracterizacdo da solucido de AgNPs com extrato aquoso de capim-limio apresentou uma banda
de absor¢ao na faixa de cornrimento de onda em torno de 420 a 425 nm (Figura 9). No que diz



http://www.doi.org/10.52832/wed.146

70

Pesquisas em Biotecnologia: inovagdes, técnicas e aplicagoes |Silva er al.

respeito a0 comprimento de onda, observa-se que as bandas dos espectros da figura 1 e 2 sdo
similares indicando que ocorreram alteragdes suaves, ou seja, mostram que as nanoparticulas de
prata seguiram estabilizadas em extrato de capim-limao.

Figura 9 — Espectro das nanoparticulas de prata com extrato de capim-limao.
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Fonte: Autores, 2024.
Em contraste com os espectros anteriores, o espectro do extrato de Cymbopogon citratus
(DC) Stapf (Capim-limao) submetido ao UV-vis, ndo demonstrou banda de absor¢ao por nio
apresentar nenhum metal nobre como a prata na composicao da amostra de analise, diante disso,
nao acontece o Fenomeno de Superficie Plasmonica (RPS) (Figura 10).

Figura 10 — Espectro do extrato aquoso de capim-limio.
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Fonte: Autores, 2024.

Segundo o trabalho de Mulfinger ez /. (2007), o tamanho das nanoparticulas pode ser
indicado de acordo com o comprimento de onda de maior absor¢ao de plasmon. Sendo assim, as

bandas de absorbancia localizadas em torno de 420 nandmetros indicam AgNPs com tamanho

aproximado de 5 a 25 nm e formato esférico (Santos, 2023).



http://www.doi.org/10.52832/wed.146

71

Pesquisas em Biotecnologia: inovagdes, técnicas e aplicagoes |Silva er al.

3.4 Teste genotoxico com Allium cepa (Cebola)

As rafzes de Allium cepa foram expostas em diferentes solugoes e demonstraram
desenvolvimentos diferentes. O grupo A (controle negativo), tratado com agua, teve o nimero
maior de bulbos germinados, com tamanho das rafzes acima de 0,5 cm. Com aspecto similar, as
cebolas do grupo C, no tratamento com extrato de capim-limao, ndo apresentaram inibi¢ao no
crescimento, com rafzes proximas ao comprimento minimo. Em contrapartida, quando
comparado ao controle negativo, os bulbos com a solu¢ao com AgNPs e extrato de capim-limao
mostraram baixa evoluc¢io, ja que de seis cebolas apenas duas cresceram com raizes medindo

inferior a 0,5 cm (Figura 11).

Figura 11 — Bulbos de cebolas germinadas em determinadas solugdes. A) grupo controle; B) grupo com
AgNPs e capim-limao; C) grupo com extrato aquoso de capim-limio.
I A B C

Fonte: Autores, 2024.

As laminas foram confeccionadas e analisadas em microscopio Optico. Para cada bulbo
analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células. Durante esse processo, foram avaliados os
efeitos citotdxicos por meio da analise de indice mitético (IM) e os genotdxicos pelo indice de
alteragdes cromossomicas (IAC), com o objetivo de contabilizar a presenca de anomalias em
fases do ciclo celular (interfase, profase, prometafase, metafase, anafase e telofase).

A porcentagem do IM e IAC obtidos para os diferentes tratamentos esta presente na
Tabela 1. O controle negativo (A), foi utilizado como base estavel para comparagdo entre os
demais grupos. O grupo controle, apresentou um indice mitético de 48,0% e um IAC de 0,1%,
apontando divisao celular controlada e baixo nivel de modificagdo nas células. No entanto, o
grupo B, tratado com AgNPs/Capim-limao, indicou dados consideraveis no indice mitético, com
27.5% e alteracGes cromossémicas de 0,5 %, mostrando o aumento de IAC, além do efeito
citotoxico pela diferenca significativa quando comparado ao controle negativo. De acordo com o
trabalho de Lima ez a/. (2018), o crescimento meristematico das raizes pode ser prejudicado pela
presenca de agentes toxicos e isso pode ser apontado por meio de um indice mitético inferior ao
do grupo controle. Concordando com Santos (2023), que afirma que a diminui¢ao da divisao

celular ocorre com a existéncia de substancias e componentes quimicos, visto que influenciam e

danificam o material genético. Com relacio a toxicidade de AgNPs ao tecido vegetal, Cvjetko ez
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al. (2017), explica que existem fatores que contribuem podem variar de acordo com a duragao do

método de exposicao, espécie da planta, concentragao e tamanho das nanoparticulas.

Tabela 1 - Analises de indice mitético (IM) e indice de alteragdes cromossomicas (IAC).

GRUPOS M TAC
Grupo A - Controle negativo 48% 0,1%
Grupo B - AgNPs/capim-limio 27,5% 0,5%
Grupo C - Capim-limao 41,8% 0,2%

Fonte: Autores, 2024.

Foi demonstrado que o percentual do extrato de Cymbopogon citratus (capim-limao)
apresentou estabilidade, em razao da proximidade com os indices do grupo tratado com éagua.
Segundo Oliveira e Santos (2021), ativos antioxidantes presentes em extratos vegetais auxiliam no
controle de toxicidade e possuem habilidade de melhorar o reparo no DNA.

Na figura 12 estdo apresentados estdgios normais do ciclo celular e algumas anomalias
cromossomicas (AC) observadas na analise com os trés grupos (A, B e C), em especial, notou-se
uma frequéncia de AC maior no grupo B. Sendo elas: anafase com ponte cromossomica, Tel6fase
com cromossomos retardatarios, metafases irregulares e anafase retardataria com fragmento
Cromossomico.

Figura 12 — Fases do ciclo celular e alteragdes cromossoémicas observadas em células meristematicas de
Allinm cepa expostas em diferentes solucoes. A) Intérfase; B) Profase; C) Pro-metifase; D) Metafase; E)
Anafase; F) Tel6fase; G) Andfase com ponte cromossémica; H) Tel6fase com cromossomos

retardatarios; I, K e L) Metafases irregulares; J) Anafase retardataria com fragmento cromossémico.
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As anomalias cromossoémicas podem acontecer de forma espontinea ou decorrente da
exposicdo a agentes quimicos. Podendo ser induzidas por agentes clastogénicos (pontes
cromossomicas, fragmentos cromossomicos em anafase ou metafase e outras modificagdes) ou
aneugeénicos (Cromossomos pegajosos, perda cromossomica, metafases polipléides e etc.) (Costa,
2022; Vasconcelos ef al., 2019). Da Silva e al. (2024), informa que o termo genotoxicidade se
caracteriza por interferir em processos celulares fundamentais, resultado da acao de agentes
mutagénicos que interagem com o DNA e suas enzimas.

Neste trabalho observou-se anormalidades cromossomicas, tais como a formacio de
ponte cromossomica em anafase (Figura 10G) consequéncia da quebra e fusio de cromossomos
devido a processo mutacionais estruturais, podendo levar a apoptose (Sampaio ez al, 2021).

A teléfase com cromossomos retardatarios (Figura 10H), esta incluida em mudangas
turbagénicas (cromossomos vagantes, tardios e precoces). A producio de cromossomos
retardatarios se da em razao da inibicdo de proteinas do citoesqueleto ou polimeriza¢ao da
tubulina (Bonciu ez a/, 2018).

A maior frequéncia de anomalias foi observada em células em metafase (Figura 101, K e
L), mostrando que foi uma fase da divisdo celular sensivel aos efeitos causados por agentes
externos. Conforme Rocha e a/. (2019), a formagao de metafases irregulares ocorre devido a
interacbes no estagio de profase, tornando-a inativa temporariamente inibindo o processo
mitdtico e ao avangar, resulta na exclusao de estruturas essenciais que atuam na formagao do fuso
mitético.

Neste teste com controle negativo, solu¢ao de AgNPs/capim-limio e extrato das folhas
Cymbopogon citratus Stapf, nao houve evidéncias de microndcleo, sugerindo assim auséncia desse

efeito mutagénico nos meristemas das cebolas.

4 CONCLUSAO

As nanoparticulas de prata foram sintetizadas por meio do método da sintese verde
utilizando extrato aquoso de capim-limao, que exibiram colora¢ido amarelada e mostrou ser um
método eficaz no desenvolvimento e estabilizacio dessas nanoparticulas. O uso da
espectroscopia UV-vis mostrou que as nanoparticulas de prata foram estabilizadas em extrato
aquoso de capim-limado, por apresentar banda de absorbancia préximo ao espectro de AgNPs, na
regido de 420 nm. Indicando a formagao de AgNPs, formato esférico e tamanho proximo a 25
nm.

Através da sensibilidade em detectar e monitorar a presenca de compostos quimicos do

teste genotoxico Alium cepa notou-se que a solugao com AgNPs se mostrou estavel e apresenta
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baixo indice genotdxico. Concluindo que o extrato vegetal de Cymbopogon citratus Stapf (Capim-
limao) se mostra eficiente no processo de sintese e estabilizagdo da nanoparticula, tornando-se

uma opgao promissora como coadjuvante no tratamento da hipertensao arterial.
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Resumo: O cancer ¢ uma doen¢a multifatorial caracterizada pelo crescimento desordenado de
células, sendo resultado de alteragbes em genes que regulam o metabolismo celular. Essas
alteragbes permitem a proliferacio celular descontrolada e a capacidade invasiva, tornando o
cancer uma das principais causas de mortalidade mundial. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um fitoterapico antitumoral utilizando o extrato aquoso de Malva-do-reino
(Plectranthus amboinicus 1..) associado a nanoparticulas de prata (AgNPs). O extrato foi obtido por
decocgao de folhas frescas, para tanto, 30g destas folhas foram pesadas e lavadas com agua
deionizada para eliminar possiveis contaminantes. Em seguida, as folhas foram picadas em
pedagos garantindo e colocados em um béquer de 400 mL e adicionadas 200 ml. de 4gua
deionizada. Posteriormente, a mistura foi aquecida a uma temperatura constante de 100 °C na
chapa de aquecimento por 20 min. O extrato obtido foi filtrado, apods atingir temperatura foi
armazenado em frasco ambar e guardado sob refrigeracdo garantindo a preservagao dos
metabolitos secundarios. As nanoparticulas foram sintetizadas a partir de uma soluc¢do de nitrato
de prata (1,0x107®> mol..”") com citrato de s6dio a 1%, com agitagdo e temperatura controlada. A
formacao das AgNPs foi confirmada pela mudanca de coloragio da solu¢do para amarelada e
caracterizada por espectroscopia no UV-Vis. As interagdes entre o extrato e as nanoparticulas
foram avaliadas em diferentes proporc¢des (1:3; 3:1 e 1:1), a fim de identificar a combina¢ao mais
eficiente. O extrato apresentou coloragao variando entre esverdeada e amarelada, com pH acido
igual a 5. Os resultados obtidos reforcam a relevancia da P. amboinicus 1.. e das nanoparticulas de
prata no desenvolvimento de terapias alternativas, evidenciando o valor das plantas medicinais e
das nanobiotecnoldgicos no avanco de estratégias mais eficazes e sustentaveis para a saude
humana.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Sintese quimica. Extrato vegetal. Cancer.

Abstract: Cancer is a multifactorial disease characterized by disordered cell growth, resulting
from alterations in genes that regulate cellular metabolism. These alterations allow uncontrolled
cell proliferation and invasive capacity, making cancer one of the main causes of mortality
wortldwide. This study aimed to develop an antitumor phytotherapeutic agent using the aqueous
extract of Malva-do-reino (Plectranthus amboinicus L.) associated with silver nanoparticles
(AgNPs). The extract was obtained by decoction of fresh leaves. For this purpose, 30 g of these
leaves were weighed and washed with deionized water to eliminate possible contaminants. Then,
the leaves were chopped into pieces and placed in a 400 mL beaker and 200 mL of deionized
water were added. Subsequently, the mixture was heated at a constant temperature of 100 °C on
the heating plate for 20 min. The extract obtained was filtered, and after reaching temperature, it
was stored in an amber bottle and kept under refrigeration, ensuring the preservation of
secondary metabolites. The nanoparticles were synthesized from a silver nitrate solution (1.0x107?
mol.L™") with 1% sodium citrate, with stirring and controlled temperature. The formation of
AgNPs was confirmed by the change in color of the solution to yellowish and characterized by
UV-Vis spectroscopy. The interactions between the extract and the nanoparticles were evaluated
in different proportions (1:3; 3:1 and 1:1), in order to identify the most efficient combination.
The extract presented a coloration ranging from greenish to yellowish, with an acidic pH equal to
5. The results obtained reinforce the relevance of P. amboinicus L. and silver nanoparticles in the
development of alternative therapies, highlighting the value of medicinal plants and
nanobiotechnological technologies in the advancement of more effective and sustainable
strategies for human health.

Keywords: Chemical synthesis. Plant extract. Cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer é uma doenga multifatorial caracterizada pelo crescimento desorganizado das
células. A capacidade invasiva, desenvolvimento e progressao da doenga estdo relacionados a
alteragbes em genes envolvidos na regulamentacio do metabolismo celular, como proliferacao,
diferenciacdo, e vias apoptoticas. As células tumorais sio capazes de invadir tecidos e 6rgios
adjacentes, ou de outras partes do corpo pelo sistema linfatico ou sanguineo, por processo
conhecido como metastase (Hanahan; Weinberg, 2011).

Os tratamentos antitumorais convencionais, como quimioterapia, radioterapia e
imunoterapia, combinados ou ndo com outros tratamentos sao relativamente eficazes, porém, sao
varios os desafios a serem superados como, o longo tempo de exposi¢io, altas doses de
quimioterapicos resistentes, efeitos adversos e alto custo financeiro para os pacientes e ao Sistema
de Saude (Wargo e7 al., 2015; El-Readi; Athubiti, 2019; Zhu ef al., 2023).

Ha uma grande demanda global por tratamentos personalizados para pacientes com
cancer. As nanoparticulas podem apresentar varias morfologias e composi¢oes, como: esféricas,
cilindricas, estrelas, discos, piramides e nicleo-casca. O formato depende da aplicagao onde sera
utilizada a nanoparticula e, de acordo com o formato, pode-se melhorar a sensibilidade e a
confiabilidade do nanosensor (Silva, 2019).

Segundo Oliveira (2019) existe facil interagdo das nanoparticulas metalicas com
biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos, anticorpos, entre outros) que permitem um amplo
potencial de aplicagdao na area médica, no que se refere ao desenvolvimento de nanobiossensores.
As nanoparticulas de metais nobres podem ser aplicadas no campo da medicina, biologia, fisica,
quimica e ciéncia dos materiais (Kumar, 2014).

A sintese de nanoparticulas metalicas se apresenta como tema de diversos estudos devido
as suas propriedades diferenciadas e sua ampla gama de aplicagdes. As nanoparticulas de prata
(AgNPs) apresentam grande potencial de uso na area biomédica devido as suas propriedades
diferenciadas e cicatrizantes. Existem diversos métodos de obtencdo dessas AgNPs que resultam
em subprodutos téxicos ou em uma alta demanda energética. Por isso, ¢ essencial o
desenvolvimento de técnicas que nio agridam o meio ambiente.

Um estudo conduzido por Pompeu e7 al. (2021), relatou que o uso da nanotecnologia no
tratamento do cancer esta relacionado a reducao e a incidéncia de efeitos diversos, aumentar o
intervalo entre as doses aplicadas e a obten¢do de uma melhor eficacia devido ao direcionamento

do farmaco aos tecidos doentes com a prote¢ao simultanea dos tecidos saudaveis. As

nanoparticulas nao poderiam ser diferentes, pois elas promovem reducao das dosagens
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necessarias justamente porque as nanoparticulas (NPs) possuem nivel de alcance intracelular,
atingindo unicamente células cancerosas (Canezin ef al., 2021).

Popularmente conhecida como Malva-do-reino, possui uma composi¢ao quimica rica em
flavonoides como apigenina e taxifolina, assim como o6leos volateis, triterpenos e taninos. O
extrato aquoso ¢ utilizado popularmente em casos de epilepsia como anticonvulsivante e contra
doengcas gastricas, ja o extrato das folhas P. amboinicus apresenta agao antibacteriana sobre cepas
Staphylococcus anrens, bem como em isolados de pacientes com otite externa, confirmando a
atividade antimicrobiana.

O segmento de fitoterapicos movimenta anualmente no mundo cerca de US$22 bilhoes,
com crescimento de 12% ao ano. S6 no ano de 2000, o setor faturou cerca de US$6,6 bilhdes nos
Estados Unidos e US$8,5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha e os Estados Unidos os maiores
mercados fitoterapicos. No Brasil, considera-se que as vendas neste setor crescem 10% ao ano,
com estimativas de terem alcancado a cifra de US$550 milhoes no ano de 2001 (Pinto ez al., 2002;
Brasil, 2006). Dessa forma, com a potencializagao das nanoparticulas de prata e os constituintes
fitoquimicos das plantas medicinais e seu papel como auxiliar no tratamento de doencas, o
desenvolvimento de um fitoterapico como uma alternativa no tratamento de enfermidades como

o cancer é promissor contra os tratamentos tradicionais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagdo da pesquisa

O estudo foi realizado na Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA, no periodo de
Agosto a Dezembro de 2024, sendo uma pesquisa experimental, realizado no Laboratério de
Biotecnologia (LABIOTEC), e no Laboratério de Pesquisa em Quimica e Materiais -
LAPEQUIM do Campus Caxias.

2.2 Metodologia da pesquisa
2.2.1 Producao do extrato da Malva-do-reino

Inicialmente as folhas de Malva-do-reino foram coletadas no municipio de Aldeias Altas -
MA e encaminhada para o Laboratério de Pesquisa em Quimica e Materiais (LAPEQUIM) e
identificada por uma botanica da Universidade. O extrato aquoso da Malva-do-reino foi
preparado por decocgio, a partir das folhas frescas, para tanto, 30 g destas folhas foram pesadas e
lavadas com agua deionizada para eliminar possiveis contaminantes. Em seguida, as folhas foram

picadas em pedagos pequenos e colocadas em um béquer de 400 mL e adicionadas 200 mL de

agua deionizada. Posteriormente, a mistura foi aquecida a uma temperatura constante de 100 °C
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na chapa de aquecimento por 20 minutos. O extrato obtido foi filtrado, ap6s atingir temperatura
foi armazenado em frasco ambar e guardado sob refrigeracao (Figura 1).

Figura 1— A) Folhas frescas de de Malva-do-Reino (P. amboinicus L.). B) Pesagem das folhas. C) Preparo
do Extrato Aquoso. D) Extrato Filtrado.

Fonte: Autores, 2024.

