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RESUMO

Os microrganismos possuem plasticidade genética e fisiologica que lhes confere a capacidade
de se adaptarem as mais diversas condi¢cdes ambientais. Nesse contexto, tem-se a producgao de
compostos bioativos por esses microrganismos que podem conferir essa plasticidade e, ao
mesmo tempo, chama atengao para serem estudados, pois podem apresentar uma variedade de
propriedades terapéuticas. Para o estudo de mutagénese, existem plantas que sdo consideradas
ideais, tanto em laboratério quanto em monitoramento in sifu, atuando assim, como
“bioindicadoras”. Assim, diante de uma comunidade bacteriana extremamente ativa e
produtiva que vive nos diversos ecossistemas e sob a perspectiva de que microrganismos sao
importantes fontes de compostos bioativos, este trabalho objetivou estudar a atividade
citotoxica e genotoxica de extratos de microrganismos sobre células de cebola, apontando
para a producdo de moléculas com potencial antineoplasico. No presente trabalho, cebolas
(Allium cepa L.) foram colocadas para crescimento de raizes por 48 horas em 4agua mineral,
seguido de 24 horas em solug¢dao de extratos bacteriano ou fungico (10 ppm), utilizando-se
agua mineral, como controle negativo e paracetamol (500 ppm) como controle positivo. As
pontas das raizes foram analisadas por microscopia Optica, avaliando-se indice mitdtico (IM),
como indicador de citotoxicidade, e indice genotdxico (IGen). Dentre os tratamentos com
extratos fingicos, apenas um apresentou redugdo no IM com diferenca significativa quando
comparado ao controle negativo. Ja entre as amostras bacterianas isoladas de Irauguba, todas
apresentaram diferenca significativa, com redugdo do IM. Dos tratamentos com
Pseudomonas, todos apresentaram citotoxicidade, de modo equivalente ao controle positivo.
Em relacdo ao indice genotoxico, as amostras flngicas nao apresentaram diferencas
significativas quando comparadas ao controle negativo, evidenciando baixo IGen. Os extratos
bacterianos, entretanto, apresentaram-se quase como equivalentes ao controle positivo, em
nivel de IGen. Em especial, dos extratos isolados de Irauguba, trés amostras exibiram
diferenca significativa superior ao tratamento com paracetamol, apontando para IGen maior
que o correspondente ao controle positivo. Os tratamentos com Pseudomonas apresentaram
IGen menor que controle positivo, sem diferenga significativa comparada ao controle
negativo. Durante a andlise das fotomicrografias das laminas, foi possivel a visualizacao de

aberracoes cromossdmicas, indicando dano ao DNA e interferéncia no fuso mitotico.

Palavras-chave: Ciclo Mitotico; Aberracdes Cromossomicas; Indice Mitdtico; Indice

Genotoxico



ABSTRACT

Microorganisms possess genetic and physiological plasticity that gives them the ability to
adapt to diverse environmental conditions. In this context, the production of bioactive
compounds by these microorganisms can confer this plasticity and, at the same time, draws
attention to their study, as they may present a variety of therapeutic properties. For the study
of mutagenesis, there are plants that are considered ideal, both in the laboratory and in in situ
monitoring, thus acting as "bioindicators". Therefore, considering an extremely active and
productive bacterial community that lives in diverse ecosystems and from the perspective that
microorganisms are important sources of bioactive compounds, this work aimed to study the
cytotoxic and genotoxic activity of microorganism extracts on onion cells, pointing to the
production of molecules with antineoplastic potential. In this study, onions (Allium cepa L.)
were placed in mineral water for 48 hours to grow roots, followed by 24 hours in a solution of
bacterial or fungal extracts (10 ppm), using mineral water as a negative control and
paracetamol (500 ppm) as a positive control. The root tips were analyzed by optical
microscopy, evaluating the mitotic index (MI) as an indicator of cytotoxicity, and the
genotoxic index (GI). Among the treatments with fungal extracts, only one showed a
significant reduction in MI compared to the negative control. Among the bacterial samples
isolated from Irauguba, all showed a significant difference, with a reduction in MI. Of the
treatments with Pseudomonas, all showed cytotoxicity equivalent to the positive control.
Regarding the genotoxic index, the fungal samples did not show significant differences when
compared to the negative control, indicating a low GI. The bacterial extracts, however, were
almost equivalent to the positive control in terms of IGen. In particular, of the extracts
isolated from Irauguba, three samples showed a significant difference superior to the
treatment with paracetamol, indicating a higher IGen than that corresponding to the positive
control. The treatments with Pseudomonas showed a lower IGen than the positive control,
with no significant difference compared to the negative control. During the analysis of the
photomicrographs of the slides, it was possible to visualize chromosomal aberrations,

indicating DNA damage and interference with the mitotic spindle.

Keywords: Mitotic Cycle; Chromosomal Aberrations; Mitotic Index; Genotoxic Index
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1. INTRODUCAO

Os solos sao um dos ecossistemas mais complexos da Terra, abrigando uma incrivel
diversidade de vida, incluindo microrganismos como bactérias, fungos, arqueas, protistas e
virus, bem como meso e macrofauna. Esses organismos possuem uma infinidade de
caracteristicas metabolicas, genéticas, fisiolégicas e morfoldgicas. Eles interagem (positiva,
negativa e/ou neutramente) entre si € com seus arredores (por exemplo, propriedades fisicas e
quimicas do solo e outras biotas), formando conexdes complexas que sustentam uma ampla
variedade de vida (Pedrinho et al., 2024).