2.2.2 Sintese das nanoparticulas de prata

Para a sintese das nanoparticulas de prata foi usado 400 mL de uma solugdo de nitrato de
prata a concentracao de 1,0x10-3 mol.L-1, em seguida, colocou-se sob agitagao magnética numa
chapa de aquecimento sob agitacdo e temperatura constante. Ao atingir a ebuli¢ao, adicionou-se 2
mlL gota a gota de uma solucao de citrato de sédio a concentragao de 1% na solucio de nitrato de
prata. Ao obsetvar a mudanca de colora¢io a solu¢do nitrato de prata/citrato de sédio foi deixada
apenas sob agitacao magnética. Quando a solugdo atingiu a temperatura ambiente adicionou-se a
mistura, uma solugdo de extrato aquoso da Malva-do-reino. Depois de 15 minutos, a solugdo
nitrato de prata/citrato de sédio/Malva-do-reino foi armazenada em frasco ambar e guardada

sob refrigeragao.

2.2.3 Caracterizagiao das nanoparticulas de prata e P. amboinicus L.

A caracterizagdo ¢ uma fase imprescindivel para esta pesquisa, visto que ¢ nessa etapa que
¢ possivel verificar a confirmacio e a estabilidade das nanoparticulas que foram formadas. Assim,
foi utilizado um espectrofotometro do modelo N6OOOPLUS da marca Kasuaki, na obtengao dos
espectros Ultravioleta-visivel (UV-Vis) utilizando o intervalo de varredura de 300 a 700 nm em

cubetas de quartzo. Para esta etapa, foram submetidos a (UV-Vis) o extrato aquoso de P.

amboinicus L., nanoparticulas de prata e mais trés propor¢oes de nanoparticulas de prata/P.

amboinicus L. (25/75; 50/50; 75/25) (Figura 2).
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Figura 2 — A) Aparelho Espectrofotometro de UV-vis. B) Cubetas de Quartzo.

Fonte: Autores, 2024.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extrato de P. amboinicus L.

O extrato aquoso das folhas frescas de Malva-do-reino apresentou uma coloragao
esverdeada amarelada (Figura 3), que pode variar conforme o método de extracio ¢ o pH do
extrato foi igual a 5. Essas caracteristicas podem ser alteradas dependendo da maturidade das
folhas e das condi¢oes de preparo do extrato.

Figura 3 — Extrato aquoso de P. amboinicus 1.

Fonte: Autores, 2024,
3.2 Nanoparticulas de Prata
As nanoparticulas de prata, sintetizadas, apresentaram mudanga de coloragdo que variou
de incolor para uma coloragio amarelada logo apds a adigdo do agente redutor citrato de sodio
(Figura 4), isso é um indicio de que as nanoparticulas foram sintetizadas, o resultado obtido
corrobora com a literatura, a qual ao sintetizar nanoparticula de prata Viana ef a/. (2021) e Santos

¢t al. (2022) também observaram mudancga de coloragio.
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Figura 4 — A) Solucio de nitrato de prata. B) Solucio de nitrato/citrato de sédio. C) Nanoparticulas de
prata.

Fonte: Autores, 2024.

O espectro UV-Vis das nanoparticulas de prata apresenta uma banda de absorc¢ao (Figura
5) com comprimento de onda maximo em torno de 425 nm, que ¢é caracteristico da Ressonancia
Plasmonica de Superficie (SPR). Esse fenémeno 6ptico ocorre devido a oscilagao coletiva dos
elétrons na superficie das nanoparticulas sob a incidéncia de luz. O resultado obtido corrobora
com os trabalhos de Conceicio ez al. (2024), Silva et al. (2024) e Sousa et al. (2024) que ao
sintetizar as nanoparticulas de prata observaram bandas de absor¢do em torno de 420, 420 e 425
nm, respectivamente. Camara, Viana e Viana (2021) ao utilizar como agente redutor a citrato de
sodio observou bandas de absor¢iao em 430 nm.

Figura 5 — Espectro de absor¢io UV-vis das Nanoparticulas de Prata (AgNPs).
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Fonte: Autores, 2024.

Segundo Concei¢ao ef al. (2024) nanoparticulas de prata (AgNPs) com banda de absorgao
em 425 nm e espectro largo (350-475 nm) indicam morfologia esférica, com tamanhos entre 50 e
100 nm. A largura do espectro sugere uma distribuicio de tamanhos e possiveis agregacoes.

Sinteses verdes, como as que utilizam extratos vegetais, frequentemente resultam em
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nanoparticulas esféricas ou quase esféricas, com propriedades 6pticas dependentes das condi¢oes
de sintese.

De acordo com Brito, Viana e Viana (2022), a forma simétrica e estreita do pico indica
uma distribuicido homogénea de tamanhos das nanoparticulas, sugerindo que o processo de
sintese resultou em particulas uniformes e estabilizadas. Além disso, a auséncia de picos
adicionais no espectro reforca que niao ha presenca de contaminantes ou aglomeracio

significativa no material analisado.

3.3 Fitoterapico a base de nanoparticulas de prata e Malva-do-reino

O espectro de absorcao UV-Vis das nanoparticulas de prata (AgNPs) com o extrato de P.
amboinicus L. composto por 75 e 25 %, respectivamente, apresenta uma larga banda de absor¢ao
proximo a regiao de 450 nm (Figura 6), indicando assim a presenca das AgNPs na solugao. Os
resultados da espectrofotometria (AgNPs+ P. amboinicus 1..) se mostrou semelhante aos de
Venugopal ef al. (2017) ao estabilizar as nanoparticulas de prata com Sygygiwm aromaticum,
observaram bandas em torno de 420 a 470 nm, confirmando assim a formacio das

nanoparticulas de prata e a eficacia do extrato de P. amboinicus como agente estabilizante.

Figura 6 — Espectro de absor¢io das AgNPs+Malva-do-reino (3:1).
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Fonte: Autores, 2024.

Além disso, a auséncia de multiplos picos na faixa de 400-700 nm reforga a uniformidade
no tamanho e na distribuicao das nanoparticulas formadas. Essa analise corrobora a eficacia do

extrato vegetal como uma alternativa sustentavel para a sintese de nanomateriais, alinhando-se as

diretrizes da nanotecnologia verde.
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O fitoterapico na propor¢ao 1:1 também apresenta banda em 450 nm (Figura 7),
confirmando assim a presenga das AgNPs. Esse comportamento espectral esta de acordo com a
literatura, que identifica a presenca de um pico nessa faixa como um indicador da formagao e

estabilidade das nanoparticulas metalicas.

Figura 7 — Espectro de absor¢do das AgNPs +Malva-do-reino (1:1).
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Fonte: Autores, 2024.

O fitoterapico na propor¢ao 1:3 (Figura 8) que corresponde a composi¢ao de 25 % de

nanoparticulas de prata e 75 %, ndo apresenta comprimento de onda com banda de absorcio

significativa, isso se dd justamente devido a pouca presenca das AgNPs na solugio.
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Figura 8 — AgNPs+Malva-do-reino (1:3).
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Ao caracterizar o extrato aquoso das folhas verdes de P. amboinicus L. no

espectrofotometro UV-vis o espectro de absor¢iao obtido nao apresentou bandas, como se era

esperado, pois a solucdo nao tinha AgNPs (Figura 9).

Figura 9 — Espectro de absor¢do UV-vis do extrato aquoso produzido.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato aquoso das folhas da Malva-do-reino foi obtido de maneira eficaz, empregando
um método pratico e sustentavel que utiliza apenas agua como solvente. Aspectos como
propor¢ao, temperatura e tempo de preparo foram fundamentais para melhorar o rendimento. As
nanoparticulas de prata foram sintetizadas usando o extrato aquoso de Malva-do-reino como
agente redutor e estabilizante na sintese de nanoparticulas de prata. As nanoparticulas obtidas
apresentaram caracteristicas satisfatorias, mostrando que o extrato atuou de forma na redugao e
estabilizagdo das particulas.

O fitoterapico pode possuir excelentes propriedades devido a presenga dos constituintes
fitoquimicos da Malva-do-Reino nas nanoparticulas de prata, o que pode aumentar a atividade
antimicrobiana e anticancerigena das nanoparticulas de prata. Vale ressaltar que mais estudos
deverao ser realizados para se obter mais informagdes sobre esse fitoterapico, como a morfologia
das NPs e a presenca dos constituintes. Testes como genotoxicidade, citotoxicidade e entre
outros, sao muito importantes na verificacgio de toxicidade das nanoparticulas de prata
sintetizadas, além disso, ensaios utilizando células anticancerigenas ou algum outro ensaio, sem

duvidas torna-se uma técnica indispensavel.
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Resumo: As nanoparticulas metalicas (MNPs) tém atraido a atencido de diversos pesquisadores
devido sua gama de aplicacGes, dentro dessa area, as nanoparticulas de prata (AgNPs) também
estao incluidas. O objetivo deste trabalho, foi biossintetizar nanoparticulas de prata utilizando
diferentes pH do extrato aquoso de Azadirachta indica (nim indiano). Para obteng¢ao do extrato foi
utilizado 2 g das folhas verdes e foram fervidas em 200 mL de 4gua deionizada, para
neutralizacio foi usado uma solucio de NaOH concentracio 0,1 mol/I, na biossintese das
AgNPs a solucio de nitrato de prata (AgNO3) a 1 mM, foi colocada em trés erlenmeyers (100 mL
cada) sob agitacdo magnética e temperatura de 90 a 100 °C, quando comegou a ebuligio
adicionou-se 5 mL dos extratos (pH 8, 9 e 10), a medida que as solugdes mudaram de coloragao o
sistema ficou apenas sob agitacdo. A caracterizacdo dos extratos e das AgNPs foi realizada pela
técnica de Espectroscopia UV-Vis. Os resultados das analises UV-Vis confirmaram a sintese das
AgNPs dos extratos de pH 8, 9 e 10 com bandas de absor¢ao em 420, 410 e¢ 410 nm,
respectivamente. Observou-se também que a medida que houve aumento do pH observou-se o
aumento da banda de absor¢do, isso ¢ um indicativo de que mais nanoparticulas foram
sintetizadas. Portanto, o extrato com pH basico tem excelente potencial para sintese de
nanoparticulas de prata.

Palavras-chave: Nanoparticulas metalicas. Sintese verde. pH. Meio alcalino. Nim.

Abstract: Metal nanoparticles (MNPs) have attracted the attention of several researchers due to
their range of applications. Within this area, silver nanoparticles (AgNPs) are also included. The
objective of this work was to biosynthesize silver nanoparticles using different pH values of the
aqueous extract of Azadirachta indica (Indian neem). To obtain the extract, 2 g of green leaves
were used and boiled in 200 mL of deionized water. For neutralization, a NaOH solution with a
concentration of 0.1 mol/L was used. In the biosynthesis of AgNPs, the silver nitrate (AgNO3)
solution at 1 mM was placed in three Erlenmeyer flasks (100 mL each) under magnetic stirring
and a temperature of 90 to 100 °C. When boiling began, 5 mL of the extracts (pH 8, 9 and 10)
were added. As the solutions changed color, the system remained only under stirring. The
characterization of the extracts and AgNPs was performed using the UV-Vis spectroscopy
technique. The results of the UV-Vis analyses confirmed the synthesis of AgNPs from the
extracts at pH 8, 9 and 10 with absorption bands at 420, 410 and 410 nm, respectively. It was also
observed that as the pH increased, the absorption band increased, indicating that more
nanoparticles were synthesized. Therefore, the extract with basic pH has excellent potential for
the synthesis of silver nanoparticles.

Keywords: Metallic nanoparticles. Green synthesis. pH. Alkaline medium. Neem.

1 INTRODUGAO

Atualmente, pesquisadores tém voltado a atencao aos estudos sobre a gama de aplicagoes
das nanoparticulas metalicas (MNPs). Na medicina as MNPs tém sido utilizadas devido seu
potencial antibacteriano, antiviral, anticancer, antipatégenos, na cicatrizagao de feridas e também
na area da odontologia. Nas industrias estd presente por meio dos nanocompésitos, cosméticos,
nanopigmentos, revestimentos antiincrustantes e de papel. Na area de alimentos e agricultura

também ¢ empregado contra bactérias e fungos, nas embalagens de alimentos, nos

nanofertilizantes e nanoherbicidas e entre outras areas e aplicagoes (Ali e a/, 2020). Ha uma
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variedade de MNPs que apresentam propriedades fisico-quimicas, Opticas, mecanicas, elétricas e
quimicas, o que permitem excelente desempenho em diversas areas, estao incluidos dentro dessa
classe as nanoparticulas de didxido de titanio (TiO,), nanoparticulas de oxido de zinco
(ZnONPs), nanoparticulas de ouro (AuNPs) e a nanoparticulas de prata (AgNPs) (Alsaiari e al.,
2023).

Existem varias técnicas para sintetizar as nanoparticulas, pode ser por coprecipitacao,
sintese hidrotérmica, condensacao de gas inerte, espalhamento por por pulverizagao catddica
i6nica, microemulsio, sol-gel, sonoquimica e entre outras (Rane ¢ a/., 2018). As nanoparticulas de
prata podem ser obtidos de varias formas, pelo método quimico que faz uso de produtos
quimicos toéxicos e que pode possuir efeitos nocivos, por outro lado, a sintese verde ou
biossintese ¢ um método bastante utilizado atualmente nas pesquisas, por ser uma rota
ecologicamente correta e sustentavel, ela faz uso de extratos naturais ou biomoléculas obtidas de
microrganismos, algas e plantas, assim sendo, a producio das AgNPs reduz os impactos
ambientais e torna-se uma alternativa mais sustentavel (Shumail ez 4/, 2021; Dubey; Shukla;
Hussain, 2023).

Os extratos vegetais possuem constituintes fitoquimicos que sdo essenciais na sintese
verde das AgNPs, eles podem ser extraidos das folhas, flores, frutos, caules e raizes, essas partes
das plantas sio ricas em compostos fenolicos, alcaloides, flavonoides, terpenoides, catequinas,
saponinas, taninos, enzimas, proteinas, polissacarideos e entre outros. Esses fitoquimicos atuam
tanto como agentes redutores dos fons metdlicos de prata (Ag’), quanto estabilizadores das
AgNPs (Abdellatif e al., 2024; Assungao ez al., 2024). Uma sintese utilizando os extratos aquosos
com diferentes tipos de pH ¢ algo que pode fornecer mais informagSes, pois além de ser
observado acerca do papel dos constituintes fitoquimicos na reducio da Ag”, a alteragio do pH
pode ser outro fator bastante importante. Dessa forma, o objetivo principal deste trabalho foi
biossintetizar nanoparticulas de prata utilizando diferentes pH do extrato aquoso de Azadirachta

indica (nim indiano).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal
Os galhos verdes com as folhas de nim indiano foram coletados dentro da Universidade

Estadual do Maranhiao (UEMA), Campus Caxias, no més de novembro do ano de 2024. A arvore

esta localizada proxima ao Laboratério de Pesquisa em Quimica e Materiais (LAPEQUIM).
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2.2 Preparagao do extrato

As folhas verdes foram lavadas com agua deionizada com o intuito de remogio de
possivels sujeiras que poderiam estar presentes no material vegetal. Apds ficarem secas, pesou-se
2 g das folhas verdes e foram adicionadas em 200 mL de agua deionizada em um béquer de 1000
mL e, em seguida, o béquer foi colocado sobre a chapa de aquecimento e permaneceu durante
um periodo de 15 minutos em fervura na temperatura de 90 °C. O extrato aquoso entao obtido
foi filtrado e ficou em descanso até atingir a temperatura ambiente. Para a neutralizacdo do
extrato de nim, utilizou-se uma solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) com concentracao de 0,1
mol/L. Foram preparadas 4 (quatro) solugdes do extrato com pH basico (8, 9, 10 e 11). O
aparelho utilizado no ajuste foi um pHmetro de bancada Modelo Q400AS (Quimis) e os
produtos finais foram armazenados em frascos de vidro e guardados sob refrigeracio para

posterior continuagao da pesquisa.

2.3 Biossintese das nanoparticulas de prata

Para sintetizar as nanoparticulas de prata, trés erlenmeyers foram colocados em um
agitador magnético multiplo aquecedor com 100 mL de solu¢do de nitrato de prata (AgNO3) a
concentracio de 1 mM, sob agitacio constante de 800 rpm e a temperatura de 90 a 100 °C. Ao
observar que as solugdoes comegaram a evaporar em cada erlenmeyer, adicionou-se 5 mL dos
extratos aquosos de nim. Nesse mesmo instante, as solugdes passaram a mudar de coloragao. E
foram deixadas apenas sob agitacdao, quando atingiram temperatura ambiente foram armazenadas

em frascos e guardadas sob refrigeracao.

2.4 Caracterizagiao UV-Vis

A confirmac¢ao das nanoparticulas de prata sintetizadas foi realizada pela Espectroscopia
Ultravioleta Visivel (UV-Vis). Além disso, os extratos aquosos, assim como os de diferentes pH,
foram caracterizados, para serem obtidas mais informagoes. As analises foram realizadas
utilizando o equipamento espectrofotometro UV-Vis N6OOOPLUS com faixa de 190 a 1100 nm,

duplo feixe, e as cubetas utilizadas foram de quartzo, volume de 3.5 mL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extrato aquoso de Azadirachta indica
O extrato aquoso das folhas verdes obtido apresentou uma coloragdo de amarelo

esverdeado. Ao medir o pH, foi observado 6,21, e isso indica quase um carater neutro (Figura 1a

e 1b). Durante o ajuste de pH do extrato, foi observada uma mudanca gradual de coloraciao
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(Figura 1c) para as quatro soluc¢oes a medida que se adicionava a solugao de hidréxido de sédio a
concentracio de 0,1 mol.LL", e ela foi essencial para ajustar o pH do extrato, pois no primeiro
teste com uma mesma solucio de 1,0 mol.L." causou um pouco de dificuldade, o que pode
sugerir que solugbes de neutralizacao com alta concentra¢ao ocasionam desperdicio de extrato e

também de reagente.

Figura 1— A) Extrato aquoso das folhas verdes, B) Medi¢cao do pH e C) Extratos com os diferentes pHs.

Fonte: Autores, 2024,

Conforme Ousman (2025), por meio da triagem fitoquimica realizada com o extrato
aquoso das folhas de Azadirachta indica, foi observada a presenga com alto teor de polifendis e
flavonoides, o extrato também apresentou médio e baixo teores de terpenoides, taninos e
carboidratos. As estruturas desses compostos fitoquimicos apresentam muitos atomos de
oxigénio, carbono e nitrogénio. Na analise UV-Vis, o extrato nao apresentou bandas de absorc¢ao.
Porém, a medida que o extrato passou a ter a variacio do pH de 8 a 11, pode-se observar o
surgimento das bandas de absor¢ao proximas ao comprimento de onda em 360 a 400 nm (pH 10

e 11). De acordo com Martinho (1994) e Guzman (2022), essas bandas podem estar relacionadas

a transigoes eletronicas n—o e n—71 que ocotrem em ligagdes C=O e C=C-C=C.
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Figura 2 — Espectro UV-Vis do extrato sobre a influéncia do pH.
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Fonte: Autores, 2024.