A biodiversidade do solo ¢ crucial na ciclagem de nutrientes, tornando-a essencial para
a manutengdo da produtividade dos ecossistemas terrestres. Especificamente, os
microrganismos do solo podem decompor a matéria organica e liberar nutrientes (por
exemplo, nitrogénio, fosforo, potassio, etc.) que plantas e outros organismos podem utilizar
(Pedrinho et al., 2024). Esses microrganismos influenciam direta e indiretamente a saude
vegetal, animal, humana e ambiental, contribuindo para o conceito de Satude Unica (Jesus et
al., 2024).

Os microrganismos possuem plasticidade genética e fisiologica que lhes confere a
capacidade de se adaptarem as mais diversas condigdes presentes no ambiente. Apesar de sua
resiliéncia inerente, o microbioma do solo ¢ influenciado por inimeros fatores ambientais e
antropogénicos. Propriedades fisico-quimicas do solo, como pH, textura, teor de matéria
organica e disponibilidade de nutrientes, e fatores ambientais como sazonalidade da
precipitagdo, tipo de vegetacdo e temperatura sdo importantes fatores que alteram o perfil das
comunidades microbianas presentes no solo (Procopio; Barreto, 2021).

A diversidade microbiana produz um vasto conjunto de substancias quimicas Unicas,
que se tornaram uma valiosa fonte para a biotecnologia inovadora. Dos 23.000 compostos
ativos conhecidos produzidos por microrganismos, como, antibidticos contra bactérias e
fungos, agentes antitumorais, imunossupressores, etc., cerca de 42% sdao produzidos por
fungos e 32% por bactérias filamentosas, os actinomicetos (Demain, 2014).

O cancer ¢ uma das principais causas de mortalidade no mundo e uma das doengas
mais frequentes que podem levar a morte (Sung et al., 2021). No Brasil, o INCA estimou
cerca de 704 mil novos casos de cancer por ano para o triénio 2023-2025, com destaque para
os mais comuns sendo pele nao melanoma, mama (feminino), prostata (masculino), colorretal
e pulmdo, sendo as regides Sul e Sudeste as mais afetadas, refletindo fatores de

envelhecimento e estilo de vida (Santos et al., 2023). Apesar dos avangos em estratégias
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anticancerigenas como cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, desafios
persistem, incluindo supressdo do sistema imunoldgico, altos custos de tratamento e
resisténcia a medicamentos em linhagens de células tumorais, ressaltando a necessidade de
abordagens terap€uticas inovadoras (Quintero-Rincon et al., 2025).

Assim, diante de uma comunidade bacteriana extremamente ativa e produtiva que vive
nos diversos ecossistemas e sob a perspectiva de que microrganismos sdo importantes fontes
de compostos bioativos, o presente trabalho teve como objetivo estudar a atividade citotoxica
e genotoxica de extratos de microrganismos sobre células eucaridticas, apontando para a

prospeccao de moléculas com potencial antineoplasico.



13

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Diversidade microbiologica no solo

Os microrganismos do solo s3o atores-chave na formagdo da biogeoquimica terrestre,
impulsionando principalmente a dindmica da matéria organica do solo e a ciclagem de
nutrientes (Araujo et al., 2025). O termo “microbioma do solo” refere-se coletivamente a
todos os microrganismos que habitam o solo, incluindo comunidades de fungos, bactérias,
arqueas, virus, nematoides e protistas (Chauhan et al., 2023). Esse microbioma diversificado
realiza varios processos ecoldgicos cruciais, como o sequestro de carbono, a decomposi¢do da
matéria organica do solo e a manutencao da funcionalidade do solo (Coleine et al., 2024)

Os microrganismos sdo extremamente abundantes nos solos e, depois das plantas, os
microrganismos que residem no solo e em camadas superficiais profundas representam a
maior fragdo da biomassa global na Terra. As bactérias sdo as mais abundantes (15% da
biomassa viva total), mas as biomassas de fungos (2%) e arqueas (1%) também sdo maiores
que a de animais (0,3%). Bactérias e fungos sdo geralmente os microrganismos dominantes no
solo, com mais biomassa do que protistas e arqueas (Bar-On et al., 2018).

Os solos também abrigam o microbioma mais diverso e complexo da Terra,
frequentemente com mais de 0,5 mg de carbono de biomassa microbiana e mais de 50.000
espécies por grama. Assim, de uma perspectiva de fonte-sumidouro, pode-se considerar o solo
como uma importante fonte de microrganismos em ecossistemas terrestres e, portanto, a base

da saude unica (Banerjee; van der Heijden, 2023).

2.2. Cancer

Os termos cdncer, neoplasia maligna e tumor maligno com frequéncia sdo utilizados
como sindnimos. Os tumores tanto benignos quanto malignos manifestam uma proliferacao
descontrolada, porém os malignos se distinguem pela capacidade de desdiferencia¢do, de
invasdo e de producdo de metdstases (propagacdo da doenga para outras partes do corpo)
(Ritter et al., 2025).

O cancer ¢ um distarbio genético causado por mutacdes no DNA. Podem ocorrer
mutacoes patogénicas resultantes de exposicdo a carcinogenos. Essas mutagdes podem ser
espontaneas, em consequéncia de processos celulares propensos a erros, ou serem herdadas.

Além disso, os canceres geralmente mostram alteragdes epigenéticas (p. ex., metilacao
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alterada do DNA e modificagdo de histonas). Em conjunto, essas anormalidades genéticas e
epigenéticas alteram a expressdo ou a fun¢do dos genes-chave reguladores de processos
celulares fundamentais, como crescimento, sobrevivéncia e senescéncia. As alteragoes
genéticas nas células cancerosas sdo herdaveis e passadas para as células-filhas durante a
divisdo celular (Kumar et al., 2025).

As alteragdes genéticas encontradas em canceres variam de mutagdes pontuais
envolvendo nucleotideos tnicos até anormalidades grandes o suficiente para produzirem
alteracdes na estrutura cromossomica. Em certas neoplasias, as anormalidades genéticas nao
sdo aleatorias e sdo altamente caracteristicas. Foram identificadas anormalidades
cromossOmicas especificas em muitas leucemias e linfomas e em um numero crescente de
neoplasias ndo hematopoiéticas, enquanto outras neoplasias sdo caracterizadas por mutagoes
pontuais também especificas. Essas alteragdes genéticas recorrentes alteram a atividade de um
ou mais genes do cancer de tal forma que concede as células afetadas uma vantagem seletiva,
presumivelmente contribuindo para uma ou mais das caracteristicas do cancer (Kumar et al.,
2025).

O cancer representa um dos grandes desafios da farmacologia. Houve grandes avangos
no tratamento geral do cancer, e alguns tipos da doenga apresentaram uma acentuada melhoria
na sobrevida como resultado dos avangos farmacolédgicos. Entretanto, muitos tipos de cancer
permanecem obstinadamente intratdveis at¢é o momento (Ritter et al., 2025). Além disso, a
mortalidade significativa associada aos tratamentos convencionais ressalta a necessidade de

abordagens terap€uticas inovadoras (Quintero-Rincon et al., 2025).

2.3. Potencial antineoplasico dos produtos naturais

Uma das maiores causas de morte em todo o mundo ainda ¢ o cancer, que representa
um sério problema para os sistemas de satde internacionais. Limita¢cdes como resisténcia a
medicamentos, efeitos colaterais desfavoraveis e altos custos destacam a necessidade de
abordagens alternativas e complementares, mesmo diante de avangos impressionantes em
terapias tradicionais como quimioterapia, radioterapia e tratamentos direcionados (Mir; Banik,
2025).

Muitos tratamentos contra o cancer foram inspirados ou derivados diretamente de
produtos naturais, que por sua vez sao derivados de plantas, microbios e organismos marinhos
Essas moléculas bioativas tém historicamente desempenhado um papel crucial na descoberta e

no desenvolvimento de medicamentos (Mir; Banik, 2025).
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Produtos naturais sdo opgdes potenciais para prevengado e tratamento do cancer devido
a sua diversidade estrutural, singularidade bioquimica e capacidade de atuar em diversas vias
celulares. Avangos recentes em biologia sintética, triagem de alto rendimento e biologia
molecular também facilitaram a busca e a otimizag¢ao de novos compostos a base de produtos
naturais com qualidades anticancerigenas (Mir; Banik, 2025).

Nos ultimos tempos, o papel dos compostos bioativos e dos produtos naturais como
fonte de medicamentos anticancer tem sido destacado em uma abordagem colaborativa,

integrada e multidisciplinar (Asma et al., 2022).

2.4. Modelo de teste Allium cepa L.

24.1. Cebola
A cebola (Allium cepa L.), uma monocotileddnea pertencente a familia
Amaryllidaceae, ¢ valorizada como alimento e planta medicinal desde a antiguidade, sendo
amplamente cultivada. E uma cultura horticola de ciclo curto, cultivada em baixas latitudes. A
cebola dipldide (2n = 2x = 16) possui um genoma enorme, com um tamanho aproximado de
16 Gb/1C (16 Gb distribuidos em 8 cromossomos). O tamanho médio de cada cromossomo da

cebola ¢ de cerca de 2 Gb (Pareek et al., 2017; Cho et al., 2025).

2.4.1.1. Sistema radicular

Nas plantas monocotiledoneas, a raiz primaria geralmente tem vida curta, o sistema
radicular ¢ formado por raizes adventicias, que se formam a partir do caule. Essas raizes de
origem caulinar, comumente denominadas raizes adventicias, € suas raizes laterais dao
origem ao chamado sistema radicular fasciculado, no qual nenhuma raiz ¢ mais proeminente
que as outras (Evert; Eichhorn, 2014).

O apice da raiz ¢ recoberto pela coifa (Figura 1), um conjunto de células
parenquimaticas vivas, semelhante a um dedal, que reveste e protege o meristema apical e
ajuda a raiz a penetrar no solo. Tipicamente, a coifa ¢ constituida de uma coluna central de
células, a columela, e de uma porcao lateral, a coifa lateral, que circunda a columela. A
columela ¢ o local que percebe a gravidade (gravitropismo) e os gradientes potenciais de agua

(hidrotropismo) (Evert; Eichhorn, 2014).
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O meristema apical da raiz (regido de células em divisdo ativa) estende-se por uma
consideravel distancia do apice até a parte mais velha da raiz (Figura 2). Além da coifa, a
caracteristica estrutural mais marcante do &pice da raiz ¢ o arranjo em fileiras longitudinais ou
linhagens das células, que se originam no meristema apical. A parte distal (proxima do apice
da raiz) do meristema apical, chamada promeristema, ¢ menos diferenciada e constituida pelas
células iniciais e suas derivadas imediatas. Essas células, relativamente pequenas e
multifacetadas, sdo caracterizadas pela presenca de citoplasma denso e nucleo grande (Evert;
Eichhorn, 2014).

O épice da raiz apresenta organizacao do tipo aberto, no qual todas as regides da raiz
ou pelo menos o cortex e a coifa formam-se a partir de um grupo comum de células. Os trés
meristemas primarios (protoderme, meristema fundamental e procambio) ficam proximo ao
meristema apical (Evert; Eichhorn, 2014). Apds a regido de divisdo celular, mas ndo muito
bem delimitada por esta, estd a regido de alongamento, que tem, em geral, apenas poucos
milimetros de comprimento (Figura 2). O alongamento das células nessa regido ¢ o maior

responsavel pelo crescimento em comprimento da raiz (Evert; Eichhorn, 2014).