3.2 Nanoparticulas de prata biossintetizadas

Foi observado que, durante a biossintese das nanoparticulas de prata, ao adicionar os
extratos de nim na solugdo de nitrato de prata, houve uma mudanca de coloragao nas solugoes
que, no infcio estavam incolores e, apds a presenca do extrato, apresentaram diferentes
coloracoes (Figura 3). Na literatura, esse indicativo ¢ uma confirma¢ao de que houve a redugao
dos fons de prata (Ag") para a escala nanométrica. Os resultados corroboram com os observados
por Moges e Misskire (2025), que ao sintetizar nanoparticulas de prata usando extrato de folhas
de Sida schimperiana observaram a variacdo de coloragiao que partiu de amarelo claro para marrom
escuro. Semelhantemente, Liaqat e/ a/ (2022) também observaram alteracio de cor durante a

sintese de AgNPs.

Figura 3 — Mudanca de coloracio da solucio de AgNOjs. A) Solugdes incolores de AgNOs e B)
Formacio das AgNPs.
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Além da mudanca de cor da solucio de AgNO:s, indicando a reducio dos fons de Ag”, a
técnica de Espectroscopia Ultravioleta-Visivel ¢é imprescindivel na caracterizagdo das
nanoparticulas metalicas (por exemplo, ouro ou prata). Essa técnica permite observar, por meio
do espectro eletronico UV-Vis, a banda de absor¢do com comprimento de onda maximo em
nanometro (nm), e isso devido ao fenomeno de Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR) que
explora a geragao de ondas eletromagnéticas (plasmons). Quando o feixe de luz ¢ incidido e
absorvido em um determinado comprimento de onda, resulta entao em uma banda de absor¢ao,
e as nanoparticulas de prata possuem essa caracteristica, por isso absorvem entre 350 a 450 nm.

A nanoparticulas sintetizadas apresentaram bandas de absorcio entre 350 a 500 nm.
Observa-se que as bandas de absor¢io mudaram a medida que o pH aumentou. As AgNPs
sintetizadas com o extrato de pH 8 apresentou banda de absor¢ao mais larga em 420 nm (Figura
4). Esse resultado corrobora com os achados de Khan e a/ (2024), que sintetizaram
nanoparticulas de prata com extrato de Callistemon viminalis (escova-de-garrafa) e também
observaram uma banda em 420 nm. Elsaffany ez a/. (2025) obtiveram AgNPs com uma banda de

absorcao de 420 nm.

Figura 4 — Espectro UV-Vis das nanoparticulas de prata biossintetizadas.
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Fonte: Autores, 2024.

As AgNPs com Azadirachta indica pH 9 e 10 (Figura 4) apresentaram bandas de absor¢ao

em 410 nm, porém, nota-se que mesmo a concentracao de nitrato de prata (AgNOs3) sendo igual,

ou seja, de 1 mM, houve um aumento na absorbancia, na qual o pH 10 tem aproximadamente 0,3
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(ua), o que confirma com Sousa ef al. (2024) e Corciova et al. (2024) que quanto maior for a
absorbancia, mais nanoparticulas foram formadas. Dessa forma, o extrato com pH 10 indica que
foram produzidos mais AgNPs. Conforme Alharbi, Alsubhi e Felimban (2022), a presenga dos

grupos OH nos constituintes fitoquimicos atua na reducio e estabilizacio dos fons de Ag”™.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel, pelo método proposto, sintetizar as nanoparticulas de prata utilizando os
diferentes pHs (8, 9 e 10) dos extratos aquosos de nim indiano, o que indica o seu excelente
potencial. Além disso, também ficou evidente que o pH 10 do extrato, mas em especial, o pH
citado, possui grande potencial na sintese de AgNPs.

O estudo sugere que também ¢é necessario o uso de outras técnicas, como por exemplo
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) para visualizacdo da morfologia das AgNPs
sintetizadas, além da Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR) para observaciao dos
espectros com picos de estiramentos, que sdao atribuidos aos grupos funcionais presentes no

extrato do nim indiano, que podem estar atuando na reducio dos fons metalicos de prata.
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Resumo: O cultivo do cacaueiro (Theobroma cacao 1)), desenvolvido no Sul da Bahia ¢é prejudicada
por varias doencas causadas por microrganismos. Dentre esses, se destacam Moniliophthora
perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta e Phytophthora palmivora. Visto isso, este trabalho verificou a
atividade antimicrobiana do extrato das folhas de C. axillare contra esses trés fitopatogenos. O
extrato foi produzido colocando-se o p6 resultante das folhas trituradas da planta para macerar
em etanol 95%, por 24 horas, com filtragem posterior e evaporagao do solvente em evaporador
rotativo. Para testar a agao antimicrobiana do extrato foram usadas trés concentracbes do
mesmo, no teste de inibic¢do do halo de crescimento, em triplicata. Para isso, inicialmente
adicionou-se 1 mL do extrato a 19 mL do meio de cultura, que foi vertido em uma placa de Petri.
Apbs a solidificagao, foi adicionado um disco de micélio do microrganismo no centro da placa.
As placas foram incubadas em estufa a 25 °C e mediu-se o didmetro do micélio quando o
microrganismo do controle zero cobriu toda a superficie da placa. Para a analise estatistica foram
utilizados a analise de variancia (ANOVA, « =0,05) e o teste de TUKEY. Assim, observou-se
que o extrato apresentou agao antimicrobiana e diminuiu significativamente o crescimento
micelial dos trés fitopatdgenos, sendo o fungo C. cacaofunesta o mais sensivel a sua agao, seguido
de M. perniciosa e P. palmivora. Visto isso, é notavel que o extrato foliar de C. axillare possui agao
antimicrobiana especifica e ¢ um potencial fonte de moléculas antimicrobianas.

Palavras-chave: Bioprospecgao. Solanaceae. Vassoura de bruxa. Bioatividade.

Abstract: Cocoa cultivation (Theobroma cacao L) in southern Bahia is affected by several diseases
caused by microorganisms. Among these, Moniligphthora perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta and
Phytophthora palmivora stand out. In view of this, this study verified the antifungal activity of the
extract of C. axillare leaves against these three phytopathogens. The extract was produced by
placing the powder resulting from the crushed leaves of the plant to macerate in 95% ethanol for
24 hours, with subsequent filtration and evaporation of the solvent in a rotary evaporator. To test
the antimicrobial action of the extract, three concentrations of the same were used in the growth
halo inhibition test, in triplicate. For this, initially 1 mL of the extract was added to 19 mL of the
culture medium, which was poured into a Petri dish. After solidification, a mycelium disk of the
microorganism was added to the center of the dish. The plates were incubated in an oven at 25
°C and the diameter of the mycelium was measured when the zero control microorganism
covered the entire surface of the plate. Analysis of variance (ANOVA, o = 0.05) and the TUKEY
test were used for statistical analysis. Thus, it was observed that the extract presented
antimicrobial action and significantly reduced the mycelial growth of the three phytopathogens,
with the fungus C. cacaofunesta being the most sensitive to its action, followed by M. perniciosa and
P. palmivora. Given this, it is noteworthy that the leaf extract of C. axillare has specific
antimicrobial action and is a potential source of antimicrobial molecules.

Keywords: Bioprospecting. Solanaceae. Witch's broom. Bioactivity.

1 INTRODUCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao 1..), membro da familia Malvaceae, é uma planta nativa da
regido amazonica. Suas sementes possuem significativo valor econémico, pois sao usadas na
confec¢ao de chocolate, manteiga e cosméticos (Ferraz; Cassio; Lucas, 2019). O cacau ¢
produzido em cerca de 50 paises tropicais, nos quais apresenta grande importancia economica,
que sA0 responsaveis por

sendo fonte de renda para milhdes de pequenos produtores rurais,



http://www.doi.org/10.52832/wed.146

102

Pesquisas em Biotecnologia: inovagdes, técnicas e aplicagoes |Silva er al.

ofertarem 80 % da produciao mundial de cacau (Lessa ¢z al., 2020; Santos et al., 2020; Ferraz et al.,
2021; Espinal ez al., 2023).

No Brasil, a cacauicultura se expandiu no Sul da Bahia e a produgao de sementes ganhou
importancia significativa, colocando o Brasil, no século 20, entre os maiores pafses produtores e
exportadores de cacau do mundo (Aguiar; Pires, 2019; Carvalho, Soares Neto; Pinheiro, 2019).
Nessa regidao, o cultivo do cacaueiro se manteve préspero até os anos 1980, no final dos quais
iniciou-se nas lavouras cacaueiras sul baianas uma grande crise, causada pela doenca vassoura-de-
bruxa (Ferraz; Cassio; Lucas, 2019). Essa enfermidade reduziu em 90 % o volume de graos
produzidos, o que desencadeou uma enorme crise socioeconomica, que deixou mais de 200 mil
pessoas desempregadas (Aguiar; Pires, 2019).

Apesar do declinio na produgdo, a cacauicultura sul baiana ainda possui relevante
participa¢ao na economia regional e mantém a Bahia como o maior produtor de cacau do pafs,
com quase 60% das areas de plantagdes nacionais (Carvalho; Soares Neto; Pinheiro, 2019).

A vassoura de bruxa estd presente nos paises produtores de cacau da América do Sul e
Central, onde causa enormes danos socioeconémicos (Santos et al., 2020; Ferraz et al., 2021). E
provocada pelo fungo basidiomiceto hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime
Phillips-Mora, que infecta tecidos meristematicos de botdes florais, folhas jovens, brotos e frutos
jovens (Ferraz; Cassio; Lucas, 2019). Apos a infecgao, inicia-se a sua fase biotréfica, na qual o
fungo parasita os tecidos infectados e cresce entre as suas células. Posteriormente, a fase
necrotrofica comega, onde o patégeno induz a morte tecidual e passa a se alimentar dos tecidos
mortos (Santos ¢ al., 2023), nos quais gera basidiocarpos, que produzem e liberam milhGes de
basidiésporos infectantes (Ferraz; Cassio; Lucas, 2019; Santos ¢f al., 2020).

Além da vassoura de bruxa, outra doenga que ameaga a produgao de cacau é a Murcha de
Ceratocystis ou mal do facdo, que nas lavouras sul baianas, causa perdas de até 30 % na produgio
(Paladines-Rezabala e al, 2022). E causada pelo fungo ascomiceto Ceratocystis cacaofunesta
Engelbrecht & Harrington, que penetra nas plantas por meio de feridas provocadas por
ferramentas de manejo contaminadas por esporos, como o facao, ou por insetos vetores,
especialmente Xyleborus spp., que podem transportar esporos de arvores doentes para as saudaveis
ao fazerem furos e penetrarem no tronco do cacaueiro (Espinal e al, 2023). Esse patégeno
coloniza e causa a necrose do parénquima xilematico, o que impede a circulagio de agua e
nutrientes no corpo da planta, gerando inicialmente a clorose e murchamento de suas folhas e
por ultimo a sua morte (Ramos-Lizardo ez al, 2023).

Um outro problema que também prejudica a cacauicultura mundial sao as doengas

causadas pelos microrganismos oomicetos do género Phytophthora. Dentre eles, a espécie mais
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importante é Phytophthora palmivora (E. ]. Butl)) E. J. Butler, pois é muito agressiva e apresenta
distribui¢do pantropical, ocorrendo em todos os paises produtores de cacau (Perrine-Walker,
2020). Esse microrganismo causa dois tipos de doenga no cacaueiro: a podridao parda e o cancro
do caule. Nesta primeira enfermidade os sintomas sao o aparecimento de manchas pretas ou
marrons no fruto. Ja no cancro do caule ocorre o aparecimento de feridas avermelhadas e umidas
neste 6rgio, as vezes, com escorrimento de um liquido de cor vermelho amarronzado das lesoes
(Lessa et al., 2020).

A podridao impacta mundialmente a producio de cacau. Sua presenca em plantagdes
contribui para a perda anual de cerca de 30% dos frutos e para a morte de 10% das plantas. No
Sul da Bahia, sua ocorréncia pode diminuir em até 80% a produgao de frutos (Lessa ez a/., 2020).
Além de T. cacao, P. palmivora pode infectar outras 200 espécies de plantas, dentre elas muitas de
importancia econémica, como coqueiro, abacaxi, mamao, laranja, limao, abacate, feijao, tomate,
cebola, ervilha e dendé (Perrine-Walker, 2020).

Atualmente o controle quimico disponivel para controlar essas enfermidades ainda ¢
pouco eficiente. M. perniciosa, por exemplo, ¢é resistente aos principais grupos de fungicidas usados
para combater fungos fitopatégenos, como os cupricos e os azois (Ferraz ez al., 2021). Ademais, o
uso de fungicidas desse tipo é pouco recomendado, visto que podem contaminar os frutos e
sementes do cacaueiro, utilizadas na industria alimenticia e prejudicar a saude humana e o meio
ambiente, por meio da contaminag¢ao de corpos dagua e do solo, por exemplo. A sua utilizagao
em demasia também contribui para aumentar a ocorréncia de fitopatdgenos resistentes (Mdee;
Masoko; Eloff, 2009; Valencia-Mejia 7 al., 2022).

Além disso, no Sul da Bahia, onde o cultivo do cacau se desenvolve em um sistema
agroflorestal tradicional, denominado cabruca, o uso de agroquimicos sintéticos é mais
prejudicial, pois por apresentarem agao de amplo espectro podem afetar e desequilibrar o
microbioma dessas areas e as relacGes ecolégica estabelecidas entre eles os demais seres (Gomes
et al., 2014). Diante disso, surge a necessidade de se descobrir novos agentes antifungicos
eficientes contra esses fitopatégenos resistentes, de baixa toxicidade e com pouco impacto
ambiental (Mdee; Masoko; Eloff, 2009).

Dessa forma, uma alternativa menos nociva que pode ser empregada para combater
microrganismos fitopatégenos ¢é a utilizagdo de produtos naturais derivados de vegetais; que
produzem uma enorme variedade de compostos, que ao longo da Histéria tém sido usados
contra microbios causadores de doengas em animais e plantas (Valencia-Mejia ez al., 2022). Esses

fitoquimicos podem ser isolados e utilizados para originar novos fungicidas comerciais. Essas

moléculas possuem a vantagem de serem rapidamente biodegradadas quando liberados no meio
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ambiente e de possuirem pouca ou nenhuma toxicidade, o que os torna menos prejudiciais para a
saide humana e ambiental (Mdee; Masoko; Eloff, 2009; Gomes ef al., 2014).

Um grupo de plantas que apresenta potencial relevante para ser usado como fonte de
moléculas fungicidas sao as do género Cestrum, da familia Solanaceae, que é rico em compostos
com propriedades antifungicas, especialmente saponinas, produzidas pelos vegetais com a fun¢ao
de protegé-los contra patégenos microbianos e herbivoros, o que os caracteriza como boas
opgoes para originar novos fungicidas comerciais (Ribeiro e7 al., 2016a; Bahgat ef al., 2022).

Alguns estudos realizados com extratos e substincias isoladas de Cestrum spp. verificaram
que esses apresentaram atividade antifingica contra patégenos de plantas e animais. Extratos de
C. nocturnum apresentaram agao contra os fitopatdgenos Fusarium kuroshinm e Fusarium solani,
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum capsici e
Candida albicans (Al-reza et al., 2010; Valencia-Mejia e al., 2022; Naynika; Nirali; Mohan, 2023).
Saponinas isoladas de C. elegans apresentaram atividade contra Candida albicans e Aspergillus niger
(Nast et al., 2021).

Dentre as espécies de Cestrum que ocorrem no Brasil, C. axillare, anteriormente
denominada C. /laevigatum Schlecht, se destaca como uma rica fonte de extratos e saponinas
antifingicas. Essa planta é um arbusto que atinge até 2 m de altura e popularmente é conhecido
como coerana, quarana, dama da noite, canema ou badna. E nativa da América do Sul e ocorre
nas regioes Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Ubiali e# af., 2022; Ribeiro et al., 2016a).

Ensaios realizados com essa planta constataram que extratos de suas folhas possuem agao
contra os fitopatégenos F. oxysporum, Pythium ultimum, Aspergillus parasiticus, A. niger, P. nicotiana,
Colletotrichum gloeosporioides ¢ Penicillium expansum (Mdee; Masoko; Eloff, 2009). Ademais, saponinas
isoladas das suas folhas, caules e rafzes apresentaram agdo contra as leveduras C. kruses, C.
parapsilosis, C. albicans (Ribeiro et al., 2016a; Ribeiro ef al., 2016b).

Visto isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico das folhas de C. axillare e contra os fitopatégenos do cacaueiro Moniliophthora

perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta e Phytophthora palmivora.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal

A coleta da folha da espécie Cestrunm: axillare foi feita no campus Soane Nazaré de Andrade
da Universidade Estadual de Santa Cruz, cidade de Ilhéus, Bahia. Um ramo fertil foi coletado,

herborizado e depositado no Herbario (HUESC) desta mesma universidade, sob o nimero de

registro 26051.
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2.1 Preparagao do extrato

A preparagdo do extrato foi adaptada a partir de Osukoya ez a/. (2019). Apds a coleta, as
folhas foram lavadas em agua corrente e depois enxaguadas com agua destilada. Em seguida, elas
foram deixadas na estufa, na temperatura de 40 °C, durante 2 dias. Terminada essa etapa, as
folhas foram moidas em um liquidificador comercial. A seguir, pesou-se 100 g do pé, que sofreu
maceracdo em 500 ml de etanol 95% (v/v) durante 24 horas, em temperatura ambiente. Por fim,
o solvente foi evaporado com o uso de um evaporador rotativo sob pressio e de uma estufa
B.O.D, ambos a 40 °C. Assim, obteve-se um extrato pastoso de coloracio verde escuro e odor

forte.

2.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana por meio do teste de inibi¢do do halo de
crescimento

Os testes foram realizados em triplicata, em placas de Petri de 9,0 cm de diametro e
repetido por trés vezes. O extrato foi solubilizado em solugao veiculo: #ween 1% + DMSO 10%
para os ensaios com C. cacaofunesta e P. palmivora e em etanol 20% para M. perniciosa. Para os
tratamentos, 1 ml do extrato foi adicionado a 19 ml de meio de cultura fundido (agar batata
dextrose para M. perniciosa, agar cenoura para P. palmivora e agar batata para C. cacaofunesta). Para o
controle zero usou-se apenas meio de cultura e para o negativo utilizou-se 1 ml da solugao
veiculo adicionada em 19 ml do meio de cultura. Apés a solidificagio do meio nos controles e
tratamentos, um disco de 0,8 cm de diametro do micélio do microrganismo foi adicionado no
centro das placas. Estas foram incubadas em temperatura ambiente (251 °C). P. palmivora foi
mantido sob a luz de uma lampada fluorescente. A medicio do diametro do halo de crescimento
foi realizada quando o micélio dos microrganismos do controle zero cobriu toda a area da placa.

Com base nos valores obtidos, a porcentagem de inibi¢ao do crescimento micelial (PIC)

foi calculada com a equagio abaixo:

_ Digmetrodo controle zero — didmetro do tratamento ~
pIC = [( didgmetro do controle zero )] x 100 (equa(;ao 1)

Para averiguar se havia diferenca significativa entre os valores de diametro do halo de

crescimento dos controles e tratamentos utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA, « = 0,05) e o

teste de TUKEY. Estas analises foram feitas no programa GraphPad Prism 8.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos bioensaios realizados observou-se que o extrato foliar de C. axillare
apresentou a¢ao antimicrobiana e diminuiu significativamente o crescimento micelial dos trés
fitopatégenos do cacaueiro.

O fungo C. cacaofunesta foi o patdgeno mais sensivel a aciao do extrato, sendo dentre todos
os microrganismos o que sofreu a maior redugao do crescimento. Seu desenvolvimento foi
inibido até mesmo na menor dose (125 pg/ml) utilizada nos expetimentos (Figura 1). M. perniciosa
também foi altamente suscetivel a acdo do extrato e nas trés doses testadas o extrato conseguiu
diminuir o crescimento do seu micélio (Figura 2). Ja P. palmivora foi o mais resistente a atividade
do extrato e seu crescimento foi afetado apenas por duas (1000 e 500 pg/ml) das trés
concentragoes usadas (Figura 3).

Figura 1 - Efeito in vitro do extrato foliar de C. axillare no crescimento micelial de C. cacagfinesta. Médias
com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 2 - Efeito in vitro do extrato foliar de C. axillare no crescimento micelial de M. perniciosa. Médias
com a mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 3 — Efeito in vitro do extrato foliar de C. axillare no crescimento micelial de P. palmivora.
Médias com a mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Fonte: Autores, 2025.

A porcentagem de inibigao do crescimento micelial (PIC) foi determinada a partir dos
valores do diametro micelial dos tratamentos e do controle zero. Venturoso et al. (2011),
consideram que extratos vegetais apresentam alta atividade antimicrobiana e antifingica quando
geram PIC = 50%. Desse modo, o extrato foliar de C. axillare exibiu alta atividade contra o fungo
C. cacaofunesta, em todas as concentracoes testadas, e contra M. perniciosa, apenas na dose de 1000
pug/ml. Contra o oomiceto Phytgphthora palmivora, o extrato nio mostrou alta atividade
antimicrobiana em nenhuma das concentragoes utilizadas (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de inibi¢ao de crescimento micelial (PIC) dos fitopatégenos submetidos a
diferentes concentracoes do extrato foliar de C. axillare.

Microrganismos
Concentra¢io (ug/ml) Montliophthora Ceratocystis Phytophthora
perniciosa Cacaofunesta Palmivora
1000 54 1+990 a - 27,18+ 15a
500 235+213b 78,67 £ 2,67a 16,67 £5,95b
250 16 £3,26 b 74,22 & 5,552 6,75 £ 3,44b
125 - 58,67 + 5,33b -

Nota: Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
- Concentragio nio testada.

Fonte: Autores, 2025.
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A atividade antimicrobiana do extrato de C. axi/lare pode estar relacionada com a presenca
de saponinas em sua constitui¢ao. Essas substancias sio glicosideos, formados por uma molécula
de agucar, denominada glicona, de natureza polar, ligada a uma cadeia de carbono esteroidal ou
triterpénica, chamada de sapogenina ou aglicona, que é apolar (Alrabayah ez a/., 2023). Por conta
disso, sao anfifilicas e possuem propriedades surfactantes e emulsificantes (Bahgat e a/., 2022).

Elas costumam exibir forte atividade antifingica, decorrente de sua interagdo com
componentes da membrana plasmatica das células fungicas, especialmente com o ergosterol. Por
conta disso, ocorre o surgimento de poros e a deformacio da membrana, que gera o
extravasamento do conteudo citoplasmatico e resulta na morte ou funcionamento anormal das
células (Valencia-Mejia ez al., 2022).

Algumas pesquisas com C. axillare ja demonstraram que essa espécie apresenta diversas
saponinas com ag¢ao antifungica nos seus 6rgaos. Ribeiro ¢z al. (2016a), isolaram das folhas dessa
planta a saponina esteroidal formosina C, que apresentou agao contra as leveduras patogénicas C.
albicans e C. parapsilosis, com 1Csy (concentragao que inibe 50% do crescimento fungico) de 1,9 e
3,2 ug/mlL, respectivamente. Percebe-se, a partir disso, que as folhas de C. axillare possuem um
composto com potente atividade antifungica, que possivelmente colabora com o efeito
antimicrobiano do extrato relatado neste estudo.

Também foram isoladas do seu caule duas saponinas esteroidais, ocorrendo na forma de
misturas epiméricas, que apresentaram a¢ao antifungica contra Candida spp. Os compostos (25 R,
S )-5a-spirostan-2a,33-diol 3- O -B-D-glucopiranosil-(1—4)-3-D-galactopiranosil- (1—4)-8-D-
galactopiranosideo foram ativos contra C. krusei, C. parapsilosis e C. albicans, apresentando,
respectivamente I1Cso de 125, 7,0 e 3,9 pg/ml. Ja a mistura (25R, S) -5a-espirostan-20,33-diol 3-
O -B- D-galactopiranosideo exibiu agdo apenas contra C. krusei e C. albicans, com 1Cs) de 31,2 e
7,0 ug/mlL, respectivamente (Ribeiro 7 al., 2016a).

Das suas rafzes também isolou-se a saponina esteroidal epimérica (25 R, § )-5a-
espirostan-2a,33-diol 3- O -B-D-glucopiranosil-(1—2)-a -L-ramnopiranosil-(1— 4 )-B-D-
galactopiranosideo que também apresentou agao contra essas trés espécies de Candida, com 1Cso
de 7,8, 125 e 7,8 ng/mlL, respectivamente (Ribeiro ez al, 2016b).

Corroborando os resultados deste trabalho, extratos brutos de C. axillare ja se mostraram
com relevante atividade antimicrobiana contra fitopatégenos importantes. O seu extrato foliar
acetonico exibiu agdo contra Fusarium oxysporunm, Pythium ultimum, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
niger, Phytophthora nicotiana, Colletotrichum gloeosporioides, e Penicillium expansum, com as seguintes

concentracoes inibitérias minimas (CIM): 0,27, 1,67, 0,27, 0,37, 0,21, 0,64, 0,08 ¢ 0,32 mg/ml,

respectivamente. O extrato de suas flores também mostrou agdo contra esses microrganismos,
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apresentando, respectivamente, estas CIMs: 0,53, 2,08, 0,32, 0,53, 0,43, 1,05, 0,27 e 0,53 mg/ml
(Mdee; Masoko; Eloff, 2009).

Além de C. axillare outras plantas do género Cestrum se destacam por apresentarem
extratos e saponinas antimicrobianas. Esses compostos sao produzidos para proteger os 6rgaos
vegetais da predagdo e do ataque de patdgenos e sao apontadas como as principais responsaveis
pela bioatividade observada em diversas espécies de Cestrum (Bahgat et al., 2022). Varios estudos
ja avaliaram a acao antifungica de extratos de plantas do género Cestrum e encontraram resultados
relevantes, alguns dos quais apontam que as saponinas sdo as principais responsaveis pela acdo
contra os fungos e oomicetos.

Al-reza et al. (2010), avaliou a acdo antifingica do 6leo essencial e extratos organicos das
flores de Cestrum nocturnum. O O6leo apresentou a¢ao contra todos os fitopatégenos usados,
inibindo o crescimento micelial, na concentracao de 1000 ppm, de Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani, Botrytis cinerea, Fusarium solani, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarinm oxysporum e Colletotrichum capsici,
em 80,6%, 80,5%, 70,6%, 69,7%, 66,2%, 63,6% e 59,2%, respectivamente. O extrato metanolico
também exibiu a¢do contra todos os patégenos, com as seguintes porcentagens de inibicio do
crescimento: 68,4%, 72,1%, 76,3%, 78,9%, 75,2%, 67,0% e 68,4%, respectivamente.

O extrato foliar de Cestrum schlechtendablii G. Don apresentou ag¢ao antifungica contra dois
patégenos de humanos: Candida albicans e Cryptococeus neoformans. Uma saponina esteroidal, isolada
desse extrato, também apresentou acao sobre esses dois fungos e contra o fitopatogeno Fusarium
graminearnm (Ta et al., 2016). Outro trabalho relata que foram isoladas das flores de Cestrum elegans
duas saponinas esteroidais; uma saponina triterpénica e um flavondide: Quercetin  3-
Oneohesperidoside. Todos apresentaram atividade contra os fungos C. albicans e Aspergillus niger
(Nasr ez al., 2021).

Ja o extrato metanodlico das folhas e caule de C. nocturnum, sua fragao n-butanodlica e as
subfracoes desta apresentaram alta atividade contra os fungos Fusarium kuroshinm e F. solant,
causadores de doengas em cerca de 300 espécies vegetais. A saponina esteroidal pennogenina
tetraglicosideo, destacada como a principal molécula antifungica, também foi isolada desse
extrato e apresentou excelente acido fungicida contra F. kwuroshium, com 100% de inibicdo do
crescimento micelial na dose de 0,2 mg/ml. (Valencia-Mejia ¢z al, 2022). Ainda sobre essa
espécie, Naynika, Nirali e Mohan (2023) observaram que os extratos aquosos e metanolico das
suas folhas também apresentaram agao contra Candida albicans.

Visto isso, nota-se que as espécies do género Cestrum, especialmente C. axillare, possuem

muitas saponinas com propriedades antimicrobianas nos seus 6rgaos e tém grande potencial para
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originar novos produtos fungicidas, uteis para combater fitopatégenos que afetam culturas de
importancia econdmica e microrganismos que provocam doengas em humanos e animais.

Os resultados encontrados neste trabalho reforgam ainda mais esse potencial e abrem
espago para a realizacdo de novas pesquisas que poderdo descobrir moléculas antimicrobianas
menos nocivas a saide do ser humano e ao meio ambiente, com agao contra os fitopatégenos

Montligphthora perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta e Phytophthora palmivora.

4 CONCLUSAO

O extrato foliar de Cestrum axillare apresentou acdo antimicrobiana contra os
fitopatégenos do cacaueiro Moniliophthora perniciosa, Ceratocystis cacaofunesta e Phytophthora palmivora.
Isso demonstra que esta planta nativa da flora brasileira pode ser a fonte de novos compostos
antimicrobianos. Recomenda-se, assim, a realizacdo de novos estudos com essa espécie, com o
intuito de isolar moléculas antimicrobianas e testar a sua a¢ao 2 vivo € i vitro contra esses € outros

microrganismos de importancia agricola e médica.
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Resumo: O presente estudo tem como objetivo analisar o potencial de Ipomoea imperati (Vahl)
Griseb., uma espécie vegetal nativa de areas de restinga no Estado do Pard e na Amazonia (e
outros biomas), para uso no paisagismo e na conserva¢ao ambiental. A pesquisa foi motivada
pela escassez de estudos sobre o desenvolvimento dessa planta em ambientes de restinga na
Amazonia, que sdo ecossistemas ameacados por atividades antrépicas. O trabalho foi
desenvolvido por meio de revisio bibliografica e observagdes de campo, abrangendo aspectos
biométricos e funcionais da espécie. Adicionalmente, foram realizados testes de germinagao sob
condig¢bes controladas, visando avaliar seu desenvolvimento. Os resultados indicaram que Ipomoea
imperati apresenta elevada resisténcia a condigdes adversas, como alta salinidade, escassez hidrica e
baixa fertilidade do solo, caracteristicas tipicas das restingas. Sua capacidade de cobertura do solo
e de controle da erosao foi confirmada, demonstrando seu papel essencial. Além disso, suas
flores vistosas e facilidade de manejo reforgam seu valor como espécie ornamental para projetos
de paisagismo sustentavel. Conclui-se que, Ipomoea imperati possui grande potencial para ser
integrada em estratégias de restauracdo de areas degradadas (principalmente costeiras) e em
projetos paisagisticos. O estudo ressalta a importancia de ampliar pesquisas sobre espécies
nativas, para promover praticas que conciliem a conservagao da biodiversidade e uso sustentavel
de recursos naturais.

Palavras-chave: Amazonia. Biodiversidade. Costa.

Abstract: This study aims to analyze the potential of Ipomoea imperati (Vahl) Griseb., a native
vegetal species from restinga areas in the state of Pard located in the Amazonia (and other
biomes), for use in landscaping and environmental conservation. The research was motivated by
the lack of studies on the development of this plant in restinga environments, ecosystems
threatened by anthropogenic activities. The work was conducted through a bibliographic review
and field observations, covering biometrical and functional aspects of the species. Additionally,
germination tests were performed under controlled conditions to assess its development. The
results indicated that Ipomoea imperati shows high resistance to adverse conditions, such as high
salinity, water scarcity, and low soil fertility, which are typical characteristics of restinga
ecosystems. Its ability to provide ground cover and control erosion was confirmed, highlighting
its essential role. Furthermore, its attractive flowers and ease of management reinforce its value as
an ornamental species for sustainable landscaping projects. It is concluded that Ipomoea imperati
has significant potential to be integrated into strategies for restoring degraded areas and
landscaping projects. The study highlights the importance of expanding research on native
species, to promote practices that reconcile biodiversity conservation and sustainable use of
natural resources.

Keywords: Amazonia. Biodiversity. Coast.
1 INTRODUCAO

A restinga é um ecossistema costeiro caracterizado por solo arenoso, alta salinidade e solo

com baixa disponibilidade de nutrientes, e abrigando diversas espécies rusticas adaptadas a essas

condicOes extremas (Lins e al. 2014; Santos; Bastos, 2014).
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Figura 1 — Restinga.

Fonte: Autores, 2024,

Dentro deste bioma, Ipomoea imperati (Vahl) Griseb. (Figura 2), conhecida popularmente
como cipd-de-praia ou ipomea-branca, é uma planta nativa que se destaca por seu papel essencial
na estabilizacao de dunas e prote¢do contra a erosao, além de sua beleza natural. No entanto, essa

espécie ainda é pouco estudada em termos de germinacao, desenvolvimento e aplica¢oes praticas.

Figura 2 — Ipomoea imperati (Vahl) Griseb.

Fonte: Autores, 2024.

Diante da crescente degradagao das areas de restinga causada por atividades humanas,
como o descarte inadequado de residuos, ha uma necessidade urgente de iniciativas que conciliem
conservacao ambiental e sustentabilidade (Sales e a/., 2022). Estudos sobre espécies nativas de

restinga, como L zmperati, sio fundamentais para ampliar o conhecimento sobre seu potencial de

uso, tanto em projetos paisagisticos quanto em restauragao ecoldgica (Freire; Mussi-Dias, 2019).
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O presente estudo apresenta uma analise das caracteristicas biométricas e germinativas de
I imperati, com base em dados coletados em campo, e através de experimento de germinagao
conduzido em ambiente controlado. Além disso, aborda a importancia da sustentabilidade na
pesquisa cientifica, com o uso de materiais reciclaveis e da utilizagio de componentes naturais
para o cultivo da espécie. Sendo assim, o estudo busca contribuir para o manejo sustentavel
dessa, e possivelmente de outras espécies nativas de restinga na Amazonia (e além), a fim de
promover sua integragdao em estratégias de conservagao e uso paisagistico.

O objetivo principal foi avaliar as caracteristicas morfologicas, biométricas e a capacidade
de germinacao de Ipomoea imperati, visando seu potencial paisagistico e de acordo com parametros
biométricos anteriormente avaliados em outras espécies vegetais na Amazonia (Gurgel ef al,

2014; Trindade ¢# al., 2021).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagio da pesquisa

E caracterizada como pesquisa experimental, de abordagem quantitativa e qualitativa,
realizada no contexto de restinga costeira no Para, Amazonia, Brasil. Com dados obtidos a partir
de coletas em campo (Figura 3), via técnicas tradicionais em botanica (Martins-da-Silva ez al.,

2014).

Fonte: Autores, 2024.

2.2 Area de estudo

As amostras sio provenientes da localidade da praia de Crispim, no municipio de
Marapanim (Coordenadas 00°35'59"S 47°39'21"W). E, experimento de germinacio (Figura 4),
realizado utilizando substrato de areia proveniente de restinga e materiais reciclaveis, e demais

analises desenvolvidas no Campus de Pesquisa do Museu Paraense Emilio Goeldi (Coordenadas
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01°27'05"S 48°26'37"W), seguindo metodologias estabelecidas para avaliagdo de germinac¢io de
espécies vegetais na Amazonia (Albuquerque, 1993; Gurgel, 2009; Trindade, 2022).

Figura 4 — Experimento de germinacdo em Ipomoea imperati.

Fonte: Autores, 2024.

2.3 Metodologia da pesquisa

A metodologia incluiu as seguintes etapas:

Coleta de dados biométricos: Os frutos e sementes foram analisados (Figura 5) utilizando
balanga de precisao (Figura 5A) e paquimetro digital (Figura 5B), com registro das dimensdes
conforme normas do Ministério da Agricultura (Brasil, 2009a; Brasil, 2009b).

Figura 5 — Analises em Ipomoea imperati.

a A i
Fonte: Autores, 2024.

Analise e interpretacio dos dados: Foram utilizados em 100 copos plasticos (reciclados),
preenchidos com areia de restinga, para avaliar a germinagdo, considerando conceito de
germinagao e demais terminologias adotadas pelo Ministério da Agricultura do Brasil (Brasil,

2009a; Brasil, 2009b). O monitoramento da germinagao foi diario, durante periodo dos meses de

agosto a setembro de 2024.
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Figura 6 — Germinacdo em Ipomoea inperati.

Fonte: Autores, 2024,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados a seguir visam atender ao objetivo principal do estudo, que é
avaliar as caracteristicas biométricas, o comportamento germinativo, discutindo seu potencial
paisagistico de Ipomoea imperati, uma espécie de restinga nativa no Estado do Para. A seguir,
apresentam-se os resultados obtidos nas diferentes etapas da pesquisa, juntamente com uma

discussao fundamentada em literatura cientifica relevante.

3.1 Caracteristicas biométricas de frutos e peso de mil sementes

As sementes e frutos de Ipomoea imperati foram analisados quanto as suas dimensoes, onde
apresentaram para determinacao os valores médios de: comprimento do fruto 9,85 cm; largura do
fruto 11,99 cm; espessura do fruto 12,21 cm, e demais aspectos apresentados na Tabela 1. Jd o

peso médio de 1000 sementes calculado foi de 73,35 g.

Tabela 1 — Caracteristicas de frutos de Ipomoea imperati: valores de média, minima, maxima, média e
coeficiente de variagio (CV) do comprimento, largura e espessura (frutos em cm e sementes em mm).