Figura 1 — Sistema radicular fasciculado

-

Fonte: Adaptado de Evert; Eichhorn (2014, p. 559).
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Figura 2 — Organizag¢do do é&pice radicular do tipo aberto.
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Fonte: Adaptado de Evert; Eichhorn (2014, p. 563-564). A. Nessa se¢do longitudinal do apice da raiz de cebola
(Allium cepa L.), os meristemas primarios podem ser visualizados nas proximidades do meristema apical. B.

Detalhe do meristema apical.

2.4.2.  Teste Allium cepa L.

Estudos citogenéticos de espécies vegetais relatam possiveis alteragdes nos
cromossomos vegetais devido a substancias mutagénicas em sua composi¢ao ou resultantes
de seu metabolismo. O estudo de mutagénicos em nucleos eucaridticos tem sido observado
por métodos citoldgicos e sabe-se que a mutagdo pode ser decorrente da a¢dao de radiacao,
farmacos e virus, bem como da estabilidade intrinseca dos acidos nucleicos. Portanto,
mutagenos podem ser detectados citologicamente por inibi¢ao celular; ruptura na metafase;
inducdo de aberragdes cromossdmicas, numéricas e estruturais, que vao desde a fragmentacao
cromossOmica até a desorganizagdo do fuso mitotico e, consequentemente, de todas as fases
mitoticas subsequentes dependentes (Tedesco; Laughinghouse, 2012).

O sistema de teste para alteragdes cromossomicas em Allium cepa L. € amplamente
citado na literatura como um bioindicador para a avaliagdo da citotoxicidade e

genotoxicidade, uma vez que apresenta rapida multiplicacdo celular, cromossomos grandes e
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em pequeno numero, permitindo uma melhor analise das alteragdes estruturais e numéricas
(Bonciu et al., 2018).

O indice mitotico e o indice de replicacdo sdo utilizados como indicadores de
proliferagdo celular adequada, podendo ser medidos pelo sistema de teste de plantas 4. cepa
L. Testes de citotoxicidade, utilizando sistemas de teste de plantas in vivo, como 4. cepa L.,
sdo validados por diversos pesquisadores, que realizaram conjuntamente testes em animais in
vitro e os resultados obtidos sdo semelhantes, fornecendo informagdes valiosas para a saude
humana (Tedesco; Laughinghouse, 2012).

O teste consiste na obtengdo de bulbos de cebola cultivados sem a aplicagdo de
herbicidas ou fungicidas. Apo6s a obtengdo dos bulbos, estes devem ser raspados na raiz para
promover o surgimento de novas raizes. Para a montagem do experimento, todos os bulbos
devem ser colocados inicialmente em um pequeno copo de plastico de 30-50 mL (Figura 3),
contendo agua destilada ou da torneira (desde que potavel). O tempo de espera para a coleta
das raizes ndo pode ser padronizado, pois pode depender da temperatura, a menos que sejam
utilizadas camaras de crescimento. No entanto, € possivel levar em consideracdo o
comprimento das raizes e, entdo, coleta-las (1,5-2 cm). Apos esse periodo, os bulbos devem
ser transferidos para outros recipientes limpos e secos, contendo os tratamentos (Tedesco;
Laughinghouse, 2012; Bonciu et al., 2018).

O teste de 4. cepa ¢é considerado importante por ser um excelente modelo in vivo, em
que as raizes crescem em contato direto com a substincia de interesse, permitindo prever
possiveis danos ao DNA de eucariotos. Portanto, os dados podem ser extrapolados para outras
espécies (Tedesco; Laughinghouse, 2012). Além disso, os cromossomos de 4. cepa L. exibem
semelhangas morfoldgicas com os das células de mamiferos (Bonciu et al., 2018; Firbas;
Amon, 2014), o que proporciona uma excelente correlagdo entre os sistemas de células
vegetais e de mamiferos (Alias et al., 2023).

O teste de 4. cepa é um dos poucos métodos diretos para medir danos em sistemas
expostos a agentes mutagénicos ou potencialmente carcindogenos, € permite a avaliacdo dos
efeitos desses danos por meio da observacdo de alteragdes cromossOmicas. Para isso, ¢
necessario que a amostra permane¢a em constante divisdo mitdtica, buscando identificar os

efeitos toxicos e as altera¢des ao longo do ciclo celular (Tedesco; Laughinghouse, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar a atividade citotdxica e genotoxica de extratos de microrganismos isolados de

diferentes biomas cearenses sobre células meristematicas de raizes de cebola (4/lium cepa L.).

3.2.  Objetivos Especificos

e Analisar os aspectos celulares apds a exposicao aos extratos bacterianos;
e Analisar os aspectos celulares apos a exposi¢ao aos extratos fiingicos;
e Analisar os indices mitdtico e genotoxico apOs a exposicado aos extratos

microbiologicos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Local de realizacio do projeto e parcerias

O projeto foi realizado no Laboratorio de Bioprospeccdo de Recursos Regionais, no
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC). Contou-se com parcerias
de diferentes laboratorios também do mesmo departamento, como o laboratorio de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech), os Laboratorios Integrados de Botanica (LIB) e o

Laboratério de Morfoanatomia Funcional de Plantas (LAMOF).

4.2. Obtencio de amostras de microrganismos

As amostras de microrganismos foram obtidas pela parceria com o Laboratdrio de
Ecologia Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech).

Ao todo foram testadas 21 amostras coletadas a partir do solo de diferentes regides de
Irauguba (Ceard), como citadas na Tabela 1.

Os morfotipos fungicos foram previamente isolados e identificados por Costa (2021).
As amostras bacterianas isoladas de Irauguba-CE foram identificadas por Oliveira (2020).
Todas as cepas de Pseudomonas foram previamente isoladas dos ninhos de espumas de ras na
Reserva Particular do Patrimonio Natural de Monte Alegre (RPPN Monte Alegre — Latitude:
03°95’S & Longitude: 38° 54"W), serra de Pacatuba-CE, Brasil, por Castro (2019).