Determinagées Média (cm) Minima (cm) Maxima (cm) CV (%)
Comprimento do 9,85 8,52 10,78 6,47
fruto
Largura do fruto 11,99 8,07 14,85 15,77
Espessura do fruto 12,21 7,79 15,05 12,81

Fonte: Autores, 2024,

Esses dados sao até entdo inéditos para a espécie, bem como fornecem subsidios para o

manejo mais eficiente da espécie, pois através de informagbes como as dimensoes médias e suas
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variagdes de frutos, bem como o peso estimado de mil sementes é possivel planejar agdes de seu
cultivo de forma mais eficiente, bem como para formacio de lotes para o envio e/ou
armazenamento por tempo indeterminado de estruturas de reprodugio (frutos e sementes) de

Ipomoea imperati.

3.2 Germinagao e desenvolvimento acompanhado

A germinacao das sementes de Ipomoea imperati ¢ a conducao de seu acompanhamento
aconteceu através de observagoes didrias, sendo que ao final do periodo de dois meses, tempo
considerado necessario para o acompanhamento do desenvolvimento desta espécie, foi
observada taxa de germina¢ao de apenas 32%, para as 100 sementes cultivadas em solo arenoso,
originario de restinga. Sendo que, é recomendado por Albuquerque (1993) o acompanhamento
de germinacio de espécies amazonicas em solo arenoso, por ser considerado neutro e sem
aditivos quimicos e/ou nutricionais que possam influenciar no desempenho da germinagio
observada.

Bem como, até entdo as informagSes que constam em literatura sobre a formagoes de
mudas para a espécie Ipomoea imperati, sio através de forma vegetativa com a retirada de estoloes,
segundo o “Manual de produgiao de mudas das Prefeitura do Rio de Janeiro (2020)”, onde suas
mudas se formam inicialmente a partir de 30 dias (ou menos). E, também apresentaram taxa de

sobrevivéncia inferior a 50%, assim como foi observada aqui taxa de germinagao de apenas 32%.

3.3 Discussio sobre potenciais da espécie Ipomoea imperati

Os resultados indicam que Ipomoea imperati possui caracteristicas adaptativas que a tornam
ideal para o uso em paisagismo sustentavel e recuperacao de areas degradadas em ecossistemas
costeiros. Haja vista, que segundo Favacho ef a/. (2013) a questao do potencial paisagistico pode
ser atribuida a diversas espécies vegetais, inclusive provenientes de restinga. Bem como, Ferreira ez
al. (2013) também chama atencdo para utilizagdo de vegetagao de restinga da Amazdnia no
paisagismo.

No entanto, ocorre que no Brasil estudos em areas de restinga e quanto ao seu potencial
em paisagismo ainda sio poucos, bem como se concentram na por¢ao Sul e Sudeste do pais
(Freira, Mussi-Dias; 2019; Goebel ¢ al., 2019; Santos ez al., 2009). Sendo assim, necessarios e
validos estudos como este, a cerca de espécies de restinga na Amazonia, como Ipomoea imperati e
diversas outras.

Além de que, estudos para o melhor conhecimento de aspectos do desenvolvimento de

espécies vegetais, sao relevantes pela questao de que espécies como Ipomoea imperati podem
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encerrar em si outros usos potenciais. Haja vista que, ha diversas espécies préximas e da mesma
tamilia (Convolvulaceae Juss.) e do mesmo género Ipomoea 1.., que também ocorre em restinga (ou
nao), mas que apresentam propriedades medicinais comprovadas (Lorenzi; Matos, 2008; Vieira,

1992).

4 CONCLUSAO

O presente estudo trouxe novas informagdes sobre a germinacao de Ipomoeae imperati para
condi¢oes climaticas do Estado do Pard (Amazénia), que sdo diferentes das até entdo
apresentadas para o Rio de Janeiro (Mata Atlantica). No entanto, a baixa taxa de formagao de
mudas, relatada seja por forma reprodutiva (por sementes) neste estudo na Amazonia, ou por
forma vegetativa (por estoldes) quando comparado com informagdes para a Mata Atlantica,
evidenciam a necessidade de maiores pesquisas acerca da espécie Ipomoea imperati, a fim de superar
os desafios apresentados quanto a formacdo de suas mudas, possivelmente através de técnicas
mais sofisticadas.

Portanto, conclui-se que Ipomoea imperati ¢ uma espécie promissora para CONservagao
ambiental e uso paisagistico, com aplicagbes potenciais em ecossistemas costeiros e urbanos.
Novas investigagoes sobre dorméncia e propaga¢ao podem ampliar ainda mais as possibilidades
de utilizagio desta planta nativa, contribuindo para a valorizagio da sociobiodiversidade

amazonica.
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Resumo: A Agricultura 4.0 consiste em um conjunto de tecnologias que buscam a otimizagao da
producio e gestdo agricola em diferentes estagios, aprimorando o controle, 0 monitoramento e a
forma de se trabalhar através da unido de tecnologias variadas e automagao, como Internet das
Coisas (IoT), Inteligéncia Artificial (IA), Big Data, computa¢ao em nuvem, robotica, fabricacao
aditiva, dentre outras. Seu desenvolvimento é feito através de tecnologias integradas como
softwares e outros sistemas a producio agricola, podendo propiciar o aumento da produtividade
das lavouras, desenvolvimento de plantas mais resistentes a pragas, monitoramento de operacoes
agricolas, reduc¢io de desperdicio, andlise de clima, melhor utilizagdo dos insumos e agdes
voltadas a sustentabilidade. A biotecnologia é um campo interdisciplinar que combina biologia,
fisica, quimica, engenharia e informagoes tecnoldgicas, unindo técnicas de biologia molecular para
desenvolver produtos e solu¢es para o setor agricola. A partir da pesquisa bibliografica, o
presente trabalho tem como objetivo discorrer sobre a potencialidade da Agricultura 4.0 e da
biotecnologia conectadas, destacando a importincia da bioética e da biosseguranga nesse
contexto. Concluiu-se que a combinac¢do da Agricultura 4.0 com a biotecnologia, utilizadas com
responsabilidade, sio ferramentas promissoras para um desenvolvimento mais proximo do
sustentavel. No entanto, o trabalho enfatiza a importancia da biosseguranca, da ética e de
politicas de inclusdo social bem estruturadas, para que o avango desses segmentos niao tenha
efeito reverso e corrobore para desigualdade e insustentabilidade socioambiental.

Palavras-chave: Agricultura 4.0. Biotecnologia. Etica.

Abstract: Agriculture 4.0 consists of a set of technologies aimed at optimizing agricultural
production and management at different stages, enhancing control, monitoring, and methods of
working through the integration of various technologies and automation, such as the Internet of
Things (IoT), cloud computing, artificial intelligence (IA), big data, robotics, additive
manufacturing, among others. Its development is carried out through integrated technologies,
such as software and other systems, in agricultural production, which can lead to increased crop
productivity, development of plants more resistant to pests, monitoring of agricultural
operations, reduction of waste, climate analysis, better use of inputs, and actions aimed at
sustainability. Biotechnology is an interdisciplinary field that combines biology, physics,
chemistry, and engineering with technological information, uniting molecular biology techniques
to develop products and solutions for the agricultural sector. Based on bibliographic research,
this paper aims to discuss the potential of Agriculture 4.0 and biotechnology, as well as the
importance of bioethics and biosafety in this context. It concludes that the combination of
Agriculture 4.0 with biotechnology and good practices is a promising tool for more sustainable
development; however, the paper emphasizes the importance of biosafety, ethics, and well-
structured social inclusion policies to ensure that the advancement of these sectors does not have
a reverse effect and contributes to socio-environmental inequality and unsustainability.

Keywords: Agriculture 4.0. Biotechnology. Ethics.

1 INTRODUCAO

O conceito Industria 4.0 foi definido pela primeira vez pelo Instituto Fraunhofer-Gesellshaft,
na Alemanha (2011), como um conjunto de tecnologias para fluxo de informagao, automagio e
manufatura voltados para o avango de processos industriais envolvendo: operacdo, engenharia,
planejamento e controle de produgio, logistica e analise continua durante todo o ciclo de vida de

um produto. Esse foi o marco que inaugurou a chamada Quarta Revolucdo Industrial e primeira

defini¢ao que evidenciou a Industria 4.0. Uma de suas caracteristicas mais fortes ¢ a integracio de
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ferramentas e processos de diferentes elos da cadeia de valor de um produto ou servigo. Através
de dessa integragao veém as abordagens conhecidas como engenharia ponta-a-ponta (do inglés
end-to-end engineering), que visam dar a industria a capacidade de customizagao em massa de seus
produtos e servigos (Zampronio, 2023).

O conceito de Agricultura 4.0 ¢ a aplicagdao das tecnologias da Industria 4.0 voltadas ao
setor agricola. Trata-se da aplicacao de tecnologias digitais na agricultura com o objetivo de
otimizar os processos, aumentar a eficiéncia e a produtividade. F marcada pelo desenvolvimento
de maquinas com inteligéncia artificial (IA), conexdo integrada 5G, softwares para tomada de
decisio, sensores e robos autbnomos.

A integracdo de abordagens biotecnologicas na Agricultura 4.0, com estratégias
tradicionais de conservagao, representa uma via promissora para enfrentar os desafios
contemporaneos. A colaboracio e o engajamento entre cientistas, conservacionistas,
formuladores de politicas e comunidades locais ¢ fundamental para desenvolver solugdes que
promovam a conservagao da biodiversidade de maneira efetiva e inclusiva. Projetos
interdisciplinares e parcerias internacionais sio de suma importincia para compartilhar
conhecimentos, recursos e tecnologias, amplificando o impacto positivo das iniciativas de
conservacao (Silva ez al., 2024).

A gestao de riscos de saude e seguranca na Agricultura 4.0 merece destaque e atengao
para prevenir, minimizar e eliminar os riscos que possam prejudicar a saide humana, dos animais
e do meio ambiente. Os espacos laboratoriais devem ser seguros, com fiscalizagdo da
manipulacao dos organismos geneticamente modificados (OGM) e conceitos fundamentados na
bioética, respeitando o sistema ecolégico envolvido. A biosseguranga deve priorizar os impactos
sobre a saude humana, animal e vegetal, além de todas as peculiaridades ambientais, economicas e
culturais que lhe sao inerentes (Mesquita ez al., 2023).

A biosseguranca e a bioética sdo imprescindiveis na Industria 4.0. A atividade industrial
nao pode se limitar a apenas resultados financeiros, pois, se de um lado a evolugao biotecnolégica
contribui para o bem-estar da sociedade, do outro, gera questionamentos sobre seguranca
biolégica e os limites éticos de seus avancos. Desempenha um papel fundamental na
sustentabilidade e na mitigacao do impacto das atividades, incluindo as questoes de impactos que
possam influenciar na saide e em aspectos gerais do individuo e sociedade.

Na Agricultura 4.0, as comunidades de produtores locais e a agricultura familiar também
podem e devem se beneficiar com as novas tecnologias, compartilhando seus conhecimentos

tradicionais e criando pontes entre produtor e consumidor por meio de realidade virtual,

promovendo uma transformacgao socioecondmica inclusiva. No entanto, para esse processo de
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inclusdo social acontecer, muitos desafios estdo postos, pois o nivel de qualifica¢do para saber
lidar com tecnologias precisa ser maior.

Tendo em vista esse cenario, é essencial o investimento em educagao e capacitagio para
manter e tornar os profissionais atuantes na industria, com o cuidado de nido gerar um efeito
reverso e fomentar ainda mais a desigualdade e a exclusio social. O trabalho tem como objetivo
evidenciar a importancia da Industria 4.0 como um todo, destacando o setor agroindustrial
integrado a biotecnologia e suas responsabilidades referente a bioética e a biosseguranga. O
estudo evidencia a necessidade de politicas nacionais de inclusio, que apoiem a producio da
agricultura familiar e comunidades tradicionais com projetos de capacitagdo e parcerias
consistentes, para que a Agricultura 4.0 se desenvolva com responsabilidade socioambiental e

justica social, alcangando esses produtores que sao fundamentais para o pafs.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Metodologia de pesquisa

O estudo utiliza a metodologia de pesquisa qualitativa com avaliacio descritiva. O
trabalho busca desenvolver compreensoes que propiciem uma visao de totalidade, com o objetivo
de descrever o que esta acontecendo com mais detalhes, preenchendo as partes que faltam e
expandindo a compreensao. Para isso, é feita uma analise minuciosa e descritiva dos objetos de
estudo, de modo a fornecer informagdes para uma investigacao mais precisa, visando construir
uma maior proximidade com o tema. Foram coletadas informagoes, desenvolvendo integragdes e
analises.

Os estudos qualitativos contribuem de forma impar para a ciéncia, levando descobertas
importantes em multiplos sentidos. Dentro da abordagem qualitativa podemos encontrar os
estudos descritivos que fornecem informagoes adicionais sobre o tema pesquisado, associando-se
de forma eficaz a pesquisa exploratéria. O escopo qualitativo é amplo e variado, contendo varias
praticas de indagacdo e cabe ao pesquisador ser um sujeito pensante, que expressa interesse pelo

que esta pesquisando e se envolve, exercitando sua subjetividade (Cordeiro e# al., 2023).

2.2 Itinerario de pesquisa
Este estudo segue um itinerario de pesquisa baseado em uma revisdo bibliografica
sistematica, com o objetivo de compilar, analisar e sintetizar o conhecimento existente sobre a

Industria 4.0, biotecnologia e a importancia da biosseguranca, da ética e da responsabilidade

social como um todo nestes segmentos. Desta forma, além de tragar um histérico sobre os
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objetos de estudo, a pesquisa bibliografica também ajudou a identificar contradi¢bes e respostas
sobre questoes indagadas.

Na selecio e organizacdo das referéncias foi realizada uma triagem das referéncias
coletadas. Os critérios de inclusao consideraram a relevancia dos estudos para o tema proposto,
a contribuicao tedrica e pratica das obras, e a credibilidade dos autores e publicagdes. As
referéncias selecionadas foram organizadas em categorias tematicas, como a Industria 4.0 ¢ a
fusao promissora com a biotecnologia, politicas publicas, destacando a importancia da
biosseguranca e da ética nestes segmentos.

A analise do conteddo buscou identificar padroes, lacunas e pontos de convergéncia
entre os estudos selecionados. A sintese do contetdo permitiu construir uma visio integrada e
coerente sobre a Industria 4.0 e a plausivel integracdo com a biotecnologia, porém, destacando
os pontos essenciais para que essa fusido niao caminhe na contramio da sustentabilidade
socioambiental. Assim, houve destaque para a importancia das politicas publicas, da
biosseguranca, da ética, da inclusio e da responsabilidade social, desenvolvendo tanto os
aspectos tedricos quanto as implicagdes praticas. A elaborac¢do do relatério de pesquisa foi
estruturada seguindo uma légica clara e argumentativa, comegando pela introdugiao do tema,
passando pela revisao da literatura e culminando nas discussoes e conclusoes.

Por fim, foi realizada uma reflexdo critica sobre os achados da pesquisa, considerando
suas limitagdes. A revisao bibliografica permitiu nao apenas mapear o conhecimento existente,
mas também identificar areas que necessitam de maiores mudangas a nivel politico, sugerindo
caminhos e alternativas. Este itinerario de pesquisa, centrado em uma revisio bibliografica,
fornece uma base sélida para compreender como a Industria 4.0 integrada a biotecnologia pode

ser um marco para um desenvolvimento mais proximo do sustentavel no Brasil.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em uma época de transformagdes, a preocupacgio global para com o desenvolvimento, os
novos modelos tecnologicos e em contrapartida a fome, a desigualdade social, as doencas, a
violéncia contra os povos tradicionais, o processo acelerado de urbanizacdo, a consequente
destruicao da diversidade biologica e o uso desenfreado de seus recursos, sio algumas premissas
que vém avangando no decorrer da histéria (Barba; Santos, 2020).

A complexidade envolvida quando se trata de questoes socioambientais geram discussoes

polarizadas entre duas perspectivas, sendo uma delas pautada na tecnologia e a outra em critica e

negacionismo. Toda atividade empresarial degrada o meio ambiente, assim sendo, toda empresa
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possui responsabilidade social e deve cumprir sua fungdao social. Portanto, ¢ necessario unir
inovagao, tecnologia e lucratividade com responsabilidade.

O crescimento da populagao fez com que o uso de tecnologias agricolas fosse necessario,
entre eles, o cultivo de OGMs, especialmente de plantas transgénicas. Em ambito mundial, o
Brasil ocupa o segundo lugar entre os pafses produtores de transgénicos, consequentemente, a
biotecnologia gera duvidas em toda a populagdo, uma vez que a biosseguranca, rotulagem,
beneficios e riscos dos alimentos transgénico ndo possuem informagoes explicativas
compreensiveis para o publico geral (Paranhos, 2021).

O dltimo século apresentou grande desenvolvimento na agricultura. O campo tradicional,
do qual era dependente de extensivos trabalhos manuais, agora se baseia em um campo banhado
de tecnologia, dentre essas tecnologias, os Organismos Geneticamente Modificados (OGMs),
sendo utilizado principalmente no melhoramento genético de plantas, sendo parte essencial da
agricultura baseada na ciéncia. Houve avangos significativos nos métodos de recombinagao de
Acido Desoxirribonucleico (DNA) para incorpori-los em plantas. As técnicas de transformagio
de plantas fazem parte da biotecnologia e tem como principal objetivo melhorar as plantas com
genes de outros organismos, visando torna-las resistentes a insetos, doencas, herbicidas e
estresses provenientes do ambiente nas lavouras (Paranhos, 2021).

A biotecnologia pode ser definida como uma alteracio em processos biolégicos ou em
organismos vivos, direcionada a obten¢ao de um novo bem, processo ou produto. Entre as
décadas de 1970 e 1980 deu-se inicio a biotecnologia moderna, unindo aos conhecimentos
existentes as ferramentas tecnologicas e areas diversas da ciéncia para buscar a inovacido em
diversos setores. A Biotecnologia atual envolve, principalmente, o uso do DNA, ou ADN na sigla
em portugues (Ferro; Paixao; Silva, 2021).

Os Organismos Geneticamente Modificados (OGMs), também conhecidos como
transgénicos, caracterizam uma das inovagoes da biotecnologia e da engenharia genética trazida
pela “Revolucio Verde” na década de 1966, nos Estados Unidos. Dentre os discursos e as
expectativas dos idealizadores desta revolucao no campo, destaca-se entre outras prerrogativas o
uso de agrotoéxicos e outros produtos quimicos, aumento da produtividade, diminuicio da fome
mundial, preservacdo do meio ambiente, reducio de custos para o produtor e precos dos
alimentos mais acessiveis para a populagao (Silva ez a/. 2020).

A biotecnologia aplicada na agricultura propicia meios para fortalecer, melhorar e
proteger as plantas contra a acdo de intempéries, pragas e agentes patogénicos que poderiam

afetar a planta no seu processo de desenvolvimento. A transformagao genética das plantas pode

trazer a possibilidade da validagdo funcional dos genes individualmente selecionados, como a
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exploragao direta dos transgénicos no melhoramento genético. Tendo em vista que o Brasil é um
dos maiores produtores de alimentos transgénicos, a biotecnologia se tornou uma ferramenta
auxiliar para o desenvolvimento da agricultura e pode gerar otimizagoes fazendo interagdo com a
Agricultura 4.0 (Ferro; Paixao; Silva, 2021).

A agricultura 4.0 utiliza a tecnologia para otimiza¢ao dos processos produtivos, visando
um melhor aproveitamento na produtividade, reduzindo tempo e custos. Técnicas como edigao
gendmica de safras, monitoramento por satélites de variaveis meteorolégicas, softwares de gestao
agricola, sensores de controle de pesticidas e irriga¢do, mapeamento digitalizado de indices de
fertilidade, umidade, temperatura e condig¢oes fisico-geo-quimicas do solo caracterizam a
agricultura 4.0. Essas praticas tém se difundido ha algum tempo nos paises desenvolvidos, dado o
incremento na produtividade que proporcionam. No entanto, 0 movimento dessa pratica em
poténcias agricolas de renda média, como o Brasil ainda ¢é recente (Viola; Mendes, 2022).

A chamada “aprendizagem de maquinas” se faz pelo fato de os sistemas produtivos
altamente automatizados e comandados por sistemas ciberfisicos serem programados para
transmitir dados e informagdes para fora do ambiente de produc¢io e serem programados para
compartilhar os dados e informagdes com o restante dos equipamentos em comunicagio,
denominados M2ZM, (comunicagdo entre duas maquinas). Isso pode ser realizado por meio de
rede com ou sem fio, por meio de bluetooth ou cabos de rede de telefonia celular ou internet.
Tais conceitos acima descritos sao evidentes e se fazem presentes na industria 4.0 no
agronegocio, utilizados em: tratores autonomos, biotecnologia e drones (Santos ef al., 2023).

A biotecnologia pode contribuir para melhoria na colheita; diminui¢ao da fome; produ¢ao
de alimentos mais nutritivos; diminui¢io no uso de pesticidas e agrotoxicos; redugiao de energia
no processo produtivo; uso de produtos com menor impacto ambiental e biodegradaveis;
minimizar a producdo de residuos, dejetos e poluentes na atividade economica; desenvolvimento
de aparelhos e técnicas mais eficazes. Setores altamente téxicos e nocivos pelo fluxo degradante
do uso de recursos biolégicos escassos, hoje, por meio de biotecnologias ha uma melhora na
produgao primaria industrial e um resultado de residuos menos prejudiciais para o meio ambiente
e para a saude humana, por exemplo, o uso das biomassas e os biocombustiveis (Souza, 2019).

No entanto, é necessario uma fiscalizagdio e um projeto de inclusio social para a
biotecnologia ser aplicada de forma positiva para populagio, pois além dos beneficios
economicos, com o aumento da produtividade e a eficiéncia no controle de pragas, os alimentos
geneticamente modificados tém maior valor nutricional que os alimentos convencionais e

também apresentam maior tempo de armazenamento. Existem também algumas preocupagdes

efetivas, como a possibilidade de poluicao do solo e dos lencois freaticos, o surgimento ou
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desenvolvimento de plantas e animais resistentes a multiplos pesticidas e a possibilidade de
empresas multinacionais monopolizarem a tecnologia genética (Ferro; Paixdo; Silva, 2021).

Onde quer que haja uma pratica de biotecnologia, existe um risco biolégico ligado a ela e
seu impacto negativo pode atingir diversos seres vivos, incluindo os seres humanos. Tendo em
vista este cendrio, a cooperagao de instituicbes neste campo resultou na criagao dos conceitos e
aplicagoes de biosseguranca. Essas relagdes trouxeram a necessidade de processos regulatorios
que equilibrassem o incentivo a produ¢ao biotecnolégica e a biosseguranga. Os padroes de
normalizagdo surgiram como uma estratégia para estabelecer normas visando a garantia de
qualidade e seguranga de produtos e dos recursos humanos presentes em ambiente laboratorial e
empresas, especialmente interessantes para empresas de biotecnologia (Mesquita ¢ af., 2023).

A biotecnologia faz parte da evolugao da sociedade, cada vez mais inserida em um mundo
tecnoldgico, sendo capaz de trazer uma série de beneficios. No entanto, também podem ocorrer
danos sociais, pois a sua potencialidade lesiva a longo prazo ainda é desconhecida. Deve-se fazer
uma releitura da responsabilidade civil a luz dessas novas tecnologias, com énfase nao apenas na
reparaciao ou redu¢do dos danos, mas também na prevencao deles, pois ¢ totalmente inviavel a
volta ao status quo anterior neste tipo de ilicito. Portanto, é imprescindivel que a legislacao
brasileira aplique uma maior seguranga inerente ao tema. Nesse contexto, o Direito assume um
papel fundamental e deve se adaptar a realidade social, agindo de forma a tornar juridico aquilo
que uma vez era somente fatico (Flumignan, 2020).

Na engenharia genética existem as aplicagdes praticas de transferéncia de células
eucariontes com a inten¢ao de compreender o genoma; a transgénese, que seria a modificacio
genética de organismos inteiros; e a terapia génica. Estas atividades geram riscos, citando-se como
exemplos os riscos de dissemina¢do descontrolada de microrganismos, o risco a biodiversidade,
os riscos alimentares, entre outros. Nesse contexto, a Organizacio Mundial de Sadde (OMS)
busca melhorar a comunicagao entre os cientistas ¢ o desenvolvimento dos produtos OGM e
seus derivados por intermédio de etiquetagem dos alimentos geneticamente modificados,
preocupagdes éticas e sociais, coexisténcia de praticas agricolas, entre outros. No Brasil, o
instrumento adequado, segundo a doutrina, seria o estudo e o relatério de impacto ambiental
(EIA e o RIMA), onde se analisa os impactos ao meio ambiente, a transformagao dos meios de
produgao e colheita, os efeitos a saude humana, animal e vegetal e outras peculiaridades (Manual
de Direito Ambiental, 2019).

A gestao da biosseguranga em laboratérios de biotecnologia é uma atividade complexa

que requer a avaliagdo de riscos, a definicao de medidas preventivas e corretivas e a monitorizagao

do ambiente de trabalho. A acreditacio ¢é imprescindivel para garantir a seguranca dos
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trabalhadores, dos usudrios e do meio ambiente. Ela também pode ser um fator determinante na
escolha de fornecedores de servigos e produtos para empresas e instituicdes. Além disso, ¢ um
processo continuo que necessita de constante atualizagao dos procedimentos de gestdo de risco,
biosseguranca e manutencao dos padroes de qualidade. Ja é evidente que a biotecnologia é uma
area de grande importancia para a produgdao de bens e servigos, no entanto, envolve riscos
potenciais que devem ser evitados (Mesquita ez a/., 2023).

Com os avangos da tecnologia, a ética, na biotecnologia caracterizada como bioética, ¢é
essencial para nio violar normas morais que envolvam a vida de todos os seres envolvidos. E
necessario que o Estado aperfeicoe e reveja normas vigentes, além de criar novas, a fim de
garantir que a ética seja a base principal. Além da biosseguranga e da bioética serem fundamentais
neste processo, programas de inclusio social também sao imperativos.

A agricultura familiar deixou de ser conhecida somente como uma parte da populagio
rural em que sua producdo ¢ destinada apenas para garantir a subsisténcia da familia e da
comunidade a que pertence, caracterizando uma importante for¢a dentro da agropecuaria
nacional. Os conhecimentos tradicionais das comunidades locais, como a agricultura familiar,
tribos indigenas e camponeses fazem parte da biodiversidade de uma determinada regido ou
localidade. Muitas vezes, esses conhecimentos ancestrais sdo utilizados por cientistas,
contribuindo para produgdes cientificas sobre determinado assunto. A atual protecdo destes
conhecimentos por meio da justa e equitativa reparticao dos beneficios também é um avanco dos
ultimos tempos e que, deve estar presente no contexto da bioeconomia.

O Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (PRONAF) foi uma
conquista para esta categoria de produtores. Contudo, ndo basta apenas fornecer crédito para o
produtor familiar, se ele ndo tiver os conhecimentos técnicos necessirios para melhorar sua
producao. Entre diversas medidas para o aprimoramento do PRONAF, inclui-se a Assisténcia
Técnica e Extensao Rural (ATER). A literatura que relaciona a agricultura familiar com assisténcia
técnica e extensao rural, relata que a presenga de instituicdes de ATER sao aliadas para alavancar
a agricultura familiar. Dentre elas, a vantagem em possuir um auxilio na documentagao necessaria
para se candidatar a um programa de crédito rural, o que, no caso do PRONAF, é um dos fatores
que mais dificulta o acesso do agricultor ao empréstimo (SCImago Institutions Rankings, 2021).

O Brasil comporta uma pluralidade inigualavel, como as diversas vilas, cidades, aldeias
indigenas e povoados espalhados pelo pais. Com sua vasta extensao de terra, a Amazonia Legal
abriga 4.438 comunidades assim definidas pelo IBGE. Essas comunidades podem e devem

participar dessa “nova economia da biodiversidade da floresta”. No entanto, nao sao poucas as

dificuldades para implementar projetos que agreguem valor aos produtos da floresta, sejam eles
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minerais, agricolas ou de cunho extrativista. Fatores como isolamento, falta de infraestrutura,
dificuldade logistica, processamentos complexos, volume de producio, garantia de qualidade,
acesso a equipamentos, treinamento, mercados e experiéncia em fechar negdécios de fato
vantajosos sao alguns dos desafios reais que se impdem e dificultam o desenvolvimento
economico do Brasil (Fundacio FHC, 2019).

Algumas tecnologias podem ser montadas em tendas ou plataformas flutuantes, esses
laboratérios de campo poderiam realizar pesquisas e propor solu¢bes por meio da fusdo interativa
de conhecimentos tradicionais, cientificos e tecnolégicos. Membros das comunidades locais e
estudantes seriam capacitados para trabalhar em parceria com professores, pesquisadores,
empreendedores ligados a startups e especialistas em fomento e apoio a pequenos negocios e
negocios sustentaveis, além de organizacOes de capacitagao profissional. Esse grupo variado de
pessoas reunido em um ambiente de capacitagdo, criagio e prototipagem impulsionara o
surgimento de uma bioinddstria que aproveite ao maximo o potencial da biodiversidade
(Fundacao FHC, 2019).

A inclusao social deve ser promovida através de politicas governamentais bem
estruturadas, agGes empresariais e coletivas. A educa¢ao e capacitagao inclusivas fazem parte da
etapa principal, para que assim, as pessoas estejam capacitadas para o ambiente de trabalho. As
empresas se beneficiam com projetos de empregos inclusivos, pois uma equipe que possui
diversidade enriquece e favorece a criatividade e a inovagao, uma vez que diferentes perspectivas

tém lugar de atividade e representatividade, fortalecendo a responsabilidade social.

4 CONCLUSAO

O estudo concluiu que a Agricultura 4.0 e o conceito de Industria 4.0 como um todo sio
instrumentos promissores para um desenvolvimento mais proximo do sustentavel. Assim sendo,
a Agricultura 4.0 tem potencial para alcancar uma série de vantagens através das inovagoes
tecnoldgicas do Agro 4.0 como IoT, IA, Big data e robdtica. Essas tecnologias tém potencial para
revolucionar a agricultura, automatizando e simplificando processos, manufatura, promovendo a
reducdo dos impactos ambientais negativos, a reducdo de consumo de energia e dos recursos
naturais, além de ser economicamente viavel, aumentando a precisio e a assertividade, reduzindo
consideravelmente os custos, permitindo uma agricultura mais produtiva e proxima do
sustentavel.

Para a Industria e a Agricultura 4.0 serem realmente benéficas para a economia do pais

como um todo, elas tém que ser inclusivas, sem dar margem para fomentar desempregos. Devem

ter como ponto central a justica e inclusdo social, e em hipdtese alguma colocarem em risco os
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trabalhos tradicionais, como se estivessem obsoletos. Pelo contrario, a ideia deve ser de expansao,
implementando novas tecnologias, criando maiores oportunidades e promovendo diversidades,
como por exemplo, a inclusao de trabalhadores das areas de ciéncias de dados, programacio e
manuteng¢ao de maquinas.

A evolugao da tecnologia ¢ transformadora e a diversidade é imprescindivel para a
inovagdo e o progresso do Brasil. No entanto, o investimento em educagdo e capacitacio sao
essenciais para incluir nesta conexao os pequenos produtores, a agricultura familiar, as
comunidades tradicionais e as pessoas em situa¢ao de vulnerabilidade, visando promover a justica
social e chegar cada vez mais proximo de um desenvolvimento sustentavel. Assim, os avangos da
Agricultura 4.0 juntamente com a biotecnologia, utilizadas com os preceitos da biosseguranga, da
bioética e de inclusio social sao de suma importiancia para a conserva¢ao e manutencio da

diversidade bioldgica e socioeconomica brasileira para as proximas décadas.
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Resumo: A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) ¢ mundialmente utilizada como bioinseticidas. Ela
produz proteinas cristalinas (Cry e Cyt) com alta especificidade, capazes de atuar seletivamente no
controle de insetos-praga na agricultura e vetores de doengas de importancia na saude publica
humana. O Aedes (Stegomyia) aegypti é hoje um dos principais problemas em saude publica, devido
ao seu papel como transmissor dos virus da dengue, febre amarela, zika e chikungunya. O Bt é
uma alternativa viavel para o controle das populagdes desse inseto, com o intuito de reduzir a
utilizacdo de inseticidas quimicos que causam o desenvolvimento de resisténcia a inseticidas em
insetos, polui¢ao ambiental, riscos a saude humana, danos a espécies nao-alvo, etc. Este estudo
teve como objetivo isolar Bt locais a partir de amostras de agua e testar em laboratério sua
atividade patogénica contra larvas de Ae. aegypti. No total, 52 amostras de dgua foram analisadas,
onde a presenca de Bt foi detectada em mais de 50% das amostras, com indice de Bt total de 0,5.
Esse valor pode ser considerado alto quando comparado a outras pesquisas. O formato esférico
do cristal foi o mais predominante em 98,66% dos 296 isolados de Bt. Dos 296 isolados de Bt,
submetidos a bioensaios de patogenicidade, 12 ocasionaram mortalidade entre 60% e 100%.
Contudo, para a adequada avaliagao do potencial biotecnolégico desses isolados, sao necessarias
analises complementares, incluindo testes de toxicidade, caracterizacio molecular detalhada e
sequenciamento genomico.

Palavras-chave: Bactéria entomopatogénica. Ambiente aquatico. Bioensaios seletivos.

Abstract: The bacterium Bacillus thuringiensis (Bt) is used worldwide as a bioinsecticide. It
produces crystalline proteins (Cry and Cyt) with high specificity, capable of acting selectively in
the control of insect pests in agriculture and vectors of diseases of importance to human public
health. Aedes (Stegomyia) aegypti is currently one of the main public health problems, due to its role
as a transmitter of the dengue, yellow fever, zika and chikungunya viruses. Bt is a viable
alternative for controlling populations of this insect, with the aim of reducing the use of chemical
insecticides that cause the development of insecticide resistance in insects, environmental
pollution, risks to human health, damage to non-target species, etc. This study aimed to isolate
local Bt from water samples and test its pathogenic activity against .de. aegyp#i larvae in the
laboratory. A total of 52 water samples were analyzed, and the presence of Bt was detected in
more than 50% of the samples, with a total Bt index of 0.5. This value can be considered high
when compared to other studies. The spherical crystal shape was the most predominant in
98.66% of the 296 Bt isolates. Of the 296 Bt isolates subjected to pathogenicity bioassays, 12
caused mortality between 60% and 100%. However, for an adequate evaluation of the
biotechnological potential of these isolates, additional analyses are necessary, including toxicity
tests, detailed molecular characterization, and genomic sequencing.

Keywords: Entomopathogenic bacteria. Aquatic environment. Selective bioassays.

1 INTRODUCAO
1.1 Bacillus thuringiensis

Dentre os microrganismos empregados no controle biologico, a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) (Berliner 1911) (Eubacteriales: Bacillaceae) é considerada o principal agente
entomopatogénico do mundo, ou seja, é o microrganismo mais amplamente utilizado no controle
biolégico de insetos de importancia agricola e importancia médica.

O Bt é uma bactéria gram-positiva, de crescimento aerébio ou anaerébio facultativo,

mesofila e quimioheterotréfica, possui forma de bastonete de aproximadamente 1,1 pum de
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largura por 4,0 um de comprimento, sendo capaz de se movimentar devido a presenca de flagelos
peritriquios (Habib; Andrade, 1998; Arantes e# a/., 2002; Bobrowski e al, 2003; Ibrahim ez al.,
2010; Kumar et al., 2021).

Essa bactéria pode ser isolada de solo (Martin; Travers, 1989; Bernhard ez a/, 1997; Silva ez
al., 2012; Lobo et al. 2018; Alemu ef al. 2024), filoplano de espécies vegetais (Smith; Couche, 1991;
Hansen e7 al., 1998; Zhang ef al., 2010), insetos vivos ou mortos e seus habitats (ITOUA-Apoyolo
et al., 1995; Bernhard ez al., 1997; Gobatto et al., 2010, Merdan et al., 2010), e a partir de amostras
de 4dgua (Ichimatsu ez a/. 2000; Iriarte ef al. 2000, Martinez; Caballero, 2002; KONECKA ¢ al.,
2012, El-Kersh ez al,, 2016; Alemu et al., 2024).

Taxonomicamente a espécie Bt esta classificada no dominio Bacteria, filo Firmicutes ou
Bacillota, classe Bacilli, ordem Bacillales, familia Bacillaceae e género Bacillus (VOS et al., 2009;
PARKS et al, 2020). Atualmente, o Bt, B. anthracis e B. cerens estio agrupados no clado Cereus,
Bacillus cerens sensu lato, que consiste em espécies patogénicas, bem como outras de importancia
na agricultura e na industria (Crivelli ef al., 2024).

Essas espécies compartilham elevada similaridade genomica, que apresentam alta
identidade na sequéncia de DNA, além de caracteristicas fenotipicas e bioquimicas bastante
proximas. No entanto, a distingdo entre essas espécies pode ser feita com base em atributos
especificos, como a presencga de cristais protéicos parasporais em Bt, visiveis por microscopia, o
que permite sua identificagao e diferenciacao (Kolsto e @/, 2009; Villarreal-Delgado, 2018;
Monnerat ef al., 2020; Biggel ¢t al., 2022).