Tabela 1 — Nome e identificagdo dos microrganismos utilizados no estudo.

Isolados

Identificaciao

Local de coleta

N3

D3

D5
D11
BD 10

BE 12

BE19

BE 21

BE 29

BN 01
BN 10
BN 11
BN 16
BN 18
BN 25
p31
p32
p49
p119
p128

p137

Aspergillus sp.
Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Aspergillus sp.

NI

Burkholderia sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Enterobacter sp.

Serratia sp.

Serratia sp.

Serratia sp.
Klebsiella sp.

Klebsiella sp.

Burkholderia sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

Vegetacao Natural - Irauguba (CE)
Desertificagdo - Irauguba (CE)
Desertificacéo - Irauguba (CE)
Desertificagdo - Irauguba (CE)
Desertificacdo - Irauguba (CE)

Exclusdo de Pastagem - Irauguba
(CE)

Exclusdo de Pastagem - Irauguba
(CE)

Exclusao de Pastagem - Irauguba
(CE)

Exclusdo de Pastagem - Irauguba
(CE)

Vegetacao Natural - Irauguba (CE)
Vegetacdo Natural - Irauguba (CE)
Vegetacao Natural - Irauguba (CE)
Vegetacdo Natural - Irauguba (CE)
Vegetacao Natural - [rauguba (CE)
Vegetacdo Natural - Irauguba (CE)

Pacatuba (CE)

Pacatuba (CE)

Pacatuba (CE)

Pacatuba (CE)

Pacatuba (CE)

Pacatuba (CE)

21

Fonte: Elaborada pelo autor. N. fungo de solos de area natural; D. fungos de solos de area de desertificagdo; BD.

bactérias de solo de area de desertificagdo; BE. bactérias de solo de area de exclusdo de pastagem; BN. bactérias

de solo de area natural; p. Pseudomonas.
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4.2.1.  Ativagdo de culturas e obtengdo das amostras microbioldgicas

As cepas pertencentes a colegdo microbioldgica do Laboratério de Ecologia
Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech) e armazenadas a -80 °C, foram cultivadas em tubos
de centrifuga de 50 mL contendo 20 mL de caldo nutritivo a 32 °C por 24 h. Apds esse
cultivo inicial, para ativacdo das bactérias, uma aliquota da suspensdo bacteriana foi
transferida em condig¢des estéreis para 250 mL de caldo nutritivo. Ao final do periodo de
incubacdo, a suspensdo foi centrifugada para a separacdo sobrenadante-pellet a 10.000 xg por
20 min a 4 °C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi imediatamente filtrado em filtro de
0,45 um, armazenado, congelado e posteriormente liofilizado. O liofilizado resultante foi
armazenado a -20 °C e para ser utilizado nos ensaios posteriores.

Ap6s centrifugacao, o pellet foi ressuspenso em 5 mL de PBS e a fim de excluirmos
os efeitos de bactérias vivas, essa suspensdo foi submetida a trés ciclos de congelamento e
descongelamento por 5 min cada usando nitrogénio liquido e banho maria aquecido a 50°C.
ApoOs esses ciclos, a suspensdao foi centrifugada a 10.000 x g por 2 min, o conteudo foi
transferido para microtubos de 1,5 mL, os quais foram submetidos a 3 ciclos de sonicagao em
lavadora ultrassonica. Posteriormente, foi realizada centrifugacdo a 12.000 xg por 30 min a 4
°C. Os sobrenadantes foram recuperados, filtrados em filtro de 0,45 um e armazenados a - 20
°C antes dos ensaios.

Os quatro morfotipos foram reativados através do cultivo em caldo. Para tanto, discos
estoques dos micélios foram inoculados em erlenmeyers contendo 25 mL de caldo Sabouraud
Dextrose (KASVI, SP), pH 5,6. As culturas foram incubadas em agitador orbital a 130 rpm, a
temperatura de 27 °C, durante 5 dias. Ao final do periodo de incubacao, aliquotas de 1 mL do
sobrenadante foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugadas
durante 5 minutos a 5.000 rpm, para separa¢do das células. Aliquotas de 200 pL dos
sobrenadantes das culturas foram inoculadas em pocos de 0,9 mm de diametro feitos
previamente no meio teste, usando a parte mais larga de uma ponteira de 1000 pL estéril
como furador. As placas foram cobertas com papel aluminio para evitar fotooxidagdo e

incubadas por 24 h em estufa microbioldgica a 37 °C.
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4.3. Obtencao de cebolas e crescimento de raizes

Os bulbos de Allium cepa L. (cebola) foram obtidos em feiras livres da cidade, todos
de mesma procedéncia, com aparéncia sauddvel e ndo germinadas. As cebolas foram
colocadas para crescimento de raizes em copos de plasticos por 48 horas em agua mineral,
seguido de 24 horas em solugdo de extratos bacterianos e fungicos. As bases dos bulbos
(prato) das cebolas foram colocadas em contato direto com as solu¢des contendo os extratos
bacterianos e fungicos a 10 ppm em recipientes a temperatura ambiente para enraizar (Figura
3). Os catéfilos mais externos e as raizes envelhecidas ou secas do bulbo foram retiradas para

evitar o apodrecimento.

Figura 3 — Modelo esquematico de preparacdo para crescimento de raizes.

Fonte: Elaborada pelo autor. Bases dos bulbos das cebolas colocadas em contato direto com as solugdes em

copos de plastico de 30 mL.

4.4. Ensaios de citogenotoxicidade sobre o ciclo celular de Allium cepa L.

Para avaliagdo de atividade citotoxica e genotoxica dos extratos procedeu-se com a
metodologia descrita por Bezerra et al. (2016), com modificagdes.