Esses cristais, visiveis por microscopia de fase ou eletronica, sio constituidos por &-
endotoxinas (proteinas Cry e Cyt), as quais possuem atividade inseticida seletiva. Estas proteinas
sao ativadas por clivagem proteolitica no trato digestivo de insetos-alvo apos ingestao, liberando
dominios toxicos que promovem a lise celular (Bravo; Gill; Soberén, 2007). As proteinas Cyt
exibem atividade hemolitica e demonstram efeito sinérgico com as proteinas Cry, particularmente
contra espécies de Diptera de importancia médica, esta sinergia amplifica a agao
entomopatogénica, aumentando a eficicia no controle de vetores (Pérez ef al., 2005; Canton ef al.,
2011; Onofre e al., 2020).

A alta especificidade de Bt a determinadas ordens de insetos, aliada a baixa toxicidade
para organismos nao-alvo e ao reduzido impacto ambiental, torna essa bactéria uma ferramenta
estratégica no manejo integrado de pragas agricolas e no controle vetorial, como no combate ao
Aedes  (Stegomyia) aegypti (L. 1762). Suas aplicagdes biotecnoldgicas tém sido amplamente

exploradas, incluindo o desenvolvimento de formula¢des comerciais de bioinseticidas e a inser¢ao

de genes ¢y em culturas transgénicas para conferir resisténcia a insetos (Glare; O’callaghan, 2000;
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Karim et al., 2000; Bobrowski ez al, 2003; Walker e# al., 2003; Polanczyk; Alves 2003; Bravo; Gill;
Soberén, 2007; Ferreira; Moscardi, 2012; Ncbi, 2025).

As proteinas produzidas por Bz sio amplamente reconhecidas como ambientalmente
seguras, devido ao seu modo de agdo altamente especifico e a rapida degradagdo em ambientes
naturais, como o solo. Os mecanismos envolvidos em sua atuacao conferem, de certa forma, um
elevado nivel de seletividade, assegurando seguranca principalmente para seres humanos e

organismos nao-alvo, incluindo insetos benéficos (Capalbo ez al, 2005; Bravo; Gill; Soberon,

2007; Raymond; Federici, 2017; Liu ef al., 2021).

1.2 Proteinas inseticidas e mecanismo de acido de Bt

O Bt é amplamente reconhecido pela produgiao de uma diversidade de proteinas com
atividade inseticida, cuja sintese varia de acordo com a fase do ciclo de crescimento bacteriano.
Durante a fase vegetativa (crescimento exponencial), Bt secreta protefnas soluveis no meio de
cultura, como as proteinas inseticidas vegetativas (Vips) e as proteinas inseticidas secretadas (Sips)
Estruch e al, 1996; Donovan e al, 2000). Essas proteinas apresentam atividade
entomopatogénica, sobretudo contra espécies das ordens Lepidoptera e Coleoptera.

Durante a fase estacionaria ou de esporulagio, Bt sintetiza inclusoes cristalinas compostas
por S-endotoxinas, principalmente as protefinas Cry e Cyt. As proteinas Cry sdo altamente
especificas, atuando sobre receptores da membrana do epitélio intestinal de insetos suscetiveis —
como caderina, aminopeptidase-N e fosfatase alcalina —, desencadeando lise celular apds sua
ativacdo no ambiente alcalino do intestino do inseto. Ja as proteinas Cyt, com atividade citolitica
mais ampla e menos dependente de receptores especificos, sio particularmente eficazes contra
dipteros vetores de doengas, como Ae. aegypti, Anopheles spp. e Culex spp. (Bravo; Gill; Soberén,
2007; Mendoza-Almanza ef al., 2020; Crickmore ez al., 2025).

As proteinas Cry, com massas moleculares variando entre 40 e 140 kDa, sao os principais
fatores responsaveis pela toxicidade de Bt contra insetos-alvo. Essas proteinas atuam no intestino
médio das larvas, onde o ambiente alcalino do limen favorece sua solubilizacdo e ativacio por
proteases intestinais. Apos a ativagao, elas reconhecem e se ligam a receptores especificos da
membrana epitelial intestinal, como caderinas e aminopeptidases. Essa ligacio promove a
insercdao da toxina na membrana e subsequente formacio de poros, resultando em desequilibrio
osmotico, destruicdao celular, interrupgao da alimentagdo e morte do inseto por inani¢io (Hofte;
Whiteley, 1989; Bravo; Gill; Soberén, 2007; Bravo et al., 2011).

As proteinas Cyt, com massa molecular em torno de 25 kDa, embora apresentem menor

toxicidade individualmente, exercem papel fundamental na agao sinérgica com proteinas Cry,
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potencializando sua eficacia (Pérez et al, 2005; Bravo et al, 2007). Essas proteinas siao
classificadas nos grupos Cytl, Cyt2 e Cyt3 (Crickmore ef al., 2021).

Diversas pesquisas tém identificado isolados de Bt com potencial toxico para larvas de
Ae. aegypti, os quais apresentam grande diversidade de proteinas Cry e Cyt. Entre as proteinas Cry
com especificidade para dipteros destacam-se Cry4, Cry10, Cryl1, Cryl6, Cryl7, Cry19 e Cry20
(Crickmore, 2000; Van Frankenhuyzen, 2009, Van Frankenhuyzen; Tonon, 2013; Ben-Dov, 2014;
Flotez et al., 2018). Em particular, Cry4A e Cry4B tém sido amplamente documentadas por sua
acao contra mosquitos (Abdullah ez a/., 2003; Beltrao; Silva-Filha, 2007; Otieno-Ayayo e7 al., 2008;
Elleuch ez al. 2015; Bukhari e a/. 2022). Da mesma forma, Cryl1A e CryllB apresentam
expressiva atividade mosquitocida (Beltrao; Silva-Filha, 2007; Sun ez al., 2014; Park ez a/. 2013; Lai
et al. 2023).

A protefna CytlAa, por sua vez, pode inserir-se diretamente na membrana celular sem a
necessidade de receptores especificos, além de atuar como receptor funcional para a proteina
Cryl1Aa, evidenciando forte sinergismo entre essas proteinas e elevada toxicidade contra Ae.
aegypti (Pérez et al., 2005; Anaya et al., 2020). Essa sinergia ¢ considerada um fator importante na
prevencdo da resisténcia do vetor as proteinas Cry, prolongando a eficacia do biocontrole
(Crickmore et al., 1995; Wirth e# al., 2005; Torres-Quintero e# al., 2018).

Adicionalmente, ha evidéncias de que certas proteinas Cry, como Cry4A, Cry4B e
Cryl1A, apresentam agao sinérgica com proteinas Cyt, ampliando a eficicia no controle de larvas
de mosquitos vetores (PEREZ et al, 2005, PROMDONKOY, B.; PROMDONKOY, P.;
PANYIM, 2005; CANTON ez al. 2011.1LAT ef al. 2023). Esse efeito combinado resulta em maior
destruicdo do epitélio intestinal e acelera o processo de morte do inseto-alvo (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007). Estudos demonstraram que a coexpressio de Cry4Ba e Cyt2Aa em Escherichia
coli resultou em aumento significativo da toxicidade contra larvas de Ae aegpti e Culex
quinguefasciatus (Promdonkoy; Promdonkoy; Panyim, 2005).

A intoxicagdo causada por Bt nos insetos inicia-se apos a ingestao das proteinas, levando
a sintomas como perda de apetite, interrup¢ao da alimentagio, paralisia intestinal, vomito,
diarreia, e, progressivamente, paralisia total e morte. Em larvas afetadas, observa-se
escurecimento do tegumento e, apds a morte, coloragdo negra caracteristica das infeccoes
provocadas por este microrganismo (Monnerat ef al., 2020).

Além da atividade inseticida, algumas estirpes de Bt também produzem metabdlitos com

propriedades bioestimulantes e biofertilizantes, como fitohormonios, proteinas solubilizadoras de

fosfato e sideroforos. Esses compostos contribuem para a promogao do crescimento vegetal e
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podem representar um diferencial no uso agricola de Bt, reforcando seu papel como ferramenta
multifuncional na agricultura sustentavel (Monnerat ez al., 2020; Mendoza-Almanza ez al., 2020).

A elevada diversidade de genes codificadores de proteinas em B¢ ainda nido ¢
completamente compreendida, embora se reconhega que fatores intrinsecos as espécies de
insetos-alvo desempenhem um papel importante nesse processo. Entre esses fatores, destacam-se
o pH do intestino médio, o perfil de proteases digestivas e os tipos de receptores presentes na
membrana intestinal dos insetos, os quais podem atuar como agentes seletivos sobre as estirpes
bacterianas, promovendo adaptagdes genéticas especificas (Bravo; Gill; Soberén, 2007; Palma e#
al.,, 2014).

Além disso, é plausivel que caracteristicas geoclimaticas influenciem o conteudo genético
dos isolados de Bz (Uribe; Martinez; Cerén, 2003). O tipo de cultivo predominante em
determinada regiao também pode exercer pressao seletiva sobre essas populagdes bacterianas,
uma vez que diferentes sistemas agricolas abrigam distintas comunidades de insetos-praga, com
0s quais as estirpes bacterianas interagem continuamente (Palma e7 a/., 2014).

Estudos demonstraram que isolados de Bt provenientes de ambientes aquaticos
apresentam elevada toxicidade contra larvas de insetos da ordem Lepidoptera (Martinez;
Caballero, 2002; Konecka ez al, 2012; Alemu e al, 2024) e da ordem Diptera, especialmente
aquelas pertencentes a espécies de importancia médica e veterinaria (Ichimatsu Ez A/, 2000;
Iriarte ef al., 2000; El-Kersh ez al., 2010).

Vale destacar que o isolamento de B. thuringiensis var. israelensis (Bti), uma cepa
notavelmente entomopatogénica contra dipteros, foi realizado a partir de uma epizootia natural
em criadouros de mosquitos, marcando um avanco significativo na utilizacio de biocontroladores
no combate a vetores (Goldberg; Margalit, 1977; Margalit; Dean, 1985). Esta cepa tornou-se
referéncia no controle biolégico de mosquitos, como Ae. aegypti, Angpheles spp. e Culex spp., sendo

amplamente utilizada na formulacdo de bioinseticidas comerciais.

1.3 Aedes aegypti

Os dipteros da familia Culicidae representam um grupo taxonémico de significativa
importancia médica, compreendendo mais de 3.600 espécies descritas globalmente (Wilke ez 4,
2020; Harbach, 2022). Dentre estes, Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae)
destaca-se como vetor principal de arboviroses de impacto global, incluindo dengue,
chikungunya, Zika e febre amarela urbana, (Paho, 2021; Who, 2022).

A dengue tem se tornado uma preocupacio crescente de saude publica global, com

nimeros alarmantes nos ultimos anos. Em 2024, a Organizacio Mundial da Sadde (OMS)
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registrou aproximadamente 13 milhoes de casos de dengue em todo o mundo, incluindo cerca de
42 mil casos graves e mais de 8.700 mortes relacionadas a doenga (Who, 2024).

Em 2024, foram registrados mais de 13 milhdes de casos na regiao, quase o triplo do
recorde anterior de 4,1 milhdes em 2023. O Brasil liderou com 6,2 milhdes de casos suspeitos,
representando 82% do total mundial. Até agosto de 2024, o pafs contabilizava 4.961 mortes
confirmadas pela doenga, com outros 2.161 ébitos em investigacdo. O numero de mortes por
dengue em 2024 foi mais de quatro vezes supetior ao registrado ao longo de todo o ano anterior,
quando foram notificados 1.179 6bitos pela doenca (Brasil, 2024).

Essa doenga é causada pelo virus dengue (DENV) que estdo classificados cientificamente
na familia Flaviviridae e no género Orthoflavivirus. Até o momento sio conhecidos quatro
sorotipos — DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4 — que apresentam distintos materiais
genéticos (genotipos) e linhagens. A presenca simultanea de mdltiplos sorotipos do virus da
dengue em regides hiperendémicas aumenta o risco de infec¢des concomitantes, nas quais um
mesmo individuo ¢ infectado por diferentes sorotipos, condigao associada a formas mais graves
da doenca (Andrade ez a/, 2016; Sirisena ez al,, 2021).

A plasticidade ecolégica e a antropofilia do Ae. aegypti sio fatores determinantes para
sua ampla colonizagio de ambientes urbanos e representam grandes desafios para o controle
vetorial (Powell; Gloria-Soria; Kotsakiozi, 2018). A plasticidade ecolégica permite que o
mosquito se adapte a diferentes condi¢bes ambientais, utilizando diversos tipos de criadouros
artificiais presentes nas cidades, como pneus, recipientes plasticos e caixas d’agua. Além disso, ele
consegue completar seu ciclo de vida em pequenas quantidades de agua limpa e sobreviver em
ambientes urbanos mesmo com variagdes de temperatura e umidade (Bermudi ez 4/, 2017).

Ja a antropofilia, caracterizada pela preferéncia pelo sangue humano, favorece a
permanéncia do vetor préoximo as residéncias, aumentando a eficicia na transmissio de
arboviroses como dengue, zika e chikungunya. Essas caracteristicas tornam o controle do vetor
mais complexo, pois exigem agdes continuas, participacdo ativa da populacido e estratégias
integradas de vigilancia, j4 que métodos tradicionais, como o uso de inseticidas, tém eficacia

limitada em ambientes domésticos e de dificil acesso (POWELL; TABACHNICK, 2013).

1.4 Controle Quimico de Aedes aegypti
O controle quimico, continua sendo o principal método para controlar populagoes de Ae.
aegypti em contextos epidemiolodgicos (Achee ef al, 2019; Who, 2022). E consiste no uso de

inseticidas para eliminar insetos em diferentes estagios de vida, como larvas e adultos, levando em

conta seus habitos. Os produtos podem ser larvicidas, usados para eliminar larvas, ou adulticidas,
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voltados ao combate de insetos adultos. Neste ultimo caso, o controle pode ser feito por
aplicagao residual, onde os insetos morrem ao entrar em contato com superficies tratadas, ou por
nebulizagao espacial (fumacé), que dispersa particulas no ar para atingir os adultos presentes no
momento da aplicagao (Brasil, 2025).

Os piretréides, como deltametrina, cipermetrina e lambda-cialotrina, estdo entre os
inseticidas mais utilizados no controle de Ae. aegypts, atuando através da modula¢ao dos canais de
sédio no sistema nervoso, o que leva a paralisia ¢ morte do inseto (Kumar ¢z a/, 2021). Sua
popularidade deve-se ao rapido efeito knockdown e relativa seguranca para mamiferos, embora
mutagbes no gene kdr (knockdown resistance) tenham reduzido significativamente sua eficacia em
diversas populagdes do mosquito (Moreira; Mansur; Figueira-Mansur, 2012; Linss ez a/., 2014). Ja
os organofosforados, representados principalmente pelo temefés (larvicida) e malation
(adulticida), atuam inibindo a acetilcolinesterase, causando hiperexcitagdo neuromuscular
(Hemingway e# al., 2016). Os carbamatos, como bendiocarb e propoxur, também inibem a
acetilcolinesterase, porém de forma reversivel (Corbel ez al., 2007), apresentando como principal
limitagao a toxicidade em humanos (Dusfour ez a/., 2019).

A aplicagio recorrente de inseticidas exerce forte pressio seletiva sobre as populagées de
Ae. aegypti, tavorecendo individuos com caracteristicas que conferem resisténcia a0os compostos
quimicos utilizados. Como resultado, observam-se processos evolutivos mediados pela selegao
natural, nos quais se destacam mecanismos adaptativos que reduzem a sensibilidade dos insetos
aos inseticidas. Diversos estudos tém documentado a dissemina¢ao de resisténcia a mdaltiplas
classes de inseticidas, como piretréides, organofosforados e carbamatos, em populagoes vetoriais
distribuidas em regides tropicais, o que compromete significativamente a eficacia das estratégias

de controle (Dusfour ¢7 al., 2019; Moyes ¢t al., 2021; Vera-Maloof 7 al., 2022).

1.5 Controle Biologico de Ae. aegpti

O controle biolégico de Ae. aegypti representa uma estratégia alternativa ao uso de
inseticidas quimicos convencionais, baseada na aplicacio de organismos vivos ou de seus
derivados com atividade entomopatogénica, com o objetivo de reduzir a populagio do vetor.
Essa abordagem inclui o uso de parasitas, patogenos, predadores naturais e moléculas de origem
biolégica capazes de interferir no ciclo de vida do mosquito, destacando-se agentes como Bti,
compostos bioativos como a espinosina, além de peixes predadores de larvas de mosquitos
(Brasil, 2025).

Microrganismos entomopatogénicos, como fungos, oomicetos, bactérias, virus e

nematoides, desempenham um papel fundamental no controle de popula¢des de insetos-praga,
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por sua capacidade de causar doencas e levar os hospedeiros a morte. Esses agentes biologicos
tem sido amplamente reconhecidos como alternativas ecologicamente sustentaveis aos pesticidas
quimicos, oferecendo vantagens como seletividade, seguranca ambiental e menor impacto sobre
espécies nao-alvo (Dominguez-Arrizabalaga ef al., 2020; Deka, Baruah; Babu, 2021).

Nesse contexto, o uso de entomopatégenos no controle biologico de insetos vetores
representa uma abordagem promissora e ambientalmente viavel dentro dos programas de manejo
integrado. Além de sua eficacia na intoxicac¢ao e elimina¢ao do inseto-alvo, esses microrganismos
promovem a reducdo da dependéncia de compostos sintéticos, contribuindo para a conservacao
da biodiversidade e para a sustentabilidade dos ecossistemas (Lacey e a/, 2015; Benelli; Beier,
2017; Deka; Baruah; Babu, 2021).

Dentre os organismos entomopatogénicos, a utiliza¢ao de inseticidas biologicos a base de
Bt no controle de vetores tornou-se uma excelente alternativa aos inseticidas quimicos, em
virtudes de vantagens como: alta especificidade, menor risco ambiental e a sadde humana, menor
frequéncia de resisténcia nos insetos alvo e a possibilidade do entomopatégeno se multiplicar
aumentando a sua permanéncia no ambiente (Alves, 1998, Brar ¢f al., 2006; Bravo e al., 2011,
Glare ez al., 2012; Oliveira et al., 2020; Who, 2020).

Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo isolar Bt de ambientes aquaticos e
investigar a patogenicidade desses isolados em larvas de Ae. aegypti. A finalidade é selecionar
estirpes com novas proteinas inseticidas e com maior toxicidade, o que sera importante para
fornecer alternativas para lidar com o surgimento de populacGes de insetos resistentes, uma vez
que linhagens de Bt isolados localmente sao geralmente mais eficazes do que as importadas
devido a maior especificidade no hospedeiro alvo, maior persisténcia em campo devido a maior
adaptagdao ao ambiente natural e toxicidade em uma faixa de temperatura mais alta. E, com isso,
buscar o desenvolvimento de formula¢oes mosquitocidas biologicas eficazes e ambientalmente
seguras, contribuindo para estratégias sustentaveis de controle vetorial, especialmente frente a

crescente resisténcia de Ae. aegyp#i a inseticidas quimicos convencionais.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Origem dos isolados de Bt

Os isolados de Bt foram obtidos a partir de amostras de agua coletadas em igarapés
localizados na Area de Prote¢io Ambiental (APA) do Inhamum, no municipio de Caxias, estado

do Maranhao, situada entre as coordenadas 04° 53’ 30” S e 43° 24’ 53” W. Essa regido apresenta

elevado potencial hidrico, caracterizado pela presenga de diversos corpos d’agua que formam
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piscinas naturais ao longo de sua extensio (Fernandes e al., 2007). As coletas foram realizadas
nos seguintes pontos da APA: Inhamum (INH) (04°53°54,8” S / 43°25’61,1” W), Sumidouro do
Padre II (SPII) (04°53°23,6” S / 43°25°53,2” W), Sumidouro do Padre I (SPI) (04°53°28,1” S /
43°25’52,3” W) e Soledade (SOL). Nesses pontos, buscou-se por ambientes aquaticos lénticos,
preferencialmente, em locais de reproducao de mosquito (Goldberg; Margalit, 1977; Margalit;
Dean, 1985), onde as amostras de agua coletadas foram colocadas em tubos tipo Falcon de 50

mlL estéreis e armazenadas em refrigerador a 4 °C até o processamento.

2.2 Isolamento e Identificagao de Bt

O isolamento de Bt foi realizado no Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas
(BEMMOL) da Universidade Estadual do Maranhao, campus Caxias. Para a obtencao de Bt das
amostras de agua, mistura-se 10 mL de cada amostra com 40 mL de solu¢ao salina (0,006 mM
FeSO4.7H20; 0,01 mM CaC03.7H20; 0,08 mM MgSO4.7H20; 0,07 mM MnSO4.7H20; 0,006
mM ZnSO4.7H20) em um tubo tipo falcon de 50 mlL. Posteriormente, as amostras foram
agitadas a 250 rpm por 4 h a 30 °C e submetidas a 80 °C por 12 min e, em seguida, colocadas no
gelo durante 5 min para eliminagao de células vegetativas. As amostras foram diluidas 10 e 100
vezes e uma aliquota de 100 pL. da dltima dilui¢ao ¢é distribuida em placa de Petri contendo meio
agar nutriente e incubada a 30 °C por 24 e 48h.

As colonias de bactérias foram selecionadas, levando-se em consideragdo caracteres
morfologicos, tipicos de Bt, como a auséncia de pigmentagao, bordos ondulados e forma circular
(Who 1985, Rampersad; Khan; Ammons e7 a/., 2002). Os isolados foram codificados com a sigla
BtMAq (Bt do Maranhido provenientes de ambientes aquaticos), seguida pela numeraciao
correspondente as colonias.

Os isolados foram submetidos a coloragao de Gram (Newprov-Biolife, Porto Alegre, RS)
e cultivados em agar nutriente suplementado com penicilina G (100 mg/L), meio seletivo para Bt
e Bacillus cerens (Sosa-Gomez; Tigano; Arantes, 1998).

A identificagao de Bt incluiu a detecgao de cristais proteicos por microscopia de contraste
de fase, com classificacio morfolégica em bipiramidais, esféricos, esféricos irregulares,
romboides, pontiagudos irregulares, retangulares e formas compostas (Schnepf ez al, 1998;
WHO, 1999). Para visualizagao dos cristais, empregou-se coloragdo com verde malaquita a 5%
segundo o método de Wirtz-Conklin, observada em microscépio de campo claro com objetiva de
imersao em o6leo (1000%). Os isolados obtidos estao armazenados, na Cole¢ao de Bactérias

Entomopatogénicas do Maranhao (CBENMA) no BEMMOL, de acordo com o método descrito

por Monnerat; Silva, Silva-Werneck (2001), o qual consiste em estoca-los em fitas de papel filtro
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(1,5 cm X 0,5 cm) em microtubos contendo dgua destilada impregnados com uma suspensio de

esporos/ctistais e armazenados a 4 °C.

2.3 Bioensaios de Patogenicidade

A suscetibilidade de larvas de Ae. aegyp#i a isolados de Bt foi avaliada em copos plasticos
contendo 10 mL de agua destilada potavel, 10 larvas de 3° instar e 1 mL de suspensdes de
esporos/ctistal. As suspensoes de esporos/cristal foram preparas com os isolados de Bt,
incluindo Bti, sorotipo H-14 (VectorBac® WG), que foram cultivados em placas de Petri com
meio de cultura agar nutriente e incubados a 30 °C durante cinco dias, permitindo a completa
esporulagdo e liberacio dos cristais. Apds esse periodo, todo o conteudo bacteriano foi
transferido, com auxilio de al¢a de platina, para tubos Falcon contendo 10 mL de agua destilada,
autoclavada e 0,01% de Triton X-100 (espalhante adesivo).

Cada bioensaio foi conduzido em trés repeti¢oes, o Bti foi utilizado como controle
positivo e copos sem suspensoes de esporos/cristal como controle negativo. A condugio dos
bioensaios foi realizada em condi¢cao ambiente e a leitura de sobrevivéncia das larvas foi feita em
intervalos de tempo de 24 e 48 horas, registrando-se o nimero de larvas vivas e mortas em cada
copo, obtendo desta forma o percentual de mortalidade dos individuos. Considerou-se com
potencial larvicida os isolados que proporcionaram mortalidade igual ou superior a 50% as larvas
dos insetos. Os dados de mortalidade obtidos nos bioensaios de patogenicidade foram corrigidos
pela mortalidade do controle (Abbott, 1925) e determinado a percentagem de mortalidade das

larvas de Ae. aegypti.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Isolamento e Caracterizagio dos Cristais de Bt de Agua

No total, 52 amostras de agua foram analisadas, das quais 31 (59,61%) apresentaram
crescimento bacteriano, resultando em 597 colonias. A caracterizagao morfologica e a coloragao
de Gram permitiram identificar 320 colonias como potenciais Bt, das quais 296 foram
confirmadas por microscopia de contraste de fase devido a presenga de corpos parasporais

cristalinos, caracteristicos da espécie. Todos os igarapés amostrados apresentaram colonias de Bt,

indicando sua ampla distribui¢do nos ambientes aquaticos da APA do Inhamum (Tabela 1).
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Tabela 1 — Relagao dos igarapés (I1G), numero da amostra de agua (NAG), colonia bacteriana (CB)
colonias de Bt (CBt), indice de colonias de Bt (ICBt) e isolados da APA do Inhamum.

G NAG CB CBt ICBH Tsolados

1 18 9 0,5 BtMAqO1 2 BEMAq09
5 6 3 0,5 BtMAq12, BtMAq13 e BEMAq17
9 13 4 03 BtMAq36 a BtMAq39
13 7 2 03 BtMAq55 ¢ BEMAQ56
17 - - -
21 - - -

INH2 25 - - -
29 25 21 0,8 BtMAQ69 2 BEMAG89
33 22 11 0,5 BtMAq149 a BEMAq159
37 27 13 0,5 BtMAq197 2 BEMAG208
41 21 12 0,6 BtMAQ263 2 BEMAq274
45 - - -
49 15 12 0,8 BtMAq287 a BEIMAG296

TOTAL - 154 87 0,6

2 7 1 0,1 BtMAq10
6 3 1 03 BtMAq14
10 6 2 03 BtMaq33 e BEMAq40
14 19 9 0,5 BtMAq57 2 BEMAq65
18 - - -
22 - - -

SP 113 26 - - ]
30 30 20 0,7 BtMAQ90 2 BEMAq109
34 41 15 0,4 BtMAq160 2 BEMAq174
38 39 17 0,4 BtMAQ209 2 BEMAq225
42 - - -
46 - - -
50 - - -

TOTAL - 145 65 0,4

3 29 17 0,6 BtMAq15 a BIMAq32
7 9 1 0,1 BtMAq34
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11 8 1 0,1 BtMAq41
15 9 3 0,3 BtMAq66, BEIMA|67 e BIMAQ68
19 - - -
23 - - -
SP 14 27 - _ _
31 40 21 0,5 BtMAq110 a BEMAq130
35 11 9 0,8 BtMAq175 a BtMAq183
39 20 11 0,5 BtMAQ226 2 BEMA236
43 41 15 04 BtMAQ248 a BEMAQ262
47 - - -
51 - - -
TOTAL - 167 78 0,5
4 4 1 0,2 BtMAq11
8 7 1 04 BtMaq35
12 25 13 0,5 BtMAq42 a BtMAq54,
16 - _ )
28 - - -
20 - - -
SOL3 24 - - -
32 25 18 0,7 BtMAq131 a BtMAq148
36 27 13 0,5 BtMAq184 2 BtMAq196
40 18 11 0,6 BtMAq237 a BEMAq247
44 - - -
48 - - -
52 25 15 0,5 BtMAq275 2 BEMAq286
131 72 0,5
TOTAL GERAL - 597 296 0,5

Nota:!-Bt=n(Bt/CB); 2- Inhamum; 3- Sumidouro do Padre II;* Sumidouro do Padre I; 5- Soledade.

Fonte: Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas e Marcadores Moleculares, Uema Campus Caxias, Maranhio,
2025.

Virios estudos tém realizado isolamento de Bt a partir de ambientes aquaticos (Ichimatsu

et al., 2000; Iriarte et al, 2000, Martinez; Caballero, 2002; Konecka ¢# 4/, 2012, El-Kersh ¢f al,

- Py
[ s e
e .
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2016; Alemu et al,, 2024) visando o controle de insetos. Segundo Iriarte ez a/. (2000), ambientes
aquaticos tém se mostrado uma boa fonte de Bt.

Neste estudo, a presenga de Bt foi detectada em mais de 50% das amostras de agua
analisadas, com indice de Bt total de 0,5 (Tabela 1). Esse valor pode ser considerado alto quando
comparado a outras pesquisas. Ichimatsu ez a/. (2000) investigaram a presen¢a de Bt em amostras
aguas doces em quatro areas de Kyushu (Japao) e obtiveram indice de Bt total de 0,4. Ja Iriarte ez
al. (2000) pesquisando por populacées de Bt em diferentes habitats aquaticos da provincia
espanhola de Navarra (Espanha) e Alemu ¢7 /. (2024) analisando amostras de solo e dgua para
isolar Bt em Gondar do Norte e Dubeti (Afar), Etiépia, verificaram indice de Bt total de 0,2.

A quantidade de indice de Bt total da area de estudo em todo o mundo pode ser
diferente, podendo estar relacionado ao clima, as condi¢Oes geograficas e ao substrato
investigado (Apaydin e a/., 2005; Alemu ef al., 2024). Esses resultados refor¢am a capacidade de
sobrevivéncia desse microrganismo em ambientes aquaticos (Menon; Mestral, 1985; Ichimatsu ez
al., 2000).

A viabilidade de Bt nesse tipo de ambiente ¢ influenciada por diversos fatores biolégicos,
quimicos e fisicos, como competicio microbiana, presenca de bacteridfagos, pH, aeraciao e
disponibilidade de nutrientes (Argolo-Filho; Loguercio, 2013). Estudos conduzidos por
Ichimatsu e# /. (2000) demonstraram que Bt é capaz de se desenvolver em ambientes aquaticos
ricos em oxigénio e matéria organica, como os encontrados em estagoes de tratamento de esgoto.

Em relagio a morfologia dos cristais parasporais, o formato esférico foi o mais
predominante em 98,66% dos 296 isolados de Bt e os formatos romboide e esférico irregular
foram visualizados nos isolados BtMAQ-58 ¢ BtMAQ-59, respectivamente, ambos da amostra 14
proveniente do igarapé SP II.

Essas caracteristicas morfologicas dos cristais sio indicativas do potencial
entomopatogénico dos isolados (Maeda ez al., 2000; Praca et al, 2004; Federici; Park; Sakano,
2000). Estudos demonstram que diferentes morfologias estdo associadas a proteinas toxicas com
especificidades variadas: cristais esféricos geralmente indicam proteinas ativas contra dipteros,
podendo estar associados a proteinas Cry2, enquanto cristais rombédides podem estar associados
a proteinas Cryl1A, também com atividade inseticida contra esta ordem (Orduz ez al, 1998; Abo-
Bakr et al., 2020).

A ocorréncia expressiva de isolados de Bt em ambientes aquaticos reforga sua
caracteristica ubiqua e evidencia a viabilidade de exploracio desses habitats na prospeccao de

novas linhagens com atividade entomopatogénica. Além disso, tais isolados podem apresentar

diversidade genética ainda nao explorada, o que refor¢a sua importincia como recurso
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biotecnolégico promissor para o desenvolvimento de bioinseticidas mais eficientes, sobretudo
para o controle de vetores de doencas.

Os bioensaios de patogenicidade realizados com os 296 isolados de B# contra larvas de
Ae. aegypti revelaram taxas de mortalidade variando entre 0% e 100%. Dentre os isolados
testados, 131 (44,26%) nao apresentaram efeito larvicida, 153 (51,69%) promoveram mortalidade
entre 3,3% e 43,3%, trés isolados (1,01%) ocasionaram mortalidade entre 60% e 96,6% e nove
isolados de Bt proporcionaram 100% de mortalidade. Os isolados que apresentaram atividade
mosquitocida = 60% contra larvas de Ae. aegypti podem ser considerados os mais promissores

para a busca de novos agentes de controle bioldgico de insetos vetores (Tabela 2).

Tabela 2 — Taxa de patogenicidade dos isolados de Bacillus thuringiensis, da Colecio de Bactérias
Entomopatogénicas do Maranhio, obtidos de ambientes aquaticos, contra larvas de Aedes aegypti.

Isolados Mortalidade (%)

24 h 48 h
Bt 100 100
BtMAg-156 90 90
BtMAg-201 100 100
BtMAg-210 100 100
BtMAqg-214 60 60
BtMAg-219 100 100
BtMAq-220 100 100
BtMAq-237 100 100
BtMAq-244 100 100
BtMAq-246 100 100
BtMAq-248 100 100
BtMAG-260 100 100
BtMAg-293 96,6 96,6

Nota: Bti - Bacillus thuringiensis vax. israelensis BEIMAQ - Bacillus thuringiensis do Maranhio.

Fonte: Laboratério de Bactérias Entomopatogénicas e Marcadores Moleculares, Uema Campus Caxias, Maranhio,
2025.

Testes de patogenicidade sao amplamente utilizados para demonstrar a capacidade de
microrganismos causarem doengas em insetos, sendo a primeira etapa de varias pesquisas com o
objetivo de selecionar novos isolados de Bt para o controle biolégico de vetores e insetos-praga
(Ichimatsu ez al., 2000; Iriarte e al, 2000; Martinez; Caballero, 2002; Konecka ez a/, 2012; Silva et
al., 2012; El-Kersh e# al,, 20106, Lutfiana; Gama, 2017; Alemu e# al., 2024).

Os isolados BtMAq-201, BtMAq-210, BtMAq-219, BtMAq-220, BtMAg-237, BtMAq-
244, BtMAq-246, BtMAQ-248 ¢ BtMAg-260 que apresentaram 100% de mortalidade inseticida

contra larvas de Ae. aegypti podem ser considerados os mais promissores para a busca de novos

agentes de controle bioldgico de insetos vetores.
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A ocorréncia de isolados de B de ambiente aquatico com atividade téxica contra larvas de
insetos da ordem Diptera também foi verificada em outros trabalhos (Ichimatsu ez a/, 2000;
Iriarte ez al, 2000; El-Kersh et al, 2016; Alemu et al., 2024). Todos esses autores também
reportaram baixo numero de isolados de Bf de ambiente aquaticos com alta taxa de mortalidade
contra larvas de dipteros.

Apesar do baixo numero de isolados de Bt de ambiente aquaticos com atividade
mosquitocida a larvas de Ae. aegyprz, neste estudo, alguns autores demonstraram que isolados de
agua sdo mais eficientes contra dipteros do que isolados de Bt de solo. Martinez e Caballero
(2002) verificaram que dos 62 isolados (provenientes de ambientes terrestres e aquaticos) testados
contra T. oleracea, sete isolados de agua foram altamente toxicos a esse inseto. Ja El-Kersh ez a/.
(2016) testaram 68 isolados de diversos substratos incluindo solo e agua, contra Anaopheles gambiae
(Diptera: Culicidae), e o isolado mais téxico foi o Bt63, proveniente de 4gua.

Muitas pesquisas mostram que isolados de Bt ativos a larvas de Ae. aegpti sao
provenientes de solo (Costa e7 al., 2010; Campanini e al, 2012; Soares-Da-Silva ef al., 2015; Lobo
¢t al., 2018) e a maioria desses trabalhos também relatam baixo numero de isolados de Bt com alta
taxa de mortalidade contra larvas de Ae. aegypti (Praga et al, 2004; Soares-Da-Silva et al, 2015;
Lobo et al., 2018), sendo que, dentre esses autores citados, Soares-da-Silva e a/. (2015) obtiveram
o maior numero de isolados (8,7%) com alta taxa de mortalidade contra larvas de Ae. aegypti.

Estudos demonstraram que isolados de Bt provenientes de ambientes aquaticos
apresentam elevada toxicidade contra larvas de insetos da ordem Lepidoptera (Martinez;
Caballero, 2002; Konecka ez al., 2012; Alemu et al., 2024) e da ordem Diptera, especialmente
aquelas pertencentes a espécies de importancia médica e veterinaria (Ichimatsu ez a/, 2000; Iriarte
et al., 2000; El-Kersh ez al., 2010).

A agdo toxica desses isolados pode ter relagio com o formato do cristal onde neste
estudo todos sdo esféricos e de acordo com Schnepf ez a/ (1998), o formato esférico do cristal
pode estar associado a presenca das protefnas Cry4A e Cry4B que tem agao tdxica contra
dipteros (Angsuthanasombat; Crickmore; Ellar, 1992; Poncet e# a/.,1995; Abdullah e# al, 2003;
Beltrio; Silva-Filha, 2007; Otieno-Ayayo et al., 2008).

Ichimatsu ez a/. (2000), ao testar isolados de Bf de ambientes aquaticos contra larvas de
Culex pipiens (Diptera: Culicidae) (Linnaeus, 1758) e Clogmia albipunctatus (Diptera, Psychodidae)
(WILLISTON, 1893), observaram que aqueles que apresentaram toxicidade contra esses insetos

exibiam cristais esféricos ou irregulares. No entanto, Iriarte ez a/. (2000) observaram que os

isolados toxicos a Tipula oleracea (Diptera: Tipulidae) (Linnaeus, 1758) eram bipiramidal.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo revelaram 12 isolados de Bt provenientes de
ambientes aquaticos com atividade entomopatogénica contra larvas de Ae aegypzi. Contudo, para a
adequada avaliagio do potencial biotecnologico desses isolados, sio necessarias analises
complementares, incluindo testes de toxicidade, caracterizagdo molecular detalhada e
sequenciamento gendmico. Essas informagdes sdo essenciais para a selecio de cepas promissoras
visando o desenvolvimento de bioinseticidas eficientes, ambientalmente seguros e com aplicacao

estratégica no controle de vetores de relevancia para a saide publica.
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