Os extratos foram testados na concentracao de 10 mg/L (10 ppm). Foram utilizadas
aguas minerais comerciais das marcas Naturdgua® e Limpida®, adquiridas no comércio local
como controle negativo e paracetamol a 500 mg/L (500 ppm) como controle positivo.

Apds o periodo de crescimento, as raizes foram fixadas em solug¢do fixadora de
Carnoy (etanol 95% + acido acético glacial na proporcao de 3:1 v/v) por periodo de 24 horas

a temperatura ambiente para, entdo, serem coradas com orceina acética 1%.
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4.5. Preparacio e coloracao de lAminas contendo pontas de raizes

O processamento pré-coloragdo das raizes procedeu-se de acordo com a metodologia
descrita por Souza et al. (2017), com adaptagdes: as raizes foram lavadas duas vezes com
agua destilada por cinco minutos cada lavagem; em seguida, foram hidrolisadas em HCl 5 M
por 10 minutos; depois, as raizes foram novamente lavadas com agua destilada por cinco
minutos.

Apo6s selecionadas e colocadas em laminas, prosseguiu-se com a coloragdo pela
retirada, com auxilio de agulhas e lupas, dos apices radiculares medindo cerca de 2 mm,
adi¢do de 2-3 gotas do corante orceina acética 1%, fragmentadas o maximo possivel com
agulhas, adicdo de laminula e esmagamento leve com polegar (envolvidas em papel toalha
para retirar o excesso do corante). As laminas foram analisadas em microscopio Optico, nos

aumentos finais de 100x e de 400x.

4.6.  Analise dos efeitos citogenotoxicos sobre o ciclo celular de Allium cepa L.

Para cada tratamento foram utilizados trés bulbos (triplicata). Para cada bulbo foi
confeccionada uma lamina. Em cada lamina, foi colocado um épice radicular. Foram feitas
oito focagens de 50 células/campo, totalizando 400 células por laminas, com trés laminas para
cada tratamento, totalizando 1.200 células analisadas por tratamento.

Para os efeitos citotoxicos, foram verificados os indices mitoticos (IM) de cada
tratamento. O célculo do IM se deu pela soma das células em qualquer fase de divisdo
(profase, metafase, anafase e telofase), dividindo-se pelo total de células contadas e
multiplicando-se por 100.

Para a andlise dos efeitos genotdxicos foram observados todos os tipos de aberragdes
cromossOmicas encontradas, calculando-se o indice de genotoxicidade (IGen) pela férmula
IGen = (n° de células com aberragdes cromossdmicas/n® total de células observadas)x100
(Souza et al., 2017).

Para a analise de aberragdes cromossomicas (ACs), foram considerados: cromossomos
soltos e fragmentos cromossdmicos em todas as fases do ciclo (profase, metafase, anafase e
telofase), além de pontes e atrasos anafasicos (Bonciu ef al., 2018), sendo todos os registros
reunidos em uma sO categoria para possibilitar a avaliagdo das ACs. As alteracdes

morfoldgicas foram observadas de acordo com o atlas elaborado (Apéndice A).
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4.6.1. Analises estatisticas

Os dados de todos os ensaios foram categorizados no Microsoft Excel® (Versao 2010
para Windows). Foi utilizado o teste One-way ANOVA com pos-teste Dunnett a 5% de
probabilidade, executados com o auxilio do software GraphPad Prism® (versdao 8.0.1 para
Microsoft Windows®), para analisar a diferenga entre as médias das repeticdes em triplicatas

utilizadas nos testes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As 21 amostras (fingicas e bacterianas) testadas foram agrupadas de acordo com o
reino bioldgico: 4 morfotipos flngicos isolados a partir de solos de duas areas diferentes de
Irauguba, 1 (N3) da area de vegetacdo natural (Natural Irauguba) e 3 (D3, D5 e D11) da area
de sobrepastagem (Desertificagdo Irauguba); 11 amostras bacterianas provenientes de
Irauguba, incluindo areas de sobrepastagem (BD 10), area de exclusdo de pastagem (Exclusao
Iraucuba) (BE 12, 19, 21 e 29) e areas de vegetacdo natural (BN 01, 10, 11, 16, 18 € 25),¢e 6
amostras de Pseudomonas (p31, 32, 49, 119, 128 e 137).

Neste estudo, o paracetamol (acetaminofeno) foi utilizado como controle positivo por
apresentar mecanismos bem caracterizados de citotoxicidade celular, incluindo estresse
oxidativo, disfun¢do mitocondrial e danos ao cromossomo (quando administrado em altas
concentragdes) observados em diferentes sistemas bioldgicos, como animais e plantas (Ritter
et al., 2016; Huber et al., 2009).

A analise microscopica permitiu identificar as diferentes fases do ciclo celular (figura
4) a serem consideradas para cdlculo do indice mitdtico. As caracteristicas morfoldgicas

observadas estdo ilustradas no Apéndice A.

Figura 4 — Fases do ciclo celular em Allium cepa L.

A B

@)
=)

Fonte: Elaborada pelo autor. Fotomicrografias de 1aminas de células de pontas de raiz de cebola preparadas pela
técnica de esmagamento e coradas com orceina acética 1%, analisadas em microscopia optica com aumento final
de 400x, evidenciando as fases do ciclo mitdtico: A. Intérfase; B. Profase inicial; C. Profase avangada; D.

Metafase; E. Anafase; F. Telofase.
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O indice mitdtico (IM) € considerado uma medida para avaliar quantitativamente a
divisdo celular de um organismo (Kato; Haskins, 2023). Portanto, se o IM for baixo em
comparagdo com o tratamento controle, o extrato esta afetando a mitose (Mercado; Galvis,
2023). Nesse caso, a analise microscopica das células refletiu uma diminui¢ao notavel no IM
das células tratadas com extratos bacterianos (Figura 5. B e C) comparado ao controle
negativo (agua). O paracetamol causou inibi¢do de aproximadamente 68% quando comparado
ao controle, com IM menor do que o evidenciado pelo estudo de Mercado e Galvis (2023)
usando a mesma concentragao (500 ppm) em Pisum sativum L..

Dentre os tratamentos com extratos fingicos, apenas D5 (IM = 34%) apresentou
diferenca significativa no indice mitdtico quando comparado ao controle negativo, com média
de aproximadamente 17% das células em divisdo (Figura 5). As demais amostras nao
apresentaram diferenca significativa. Das amostras bacterianas isoladas de Iraucuba, todas as
11 apresentaram diferengas significativas, evidenciando similaridade com o controle positivo
(paracetamol a 500 ppm). Dos tratamentos com Pseudomonas, todos apresentaram diferengas
significativas, de modo equivalente ao controle positivo.

A diminuicao da atividade mitdtica pode ter sido causada pela inibicdo da sintese de
DNA ou pelo bloqueio da fase G2 do ciclo celular, impedindo a divisdo da célula (Tiirkoglu,
2008). De acordo com Fernandes et al. (2007), tanto o aumento quanto a diminui¢do do IM
sdo indicadores importantes de poluicdo ambiental: quando é menor que no controle, ha
alteracdo no desenvolvimento do organismo; quando ¢ maior, o aumento da divisdo celular
pode indicar um distirbio na proliferagdo celular e, inclusive, a formagao de um tumor (Souza

etal., 2017).
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Figura 5 — Efeito dos extratos sobre o indice mitotico em células meristematicas de A//ium

cepa L.
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Fonte: Elaborada pelo autor. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; ANOVA “one-way”, e pos-teste de
Dunnett. Significancia de *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001 em relacdo ao CN.

Durante a analise das fotomicrografias das laminas (Figura 6), foi possivel a
visualizagdo de aberracdes cromossOmicas. As aberragdes cromossOmicas sdo alteragdes
observadas na estrutura dos cromossomos devido a danos, quebras ou troca de material
cromossomico. Enquanto algumas aberragdes sdo capazes de induzir efeitos genéticos
somaticos ou hereditarios, muitas dessas sdo letais para as células (Alabi et al., 2022). As

amostras de todos os extratos apresentaram algum nivel de citogenotoxicidade, com
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observacdo da presenca de células com cromossomos atrasados, brotamentos nucleares,
micronucleos, pontes anafasicas, quebras cromossomicas, hipercromasia, metafase com

aderéncia. As alteragdes morfoldgicas observadas também estdo ilustradas no Apéndice A.

Figura 6 — Anomalias cromossdmicas encontradas no processo mitdtico de células

meristematicas de Allium cepa L. expostas aos diferentes extratos.

A B C

Fonte: Elaborada pelo autor. Fotomicrografias de 1aminas de células de pontas de raiz de cebola expostas a agua
mineral, paracetamol ou extratos bacterianos, preparadas pela técnica de esmagamento e coradas com orceina
acética 1%, analisadas em microscopia Optica com aumento final de 400x. A. ponte anafésica; B. cromossomos
atrasados; C. broto nuclear; D. micronucleos; E. quebra cromossomica; F. célula anucleada; G. metafase com

aderéncia.

Em relacdo ao indice genotoxico (Figura 7), as amostras flingicas ndo apresentaram

diferengas significativas quando comparadas ao controle negativo, evidenciando baixa
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genotoxicidade. Os extratos bacterianos, entretanto, apresentaram-se quase como equivalentes
ao controle positivo, em nivel de IGen. Em especial, dos extratos isolados de Irauguba, duas
amostras (BN 01 e BN 10) ndao exibiram diferenca significativa quando comparadas ao
controle negativo. Os tratamentos com Pseudomonas apresentaram IGen menor que controle

positivo, sem diferenca significativa comparada ao controle negativo.

Figura 7 — Efeito dos extratos sobre o indice genotdxico em células meristematicas de Allium

cepa L.
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Fonte: Elaborada pelo autor. CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; ANOVA “one-way”, ¢ pos-teste de
Dunnett. Significancia de *p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001; ****p <0,0001 em relacdo ao CN.
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A presenca de cromossomos com aderéncia pode indicar a interagdo quimica dos
componentes dos extratos microbiologicos com o DNA, proteinas ou ambos, formando
complexos com o grupo fosfato do DNA. A presenca de cromossomos fragmentados indica
quebras cromossOmicas, que podem ser resultado de pontes anafasicas ou telofases. Ja o
atraso cromossdmico ocorre como resultado da separacdo inadequada das cromadtides irmas
devido a formagdo incorreta do fuso mitotico, resultando, frequentemente, na perda de
informacao genética nas células-filhas (Alabi ef al., 2022).

De acordo com Hoffelder et al. (2004), as pontes anafasicas sao uma causa comum €
um indicador de instabilidade cromossomica. Esse fendmeno pode ocorrer como resultado da
aderéncia cromossomica (Marcano et al., 2004), pelo encurtamento dos telomeros (Lange,
2002) ou por uma translocagdo ou inversdo desigual de segmentos cromossOmicos
(GOmiirgen, 2005). Segundo Marcano et al. (2001) e Kuras (2004), a aderéncia cromossomica
¢ um tipo de anormalidade que ndo afeta a molécula de DNA em si, mas a matriz proteica da
cromatina, provavelmente a quantidade de histonas ou outras proteinas que regulam sua
estrutura.

E importante destacar que os cromossomos sdo estruturas filiformes compostas de
proteinas e DNA, organizadas de forma compacta para permitir a transmissdo precisa do
material genético as células-filhas na mitose; esse processo depende da ligagdo precisa dos
cromossomos aos microtibulos do fuso (Liu ef al., 2020; Sharp, 2002). Na fase mitotica final,
uma extensa remodelacdo garante que os cromossomos separados sejam circundados por um
envelope nuclear € que um Unico nucleo seja formado em cada célula-filha. No entanto,
atipias celulares podem ocorrer durante o processo mitdtico (Kwon et al., 2020).

As moléculas de DNA sdo continuamente danificadas por fatores genotoxicos
endogenos e exdgenos. Esses fatores contribuem para o dano ao DNA e a instabilidade
gendmica, afetando a transcri¢do e a replicacdo, e podem ser herdados pelas células-filhas. No
entanto, as células possuem um processo de reparo conhecido como resposta ao dano ao DNA
(DDR) para o reconhecimento e reparo desse dano. Os mecanismos de reparo do DNA
incluem reparo por excisdo de base (BER), reparo por excisao de nucleotideos (NER), reparo
de erros de pareamento (MMR), recombinacdo homoéloga (HR), jun¢do de extremidades ndo
homologas (NHEJ), sintese translesdo e reparo de ligagdes cruzadas intercadeias de DNA
(Bandyopadhyay et al., 2014).

Normalmente, o dano ao DNA ¢ detectado por proteinas sentinelas intracelulares, que
transmitem sinais que levam ao acumulo da proteina p53. Primeiramente, p53 suspende o

ciclo celular (na fase G1) para permitir que o DNA seja reparado antes de ser replicado. No
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entanto, se o dano for muito grande para ser reparado com éxito, a p5S3 desencadeia a
apoptose, principalmente pela via mitocondrial (Kumar et al., 2025).

As células cancerosas desviaram-se do mecanismo que normalmente regula a divisao
celular e o crescimento tecidual. A causa direta ¢ quase sempre um defeito genético em uma
ou mais das proteinas que regulam a divisdo celular. A inativacdo de genes de supressdo
tumoral (codificam proteinas que normalmente inibem a divisao celular) ou a transformacao
de proto-oncogenes em oncogenes (versdes mutadas de genes que codificam proteinas
sinalizadoras envolvidas na regulacdo do ciclo celular) podem conferir autonomia de
crescimento a uma célula e, assim, promover a proliferagdo descontrolada ao produzir
alteracdes em sistemas celulares (Nelson ef al., 2022; Ritter et al., 2025).

O combate a essas células muitas vezes envolve agentes quimioterapicos
antineoplésicos, os quais, assim como algumas toxinas produzidas por microrganismos
(Kumar et al., 2025), induzem lesdo celular por efeitos citotdoxicos e genotoxicos diretos,
afetando um aspecto caracteristico da biologia da célula cancerosa, a divisao celular (Ritter et
al., 2025).

Embora os mecanismos especificos de agao dos microrganismos avaliados ainda nao
sejam conhecidos, os efeitos citotoxicos e genotdxicos observados apresentam semelhanga
com aqueles induzidos pelo paracetamol, sugerindo a possivel participa¢ao de vias celulares
comuns. Diversos patogenos bacterianos induzem citogenotoxicidade em células eucarioticas,
como evidenciado por estudos de atividade proteolitica de Serratia sp. em células de
mamiferos (Petersen; Tisa, 2014), assim como quebras de dupla-fita no DNA do hospedeiro
induzidas por toxinas e fatores de viruléncia produzidos por uma espécie de Klebsiella, K.
pneumoniae em células eucarioticas (Cano et al., 2009; Pan; Li, 2025). O género
Burkholderia também ¢ comumente associado a efeitos patogénicos em plantas e animais
(Elshafie; Camele, 2021; Madigan ef al., 2016).

Por outro lado, os dados publicados sobre a citotoxicidade de fungos filamentosos sdo
considerados inconclusivos e frequentemente dependem dos métodos utilizados para os testes
(Skoéra et al., 2016). Apesar de fungos dos géneros Aspergillus ¢ Penicillium serem capazes
de produzir uma ampla gama de enzimas e metabdlitos secundarios com atividades
citotoxicas e genotdxicas, como aflatoxinas (Musivand et al., 2022; Skoéra et al., 2016), o
presente estudo ndo detectou alteracdes significativas nos indices mitdtico e genotoxico.

A maioria das aberracdes cromossdmicas observadas neste estudo resultou de
distarbios no fuso mitdtico durante a andfase e a metafase, indicando que os componentes dos

extratos atuam interferindo no fuso mitdtico. O estudo de Schmidt e Bastians (2007) mostrou
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que substancias bioquimicas que inibem a formagdo do fuso mitotico t€ém se mostrado
eficientes em inibir o ciclo celular na mitose e, subsequentemente, em induzir a morte das
células tumorais. Isso pode indicar que os extratos microbioldgicos podem contribuir para a

terapia do cancer.
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que alguns extratos microbiologicos podem provocar
alteracdes significativas no indice mitdtico e genotoxicos em células meristematicas de raiz de
cebola (A/lium cepa L.). Ao contrario das amostras fiingicas, no geral, as amostras bacterianas
exibiram, de forma significativa, menor indice mitdtico quando comparadas ao controle
negativo. As preparagdes histologicas permitiram observar alteragdes no ciclo mitotico,
evidenciadas pelas aberragdes cromossdmicas. Quando comparadas aos extratos fingicos e de
Pseudomonas, as amostras bacterianas de Irauguba mostraram indices genotoxicos mais

expressivos em relacdo ao controle negativo.
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Normal

Interfase

Profase

Profase

Metafase

Anafase
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Telofase

Anomalias do ciclo mitotico

Nucléolo largo

Anafase irregular
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Cromossomos atrasados/retardatarios
(anafase)

Cromossomos atrasados/retardatarios
(telofase)

Anéfase com ponte

Micronucleo
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Células sem nucleo

Hipercromasia

Metafase com aderéncia

Broto nuclear




Quebra cromossdmica

Quebra cromossdmica

Fonte: Elaborado pelo autor.
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